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

A moon full of stars and astral cars 
And all the figures I 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 β-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 β-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 β-

lactmases and extended expectrum β-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 àmpliament colonitzat per bacteris, els quals creixen en 

forma de biofilm, una estructura multiespècie que confereix avantatges úniques als 

bacteris que hi creixen; com poden ser una major tolerància al estrès químic i mecànic 

i una major comunicació e intercanvi genètic entre els microorganismes. La maduració 

del biofilm oral fins a l'establiment de patògens, pot donar lloc a l'aparició de patologies 

com ara la càries, la gingivitis o la periodontitis. L’ús d’antibiòtics pot fer-se necessari 

com a tractament coadjuvant per a la correcta resolució de les patologies periodontal. 

Tanmateix, aquests tractaments podrien fracassar si existeixen resistències bacterianes 

als antibiòtics administrats. L’ús indiscriminat d’aquests  

 

El seu ús indiscriminat ha portat a l'augment de les resistències i de l'aparició de bacteris 

multiresistents, fenòmens, tots dos, que han generat un problema creixent per a la 

medicina moderna. Diferents organismes internacionals han posat de manifest la 

importància de la monitorització de les resistències a antibiòtics i de les seves causes 

com a mesura essencial per evitar la seva propagació. A més, han sol·licitat l'elaboració 

de guies d'estratègia per combatre-les. En aquesta Tesi es va estudiar la resistència de 

la microbiota bucal a tres de les classes d'antibiòtics més utilitzades en la pràctica 

dental: tetraciclines, macròlids i β-lactàmics. 

 

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 prevalença de gens de resistència a aquests antibiòtics. En ambdues poblacions es 

va estudiar, en aquells microorganismes que van créixer en medi amb tetraciclina, la 

prevalença 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 multiresistència a sis antibiòtics: amoxicil·lina, cefotaxima, 

kanamicina, eritromicina, estreptomicina i cloramfenicol. Es va observar una alta 
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càrrega de bacteris resistents a tetraciclina, una alta prevalença de diferents gens tet i 

elevats percentatges d'aïllats multiresistents. A més, es van trobar indicis d'una àmplia 

distribució d'elements genètics mòbils, els quals podrien ser els possibles portadors i 

disseminadors d'aquests gens. La comparació entre subjectes sans i amb periodontitis 

va evidenciar diferències en la prevalença dels gens detectats i de les espècies 

portadores, així com dels perfils de multiresistència. Mitjançant l'anàlisi de gens tet es 

va detectar per primera vegada la presència de certs gens en determinats gèneres 

bacterians. Aquest va ser el cas de tet(B) en dos aïllats de Streptococcus oralis. Aquest 

gen es va analitzar en profunditat, estudiant tant la seqüència completa de el gen, com 

la seva expressió. 

La microbiota resistent a β-lactàmics, la classe d'antibiòtics més utilitzada en la pràctica 

dental, va ser estudiada en mostres de pacients amb periodontitis a partir dels aïllats 

que van créixer en medi amb amoxicil·lina o cefotaxima. Es va trobar resistència a 

aquests antibiòtics en la majoria de les mostres analitzades juntament amb gens que 

codifiquen per β-lactamases i β-lactamases d'espectre ampliat, així com elevats 

percentatges de multiresistència als antibiòtics testats. 

 

Els resultats d’aquest estudi indiquen que les resistències a antibiòtics estan 

àmpliament distribuïdes entre la microbiota subgingival de individus espanyols. A més, 

l'elevada prevalença de gens de resistència 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 nínxols del cos humà. La detecció de resistències a diferents classes d'antibiòtics 

podria posar en perill el futur de la teràpia antibiòtica com a coadjuvant de el tractament 

de la periodontitis. Aquests resultats posen de manifest la necessitat d'establir una 

monitorització exhaustiva de l'evolució de les resistències a antibiòtics en la microbiota 

oral, amb l'objectiu d'instaurar les estratègies necessàries per frenar la seva creixent 

disseminació. 
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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 están una 

mayor tolerancia a estrés químico y mecánico y una mayor comunicación e intercambio 

genético entre los microorganismos. La maduración del biofilm oral hasta el 

establecimiento de patógenos orales, puede dar lugar a la aparición de patologías tales 

como la caries, la gingivitis o la periodontitis. El uso de antibióticos puede ser necesario 

como tratamiento coadyuvante para la correcta resolución de las patologías 

periodontales; tratamientos estos, que podrían fallar en caso de existir resistencias a 

los antibióticos administrados. Su uso indiscriminado ha llevado al aumento de las 

resistencias y a la aparición de bacterias multirresistentes, generando un problema 

creciente para la medicina moderna. Ciertos organismos internacionales han puesto de 

manifiesto la importancia de la monitorización de las resistencias a antibióticos y de sus 

causas como medida esencial para evitar su propagación. Además, han solicitado la 

elaboración de guías de estrategia para combatirlas. En esta Tesis se estudió la 

resistencia de la microbiota bucal a tres de las clases de antibióticos más utilizadas en 

la práctica dental: tetraciclinas, macrólidos y β-lactámicos.  

 

En esta Tesis Doctoral se trabajó 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 estudió la prevalencia 

de genes de resistencia a dichos antibióticos. En ambas poblaciones se estudió, en 

aquellos microorganismos que crecieron en medio con tetraciclina, la prevalencia de 

once genes tet: tet(M), tet(W), tet(Q), tet(O), tet(32), tet(31), tet(L), tet(S), tet(37), tet(B) 

y tet(K), y la multirresistencia a otros seis antibióticos: amoxicilina, cefotaxima, 

kanamicina, eritromicina, estreptomicina y cloramfenicol. Se observó 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. Además, se encontraron indicios de una 

amplia distribución de elementos genéticos móviles, los cuales podrían ser los posibles 

portadores y diseminadores de estos genes. La comparación entre sujetos sanos y con 

periodontitis arrojó diferencias a nivel de la prevalencia de los genes detectados y de 

las especies que los portaban, así como de los perfiles de multirresistencia. Mediante 

el análisis de genes tet se detectó por primera vez la presencia de ciertos genes en 

determinados géneros bacterianos. Este fue el caso de la detección de tet(B) en dos 

aislados de Streptococcus oralis, lo cual fue analizado en profundidad, estudiando tanto 

la secuencia completa del gen como su expresión.  

 

La microbiota resistente a β-lactámicos, la clase de antibióticos más utilizada en la 

práctica dental, fue estudiada en muestras de pacientes con periodontitis a partir de los 

aislados que crecieron en medio con amoxicilina o cefotaxima. Se encontró resistencia 

a estos antibióticos en la mayoría de las muestras analizadas junto con genes que 

codifican para β-lactamasas y β-lactamasas de espectro extendido, así como altos 

porcentajes de multirresistencia a los antibióticos testados.  

 

Los resultados del presente trabajo indican que las resistencias a antibióticos están 

ampliamente distribuidas entre la microbiota subgingival de sujetos españoles. Además, 

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 detección de resistencias a distintas 

clases de antibióticos podría poner en peligro el futuro de la terapia antibiótica como 

coadyuvante del tratamiento de la periodontitis. Estos resultados ponen de manifiesto 

la necesidad de establecer una  monitorización exhaustiva de la evolución de las 

resistencias a antibióticos en la microbiota oral, con el objetivo de instaurar las 

estrategias necesarias para frenar su creciente diseminación. 
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1. Introducción 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 ecológicos (mucosa oral, dorso lingual, amígdalas, dientes 

naturales o artificiales, etc.), lo cual, a su vez, propicia el establecimiento de un elevado 

número de especies bacterianas1. 

 

La microbiota humana, conjunto de microorganismos que colonizan distintos tejidos del 

cuerpo, suele vivir en una relación de mutualismo con su hospedador, obteniendo 

ambas partes beneficios de la relación2. En el ambiente oral la microbiota está 

compuesta por un gran número de especies distintas. Análisis 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 podría situar alrededor de los 19.000 filotipos3. 

Dentro de esta diversidad, se ha descrito que en estado de salud bucal existe un 

“microbioma núcleo”, consistente en ciertas especies bacterianas que comúnmente 

están presentes en el ambiente oral cuando no hay enfermedad. Se ha determinado 

que los taxones predominantes en este núcleo 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)2. Estas especies crecen y coagregan en el ambiente oral formando 

una estructura llamada biofilm oral, el cual está compuesto por distintas capas de 

microorganismos que se agrupan conformando poblaciones bacterianas diferentes4. 

Este crecimiento en forma de biofilm otorga propiedades ventajosas tales como 
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protección frente al entorno, captación y metabolizado de nutrientes y eliminación de 

metabolitos dañinos5. 

 

1.1.1 Formación del biofilm oral 
 

El sustrato de adhesión del biofilm oral que crece sobre los dientes es una capa de 

proteínas y glucoproteínas que se adhiere al esmalte dental (Figura 1). Al menos 10 

proteínas distintas han sido identificadas como iniciadoras de esta película adquirida, 

entre las que se encuentran histatinas, estaterinas, glucosiltransferasas, lisozima, 

cistatina y lactoferrina6. Estas proteínas se unen al esmalte debido a las interacciones 

electroestáticas que se generan entre la doble capa iónica de los iones de calcio y 

fosfato del esmalte y de los grupos con carga o cadenas laterales con carga de las 

proteínas6. La película adquirida funciona como blanco para la unión 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 epítopos proteicos de la película4,5,7. Los 

fenómenos de coagregación 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 adhesión y, por lo tanto, al establecimiento del biofilm8,9. Los 

estreptococos y los actinomicetos además de coagregar entre sí, también pueden 

hacerlo con otros géneros bacterianos. Cuando se da esta situación, se crea un puente 

de coagregación en el que uno de los implicados presenta en su superficie mediadores 

de coagregación que pueden servir para más de un género o especie (Figura 2). Esta 

propiedad permite que bacterias que en un principio no pueden coagregar entre sí 

formen parte del mismo complejo9. 
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Figura 1. Micrografía captada por microscopía electrónica de transmisión (TEM) de la película 
adquirida tras 2 horas de su formación. Tamaño de la línea de referencia = 200 nm. Figura 

extraída de la referencia 6. 

 
 

 

Figura 2. Representación esquemática de las interacciones que se dan entre bacterias orales y 
las proteínas de la película adquirida que se encuentra en la superficie dental. Figura extraída 

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 

población bacteriana detectada corresponde a estreptococos10. A partir de las 12 horas 

se diversifica la población 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. Éstas 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 tardíos. Los colonizadores tardíos no suelen coagregar con los colonizadores 

tempranos, pero sí que lo hacen con fusobacterias como Fusobacterium nucleatum y 

corinebacterias como Corynebacterium matruchotti (Figura 3)11,12. Los colonizadores 

tardíos son en su mayoría bacterias gramnegativas anaerobias estrictas, que están 

asociadas a patologías orales. Las especies más relevantes corresponden, entre otros, 

a los géneros Prevotella, Fusobacterium, Porphyromonas, Treponema, Campylobacter 

y Tannerella5,13,14. 

 

Figura 3. Representación esquemática de un biofilm en el que se muestra como las bacterias 
del género Corynebacterium (en morado) tienen un importante papel estructural (imagen 

extraída de la referencia 12). 

 



Introducción 

 

 
 

7 

Socransky y Haffajje13, a partir del análisis 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 sí, a los que se les dotó de 

códigos de colores: 4 grupos básicos para el establecimiento del biofilm con códigos 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 

progresión hacia la enfermedad periodontal, siendo los colores naranja y rojo los más 

relacionados con ésta. Este modelo piramidal ha sido ampliamente aceptado y supone 

una herramienta útil para entender la relación que mantienen las especies del biofilm 

oral con el nivel de salud periodontal.  

 

Figura 4. Complejos de Socransky y Haffajje. En la base de la pirámide se observan los 4 grupos 
de colonizadores primarios. Encima de estos colonizadores se asienta el complejo naranja y 

sobre este el rojo. La estructuración 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 extraída 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 está compuesta principalmente por 

polisacáridos, proteínas, lípidos y DNA extracelular15. La composición de la matriz varía 

entre individuos del mismo modo que lo hacen las poblaciones bacterianas que la 

producen16–18. Dicha composición, junto a factores ambientales, determina en gran 

parte la morfología del biofilm, pudiendo ser liso, rugoso, esponjoso o filamentoso15. 

Mediante la degradación mecánica o enzimática de la matriz extracelular, el biofilm 

consigue llegar a su fase final: la dispersión. Ésta se puede dar por erosión, 

desprendimiento o por sembrado19–21. En los dos primeros casos la dispersión se puede 

producir activa o pasivamente, mientras que el sembrado siempre es un procedimiento 

iniciado por las propias bacterias19. Cuando existe escasez de nutrientes o las 

condiciones ambientales se vuelven adversas22, puede iniciarse un proceso de 

dispersión por sembrado, en el que se facilita el desprendimiento de células del biofilm 

mediante la síntesis de enzimas como la dispersina B sintetizada por Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans23, la hialuronidasa de Streptococcus intermedius24 o la enzima 

SRPE (surface-protein-releasing enzyme) de Streptococcus mutans25. Estas bacterias 

desagregadas fluyen en la corriente de saliva hasta que interaccionan con un sustrato 

de adhesión y forman un nuevo biofilm19 (Figura 5). 

 

Figura 5. Fases de crecimiento de los biofilms: el biofilm empieza con la adhesión de una célula 
en una superfície (A). Después de adherirse, las células se replican y forman una matríz de 

polisacáridos protectora (B). El biofilm va madurando y creciendo tanto en número de células 
como en volumen y complejidad de la matriz extracelular, formándose estructuras que 

aumentan su viabilidad (C y D). Finalmente, el biofilm puede llegar a la fase de dispersión, 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 creación de cadenas tróficas 

en las que los metabolismos de unas y otras se complementan, sintetizando nutrientes 

asimilables a partir de la saliva y otras fuentes nutricionales26–28. Los nutrientes difunden 

por los canales acuosos que atraviesan la matriz extracelular y que a su vez también 

sirven como conductos donde verter los residuos metabólicos29–31. 

 

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 biopelícula 

adherida a una superfície, resiste mucho mejor el estrés mecánico que las células en 

estado planctónico. No solo su capacidad de adherencia le asegura un punto de anclaje, 

sino que también presenta un comportamiento viscoelástico que le permite resistir la 

fuerza de cizallamiento que otros fluídos ejercen sobre él35–37. Por otra parte, la matriz 

extracelular disminuye la permeabilidad del biofilm a agentes químicos como los 

antibióticos (Figura 6) u otros antisépticos, así como a los anticuerpos del sistema 

immunológico, los cuales ven dificultada su capacidad de interaccionar con sus 

epítopos de la superfície de las bacterias32,38,39. A esta menor permeabilidad hay que 

añadirle la existencia de células en el biofilm que se encuentran en un estado latente y 

que por lo tanto, no pueden verse afectadas por aquellos antibióticos que dependen de 

la síntesis de proteínas o de la división celular para ser efectivos29,40,41.  

 

Además 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 fenómenos de 

conjugación, transformación y transducción42. 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 genes43,44.  
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Figura 6. Efecto de los antibióticos en biofilms bacterianos in vitro a lo largo de su crecimiento. 
En el estudio se eligieron los antibióticos más usados en el tratamiento periodontal: 

amoxicilina (rojo), metronidazol (azul), amoxicilina/metronidazol (verde), amoxicilina/ácido 
clavulánico (celeste), tetraciclina (naranja), doxiciclina (amarillo) y minociclina (blanco). Cada 

biofilm contó con un control sin tratar en el que se midieron las unidades formadoras de 
colonias para poder comparar el efecto del antibiótico. Notar como la efectividad de los 

antibióticos disminuye drásticamente a partir del quinto día (gráfico extraído de la referencia 
178). 

 

1.1.3 Patologías 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. 

mutans45; o de sitios con periodontitis, como A. actinomycetemcomitans, Filifactor 

alocis, Tannerella forsythia, Treponema denticola y Porphyromonas gingivalis46. 
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1.1.3.1 Caries 
 

La caries es una patología causada por la desmineralización del esmalte, la fracción 

inorgánica del diente, debido a su solubilidad a pHs bajos47. Esta disminución de pH 

puede ser debida a los metabolitos bacterianos que son fruto del metabolismo de 

azúcares de la dieta como el dextrano o fructano48. La exposición prolongada a pHs 

bajos permite la proliferación de aquellas especies bacterianas que toleran mejor estas 

condiciones, como S. mutans, bacterias del género Lactobacillus y del género 

Veillonella49. Estas especies bacterianas, por su catabolismo ácido, prolongan la 

situación de acidez. Cuando se alcanzan valores críticos de pH 5 – 5,5, la hidroxiapatita 

del esmalte actúa como tampón50,51. No obstante, uno de los principales mecanismos 

de remineralización que permite revertir el daño causado por la bajada de pH es la 

producción de saliva. Su secreción se estimula tras la ingesta de alimentos y, además 

de actuar como tampón52, los iones de calcio y fosfato presentes en elevadas 

concentraciones se van depositando paulatinamente en la superficie dental gracias a 

proteínas ricas en prolina como la estaterina53. Pese a estos mecanismos de protección 

y reparación, una exposición repetida a azúcares metabolizables por bacterias 

acidófilas aumenta el tiempo en que el esmalte está sometido a  pHs ácidos, 

sobrepasando la capacidad que tiene la saliva de tamponarlo y provocando caries54 

(Figura 7). 

 
Figura 7. Representación gráfica de la repercusión que tiene en el pH oral la ingesta de 

comidas 3 veces al día (a) y 3 veces al día pero incluyendo alimentos ricos en sacarosa entre 
comida y comida (gráfico extraído de la referencia 52). 
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1.1.3.2 Periodontitis 
 

La periodontitis es una enfermedad crónica multifactorial asociada a un biofilm 

disbiótico, con una prevalencia mundial del 11%55, que cursa con inflamación de los 

tejidos periodontales y que puede derivar en la pérdida de piezas dentales debido a la 

destrucción del hueso alveolar que sirve de soporte al diente56,57. La periodontitis viene 

precedida en la mayoría de casos por la gingivitis, la cual es una de las enfermedades 

orales más prevalentes entre la población mundial58. Ésta puede aparecer tras 2 o 3 

semanas de acumulación de placa sin perturbación, es decir, sin ningún tipo de higiene 

oral59. Se caracteriza por la inflamación gingival del tejido blando, sin pérdida de 

adhesión del tejido conectivo ni degradación ósea. Sin embargo, en la periodontitis 

ocurre la separación de las fibras de colágeno del cemento dental y los eventos 

inflamatorios asociados a la pérdida del tejido conectivo dan lugar a la reabsorción ósea 

alveolar60. Pese a que la gingivitis precede a la periodontitis, solo una minoría de 

individuos con gingivitis desarrollan periodontitis61. Así pues, la susceptibilidad que 

presenta el huésped a los patógenos periodontales juega un papel muy importante62,63. 

Por ejemplo, se ha descrito que diferencias genéticas relacionadas con el sistema 

inmunológico 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 relación con la 

enfermedad periodontal64. Además, hay un mayor riesgo de padecer periodontitis si 

existen antecedentes familiares65–67 o si se tienen ciertos hábitos 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 distribución de la 

enfermedad68. 

 

El diagnóstico de periodontitis se basa en las siguientes variables clínicas: 1) presencia 

o ausencia de signos de inflamación 2) profundidad de sondaje y sangrado 3) alcance 

y patrón de pérdida de hueso y nivel clínico de inserción 4) historia médica y dental del 
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paciente 5) presencia o ausencia de un conjunto de signos y síntomas tales como 

ulceración y cantidades observables de placa y cálculos69–71. La profundidad de sondaje 

(distancia que hay desde el margen gingival hasta la base de la hendidura sondada) es 

una herramienta útil y rápida para analizar la profundidad de las bolsas periodontales, 

donde habitan los microorganismos periodontopatógenos. Sin embargo, el nivel clínico 

de inserción (distancia que hay desde el punto de unión del esmalte y el cemento dental 

respecto a la base de la hendidura sondada), pese a ser una medida más difícil de 

obtener, da una mayor información del daño periodontal y de la perspectiva de 

resolución del tratamiento72. Hasta 2017, la periodontitis se diagnosticaba como crónica 

o agresiva y localizada o generalizada73. La periodontitis agresiva se consideraba 

aquella periodontitis donde se observaba un avance muy rápido de la enfermedad, 

mientras que la crónica era aquella con un avance gradual en el tiempo74. Sin embargo, 

en 2017 la clasificación de la enfermedad periodontal se actualizó, dividiendo la 

enfermedad periodontal en 4 estadios, de menor a mayor gravedad, basados en las 

variables clínicas previamente mencionadas. Estos estadios se complementan con una 

gradación de la A a la C, donde se valora el riesgo de progresión de la enfermedad de 

acuerdo al estado de salud general del paciente, incluyendo tabaquismo y diabetes 

entre otras variables clínicas sistémicas75.  

 

Para la detección de periodontopatógenos se han desarrollado análisis de DNA76–78, 

perfiles antigénicos79–81 y actividades enzimáticas82,83. Estas herramientas son útiles 

para determinar la presencia o ausencia de microorganismos, pero, con la excepción 

de algunas técnicas específicas84, no aportan información acerca de su susceptibilidad 

a antimicrobianos. Para obtener esta información suele ser necesaria la realización de 

ensayos en los que los microorganismos deben ser cultivados en el laboratorio85.  

 

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

periodontales y va dirigido a la eliminación de los factores etiológicos de la gingivitis y 
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la periodontitis61. Uno de los métodos más efectivos y contrastados es la higiene 

mecánica profesional, orientada a la eliminación de la placa supragingival y de los 1-3 

primeros mm de placa subgingival61. La higiene mecánica profesional se puede 

complementar con la aplicación de moléculas antisépticas, antiplaca o antimicrobianas 

(sin incluir antibióticos) tales como la clorhexidina, que aportan un efecto bactericida 

61,86. Si bien su uso puede reducir la microbiota, incluida la peridontopatógena, de las 

bolsas periodontales87–89, para el tratamiento de la periodontitis suele ser necesario el 

raspado y alisado radicular o cirugía periodontal5. El raspado y alisado radicular (RAR) 

consiste en la eliminación de la placa y cálculos en la superficie de la raíz dental 

mediante el raspado con cureta, y en la eliminación de aquel cemento dental o dentina 

superficial que esté contaminada por toxinas o microorganismos90. Esta técnica tiene 

buenos resultados y normalmente es suficiente para detener la enfermedad y volver a 

un estado de salud periodontal91 sin tener que recurrir a la cirugía92. En ocasiones, el 

RAR puede ser complementado con la administración de antibióticos como tratamiento 

coadyuvante93–95. Los antibióticos, ya sea via fluído gingival crevicular al ser 

administrados sistémicamente o por difusión simple al ser administrados localmente, 

permiten una acción antibacteriana en aquellos recovecos del surco gingival en los que 

la terapia mecánica no es efectiva, aumentado así la eficacia del tratamiento96,97. Los 

antibióticos más utilizados en periodoncia incluyen la amoxicilina (AMX), metronidazol 

(MZ), azitromicina (AZM) y tetraciclinas (TET), ya sea administrados local o 

sistémicamente98. 
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1.2 Tetraciclinas 
 

Las TETs son un grupo de antibióticos de amplio espectro descubierto a principios de 

los años 40 del siglo XX99. Investigadores de los laboratorios Lederle, de la compañía 

Cyanamid, iniciaron una búsqueda de nuevos antibióticos para comercializarlos. A partir 

de muestras de suelo, aislaron un gran número de cepas bacterianas con actividad 

antimicrobiana, de las cuales destacaron una cepa de Streptomyces, posteriormente 

nombrada Streptomyces aureofaciens, que originaba una colonia amarillenta que 

inhibía el crecimiento de un gran número de cepas bacterianas a la vez que creaba 

grandes halos de inhibición en agar. El compuesto producido por S. aureofaciens se 

denominó aureomicina (clortetraciclina) y fue aprobado por la U.S. Food and Drug 

Administration (FDA) en 1948, y utilizado inmediatamente en la práctica clínica con 

éxito. Poco después, investigadores de la compañía Pfizer aislaron Streptomyces 

rimosus, el cual producía un compuesto parecido a la aureomicina, pero más soluble 

en agua y con una mayor actividad biológica. Al compuesto lo llamaron terramicina 

(oxitetraciclina) y fue aprobado por la FDA en 1950100,101.  

 

La estructura química de ambos compuestos se publicó en 1952, y se observó que 

ambos antibióticos compartían un núcleo de naftaceno donde las diferencias radicaban 

en que la terramicina tenía un grupo hidroxilo en la posición C5 y en la posición C7 

faltaba un átomo de cloro (Figura 8)102. Ese mismo año, y con la estructura ya conocida, 

Lloyd Conover, de Pfizer, hipotetizó que la aureomicina podría ser más eficaz sin el 

átomo de cloro, por lo que sintetizó un derivado sin dicho átomo al que llamó TET. La 

TET demostró ser más potente, más soluble y con una actividad farmacológica más 

favorable103. Con la aparición de la TET y el conocimiento estructural de la terramicina 

y la aureomicina, se cambió el nombre de las dos últimas, llamándolas oxitetraciclina y 

clortetraciclina respectivamente, adecuando los nombres a las características 

estructurales que presentaban. 
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Los siguientes derivados fueron la doxiciclina y la minociclina, aprobados por la FDA 

para su uso clínico en 1967 y 1971, respectivamente. La doxiciclina se sintetizó a partir 

de la metaciclina, un derivado de la oxitetraciclina a la que se le modificó la posición 

C6, halogenándola y deshidratándola. A su vez, la metaciclina sirvió de base para la 

síntesis de la doxiciclina, sustituyendo el grupo metileno en la posición C6 por un grupo 

metilo104,105. La síntesis 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 posición C6106. A esta TET se 

la despojó del grupo hidroxil en la posición C6 y del átomo de cloro en la posición C7 

con tal de conseguir la TET más básica con actividad antimicrobiana, llamada 

sanciclina. A la sanciclina se le añadió un grupo dimetilamino en la posición C7, dando 

paso a la minociclina, cuyas propiedades antibacterianas y farmacológicas eran 

superiores a las TETs de primera generación e incluso a la doxiciclina107. 

 

En la década de los 80 se reactivó la síntesis de derivados de las TETs y se sintetizó la 

tigeciclina adicionando un grupo t-butil glicilamida en la posición C9 de la minociclina, 

siendo aprobada para uso clínico por la FDA en 2006108. La omadaciclina y la 

eravaciclina son dos nuevos derivados de las TETs que aún se encuentran en fase de 

estudio. Ambos, al igual que la tigeciclina, parten de la minociclina. En el caso de la 

omadaciclina se añade un grupo t-butil dimetilamino en la posición C9109, mientras que 

en el caso de la eravaciclina se sustituye el radical dimetilamina de la posición C7 por 

un átomo de flúor y, además, se añade el grupo pirrolidinoacetamido en la posición 

C9110. 

 

Debido a su amplio espectro y escasez de efectos secundarios, las TETs fueron 

ampliamente usadas desde su descubrimiento99. Se han empleado para el tratamiento 

de infecciones del tracto respiratorio, enfermedades de transmisión sexual e incluso 

como tratamiento antiacné111,112. 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 ganado113. Este uso tan extendido 

ha potenciado la aparición de resistencias en diversos microorganismos, provocando 

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

resistencias y la síntesis de una nueva generación de tetraciclinas, éstas han vuelto a 

ganar importancia99. 

 

1.2.1 Clasificación 
 

Actualmente existen tres generaciones de TETs: 

i. Primera generación: clortetraciclina, oxitetraciclina y 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 modificación se obtuvo la TET a partir de la clortetraciclina.  

ii. Segunda generación: metaciclina, doxiciclina, demeclociclina, sanciclina y 

minociclina. Aparecieron al querer mejorar las TETs existentes mediante vías 

semisintéticas. A excepción de la sanciclina, el resto de los miembros de esta 

generación tienen o han tenido uso clínico. 

iii. Tercera generación: tigeciclina, eravaciclina y omadaciclina. Es la generación 

de las glicilciclinas, las cuales no se ven afectadas por bombas de flujo como 

Tet(A), Tet(B) o Tet(C)114 o las proteínas de protección ribosomal109. Tanto la 

omadaciclina como la eravaciclina todavía están en fase de estudio clínico, 

aunque con resultados prometedores puesto que obtienen concentraciones 

mínimas inhibitorias (CMIs) similares a los de la tigeciclina109,115–119. 
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Naftaceno 
Clortetraciclina Oxitetraciclina 

Tetraciclina Metaciclina Doxiciclina 

Demeclociclina Sanciclina Minociclina 

Tigeciclina Omadaciclina 

Eravaciclina 

1.2.2 Estructura química 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Estructura química de las distintas generaciones de TETs. En la primera fila se 
muestra el anillo de naftaceno, característico de todas las TETs, así 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, así 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 
últimas filas las glicilciclinas: tigeciclina, omadaciclina y evaraciclina, la primera en uso y las 

siguientes todavía en ensayos clínicos. 
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1.2.3 Mecanismo de acción 
 

Las TETs tienen un efecto bacteriostático, impidiendo la síntesis proteica mediante su 

unión, junto con Mg2+, a la región A de la subunidad 30S del ribosoma y bloqueando la 

unión del aa-tRNA120. Al no producirse dicha unión, el ribosoma no puede añadir 

aminoácidos a la proteína y por lo tanto ésta no se sintetiza. Este mecanismo genera 

tan sólo bacteriostasis ya que no mata directamente a las células, sino que impide su 

viabilidad al no poder sintetizar proteínas120. La TET atraviesa la membrana externa de 

las bacterias grampositivas a través de las porinas OmpF y OmpC en forma de un 

complejo catiónico conjuntamente con magnesio111,113,121. Una vez atravesada la 

membrana externa, se acumula en el espacio periplasmático donde se libera del catión 

Mg+2 y atraviesa la membrana interna gracias a su débil lipofilia111. Para atravesar la 

membrana celular, la TET necesita la energía producida por el gradiente de protones. 

Una vez dentro del citoplasma, ésta vuelve a ser quelada por un ion metálico debido a 

la mayor concentración iónica y de pH que existe en el interior de la célula121. La TET 

puede unirse a la subunidad 30S del ribosoma (Figura 9) en seis puntos distintos, 

aunque es el sitio de unión Tet-1 el de mayor afinidad. Dicho punto se encuentra cerca 

del sitio A del ribosoma, en la zona de aceptación del aa-tRNA. Los efectos de la unión 

de la TET a los otros 5 sitios no han sido esclarecidos, pero variantes más complejas, 

como la tigeciclina, solo tienen afinidad por el punto Tet-1, indicando que el resto de 

puntos de unión no guardan relación con la capacidad bacteriostática del 

antibiótico120,122,123 
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Figura 9. Representación esquemática de la interacción de la TET con la subunidad 30S del 
ribosoma bacteriano. En la figura se observa un mapa de calor, donde los colores más cálidos 
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 antibióticos y como factores de 

crecimiento en la ganadería111. Su actividad como factor de crecimiento fue descubierta 

en 1949, al observar que la adición de clortetraciclina en concentraciones 

subterapéuticas en el alimento de pollos jóvenes aumentaba su crecimiento124. Esta 

práctica ha sido muy criticada debido a la presión selectiva que se genera en el 

ambiente y su uso se ha ido restringiendo o incluso prohibido en algunos países125. 

Además, algunos autores también cuestionan la efectividad de las TETs como factores 

de crecimiento, argumentando que la productividad de las granjas aumentó incluso 

después de la prohibición de su uso125–127. 
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En clínica, las TETs se han demostrado efectivas tanto en bacterias aerobias como 

anaerobias, incluyendo rickettsias, clamidias, micoplasmas, espiroquetas, protozoos y 

micobacterias128. También son efectivas frente a Helicobacter pylori, cuyo tratamiento 

habitual basado en MZ y claritromicina presenta es ineficaz frente a algunas 

cepas111,129. En la tabla 1 se describen aquellas infecciones para las que las TETs son 

una primera opción de tratamiento y aquellas en las que pueden suponer una alternativa 

a otros antibióticos en caso de aparecer resistencias a la primera opción u otras 

contraindicaciones. 

 

Las TETs pueden ser administradas de forma oral y parenteral en la gran mayoría de 

tratamientos130. Sin embargo, el fácil acceso al ambiente oral posibilita la aplicación del 

antibiótico de manera local, sin tener que ser absorbido en el intestino o ser inyectado. 

La aplicación local del antibiótico permite, además, evitar la aparición excesiva de 

resistencias, puesto que solo afecta al lugar de aplicación y disminuye el riesgo de 

padecer efectos secundarios131–133. 

 

En el ambiente oral las TETs se pueden aplicar en forma de pomada o en forma de 

fibras impregnadas de antibiótico134–136. Las fibras de TET proporcionan un método 

indoloro y eficaz de tratar la periodontitis mediante la aplicación local de antibiótico137. 

Pueden ser de distintos materiales, como etilcelulosa o tiras acrílicas, y estar 

impregnadas con diferentes concentraciones de antibiótico según la marca comercial, 

pero en todos los casos tienen un efecto demostrado en la disminución de la 

profundidad de sondaje y del nivel clínico de inserción135,137,138. 
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Tabla 1. Lista de infecciones para las que las TETs son la primera opción de tratamiento y aquellas 
en las que es una opción válida como alternativa al antibiótico de primera opción. Adaptada de la 
referencia 111. 

 

Infecciones para las cuales se administra TET 

Primera opción  Alternativa aceptable a otros antibióticos 

 
Aparato respiratorio 

 
Neumonía atípica por Mycoplasma 
pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, 
Chlamydia psittaci 
 

  
Neumonía adquirida en la comunidad 
 
Exacerbaciones agudas de la bronquitis 
aguda 
 
Legionelosis (doxiclina) 
 

Intestino 
 
Cólera 
 
Profilaxis para la diarrea del viajero 
 

  

Genitales 
 
Uretritis no gonocócica  
 
Cervicitis 
 
Linfogranuloma venéreo  
 
Enfermedad pélvica inflamatoria 
 
Granuloma inguinal 
 

  
Sífilis 
 
Epididimitis 
 
Prostatitis 

Local y sistémico 
 
Fiebre manchada de las montañas 
rocosas 
 
Tifus epidémico y endémico 
 
Fiebre Q 
Brucelosis (junto con rifampicina o 
estreptomicina) 
 
Enfermedad de Lyme 
 
Fiebre reincidente 
 
Infecciones periodontales (terapia tópica 
con TET o minociclina) 
 
Acné vulgar (tratamiento tópico y 
sistémico) 
 
Profilaxis para Plasmodium falciparium 
resistente a mefloquina 

  
Staphylococcus aureus resistente a 
meticilina (MRSA) 
 
MRSA (cuando la vancomicina u otros 
agentes no son apropiados se utiliza 
minociclina) 
 
Yersinia pestis 
 
Bartonelosis 
 
Leptospirosis 
 
Enfermedad de Whipple 
 
Infecciones cutáneas causadas por 
Mycobacterium marinum y en 
administraciones de distintos antibióticos 
para las infecciones oculares causadas por 
Mycobacterium chelonae 
 
Gastritis causada por H. pylori (TET en 
administraciones de distintos antibióticos) 
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Las pomadas o geles de TET o derivados tienen otras propiedades: mientras que las 

fibras están impregnadas y administran el antibiótico en pequeñas dosis a lo largo del 

tiempo, las pomadas son absorbidas rápidamente y por lo tanto, su efecto es más 

limitado en el tiempo133. Sin embargo, el uso de altas concentraciones en pomadas 

junto con su aplicación repetida, da lugar a resultados parecidos a los obtenidos con 

fibras impregnadas de TET133,139–142. El uso de pomadas no está exento de efectos 

secundarios, puesto que un estudio reciente demostró 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 días del tratamiento, las bacterias 

resistentes a TET recuperaron su nivel original al reiniciarse la competitividad con los 

nuevos colonizadores136. 

 

1.2.5 Resistencia a TETs 
 

Las bacterias han desarrollado distintos mecanismos de resistencia a las TETs, 

principalmente las bombas de flujo, la protección ribosomal y la inactivación enzimática 

(Tabla 2). Las bombas de flujo fueron los primeros sistemas de resistencia que se 

detectaron y consisten en la expulsión activa de las moléculas de TET fuera de la célula 

por un gradiente de protones (Figura 10)143. La mayoría de las bombas de flujo confieren 

resistencia a TETs de primera generación, 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 generación113,144. La mayoría de los 

genes que codifican para bombas de flujo se encuentran codificados en plásmidos, 

aunque algunos se han descrito integrados en el cromosoma145,146. 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 según su mecanismo de acción. Información 
recopilada de “Tet mechanisms of resistance”147. 

 

Bombas de flujo Protección ribosomal 
Inactivación 
enzimática 

 
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(O/32/O), 

Tet(O/W/32/O), 

Tet(O/W/32/O/W/O), 

Tet(W/32/O), Tet(O/W), Tet 

(W/32/O/W/O), Tet(O/W/O), 

Tet(O/W/32/O), Tet(S/M), 

Tet(W/N/W) 

 
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) 

 

 

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

la referencia 99. 
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Las proteínas de protección 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 unión, hidrolizándose el GTP a continuación, liberando 

la PPR y dejando el ribosoma libre (Figura 11)148. Este mecanismo relaciona las PPRs 

que confieren resistencia a TET con los factores de elongación EF-Tu y EF-G, con los 

que comparten regiones de homología en su secuencia nucleotídica149,150. Las PPRs 

más prevalentes en el ambiente oral son Tet(M) y Tet(O), las cuales comparten un 75% 

de homología en su secuencia aminoacídica151. 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/O), Tet(O/32/O) y Tet(S/M)111,147. Los elementos mosaicos están 

formados por regiones que comparten ≥ 80% de homología con otros genes de 

resistencia a TET pero que no contienen el gen completo152,153. 

 
Figura 11. Esquema del mecanismo de acción de las proteínas de protección ribosomal. La TET 
se une al sitio A de la subunidad 30S del ribosoma, impidiendo la correcta síntesis proteica. Las 

PPR pueden disociar la TET del ribosoma compitiendo por el mismo lugar de unión. 
Posteriormente la PPR se separa del ribosoma mediante gasto de GTP y el ribosoma es libre 

para continuar la traducción. 

 

 

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

2), de las cuales solo se ha encontrado Tet(37) en el ambiente oral99,147. Estas enzimas 
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modifican las TETs en presencia de oxígeno y NADPH, añadiendo un grupo hidroxilo 

en la posición C11 y afectando su capacidad de unión con Mg2+ y por lo tanto su 

interacción con el ribosoma. Esta modificación provoca la desestabilización y 

descomposición del antibiótico154. Estas enzimas pueden actuar sobre TETs de 

primera, segunda y tercera generación155. 

 

1.3 β-lactámicos 
 

Los β-lactámicos fueron los primeros antibióticos descubiertos por la ciencia moderna, 

aunque hay registros que indican que probablemente fueron utilizados en la antigüedad. 

Soja fermentada, pan de cebada y quesos enmohecidos fueron algunas de las primeras 

fuentes de β-lactámicos, y fueron utilizadas por médicos y curanderos en la 

antigüedad156–158. Las propiedades antibacterianas del género Penicillium se 

observaron ya en el siglo XIX, cuando científicos como Sanderson o Lister observaron 

la inhibición del crecimiento de bacterias al entrar en contacto con ciertos mohos159,160. 

Con la descripción hecha por Alexander Fleming en 1929 sobre los efectos de un 

extracto crudo de Penicillium chrysogenum sobre estafilococos, se inició 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 F161. De estas, la 

penicilina G, o bencilpenicilina, fue la más fabricada en los Estados Unidos de América 

(EUA) y se obtenía añadiendo licor de maíz fermentado. Esto aumentaba la cantidad 

de penicilina que se podía extraer de los reactores y provocaba un cambio 

conformacional debido al ácido fenilacético presente en el licor, el cual servía de 

precursor de la cadena lateral de la penicilina G162,163.  Estas penicilinas tenían un 

espectro de acción limitado a grampositivos, con escasa o nula acción contra 

gramnegativos164.  
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La detección de β-lactamasas hospitalarias en los años 50 trajo consigo la urgencia por 

descubrir nuevos compuestos que no fueran sensibles a su acción. Ernst Brandl y Hans 

Margreiter describieron que con la adición de 2-fenoxietanol durante la fermentación se 

conseguía una penicilina con mayor actividad biológica y resistencia a ácido, lo cual la 

convertía en una buena candidata para ser usada oralmente. La llamaron penicilina V 

y fue ampliamente utilizada165. Simultáneamente, 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 tenía un espectro muy 

parecido al del resto de penicilinas naturales, pero con una mayor actividad frente a 

Salmonella spp166. A raíz del descubrimiento de la penicilina N, se hipotetizó que las 

cadenas laterales de las penicilinas tenían una gran importancia en el espectro de 

acción y en la resistencia a β-lactamasas, por lo que se empezó a trabajar en la 

semisíntesis de β-lactámicos a partir del ácido 6-aminopenicilánico (6-APA)167. Este 

compuesto también se producía de forma natural en los reactores de fermentación y 

constituye una unidad básica con anillo β-lactámico, lo cual permitía la síntesis de 

derivados mediante acilación. La ampicilina y la AMX, también llamadas 

aminopenicilinas, son unos de estos derivados y nacieron con la intención de sintetizar 

penicilinas más indicadas para el consumo oral. Además, demostraron un aumento en 

la actividad contra gramnegativos como Haemophilus influenzae, Proteus mirabilis y 

Escherichia coli164.  

 

El descubrimiento de la penicilina N y de las primeras penicilinas semisintéticas no 

solucionaron el creciente problema de las β-lactamasas, a las que seguían siendo 

sensibles. Se creía que generando un impedimento estérico alrededor del grupo amida 

del anillo β-lactámico se reduciría la afinidad por las β-lactamasas. Con este fin se 

sintetizaron la meticilina y la cloxacilina entre otras, diferenciándose entre ellas 

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

interacción del anillo β-lactámico con el centro catalítico de las β-lactamasas164,168,169. 

 

La carbenicilina y la ticarcilina, introducidas en 1969 y 1973 respectivamente, tenían 

una mayor actividad frente a gramnegativos como Pseudomonas aeruginosa debido a 

su resistencia frente a β-lactamasas del tipo C (descritas más adelante). Otros                          

β-lactámicos con mayor efectividad frente a gramnegativos fueron la piperacilina, el 

mecilinam y la temocilina164,170,171. 

 

Las cefalosporinas, que se descubrieron en A. strictum, también han tenido un largo 

desarrollo. La primera generación de cefalosporinas, teniendo a la cefalotina y la 

cefaloridina como primeros compuestos, fueron introducidas en los años 60. Su síntesis 

comenzaba a partir de modificaciones del ácido 7-aminocefalosporánico y tenían 

actividad principalmente frente a especies del género Staphylococcus y Streptococcus, 

aunque también frente a gramnegativos que no produjeran β-lactamasas164,172. Con la 

segunda generación de cefalosporinas, sintetizadas usando las cadenas laterales de 

las penicilinas semisintéticas y con la cefuroxima como ejemplo, se amplió el espectro 

a una mayor cantidad de bacterias gramnegativas a costa de perder actividad frente a 

grampositivos164,173. Sin embargo, su mayor estabilidad frente a penicilinasas, permitió 

su acción frente a bacterias que eran resistentes a la primera generación de 

cefalosporinas. La tercera generación 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 comparación con 

las cefalosporinas de primera generación. Debido a la rigidez de su cadena lateral, esta 

generación presenta resistencia a β-lactamasas de clase A y a la β-lactamasa TEM-

1173,174. Sin embargo, tienen alta afinidad por β-lactamasas de clase C164. Por último, la 

cuarta generación de cefalosporinas, con la cefepima como uno de sus mayores 
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exponentes, presenta una solución a esta debilidad, añadiendo una carga positiva en 

la cadena lateral del carbono 3’164. 

 

1.3.1 Clasificación 
 

Los antibióticos β-lactámicos tratados en esta introducción (Figura 12) se pueden 

clasificar en: 

i. 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 añadía distintos 

compuestos durante la fermentación.  

ii. Aminopenicilinas: ampicilina y AMX. Fueron las primeras penicilinas 

semisintéticas, más convenientes para el consumo oral y efectivas contra 

bacterias gramnegativas164. 

iii. Oxazolilpenicilinas: meticilina y cloxacilina. Penicilinas desarrolladas para 

resistir las penicilinasas sintetizadas por estafilococos164. 

iv. Antipseudomonales: ticarcilina, carbenicilina, piperacilina, mecilinam y 

temocilina. Sintetizadas principalmente para combatir P. aeruginosa y otros 

gramnegativos. 

v. Cefalosporinas 1ª generación: cefalotina y cefaloridina. Las cefalosporinas 

fueron ganando espectro de acción y resistencia frente a β-lactamasas a 

medida que se sintetizaban nuevas generaciones. 

vi. Cefalosporinas 2ª generación: cefuroxima.  

vii. Cefalosporinas 3ª generación: CTX, ceftriaxona y ceftazidima. 

viii. Cefalosporinas 4ª generación: cefepima. 
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1.3.2 Estructura química 

 
Penicilina V 

Penicilina F Penicilina G 

Penicilina K Penicilina N 

Penicilina X Amoxicilina 

Meticilina Ticarcilina 

Carbenicilina Temocilina Mecilinam 

Dihidro penicilina F 

Ampicilina 

Piperacilina 

Cloxacilina 

Cefalotina Cefaloridina 
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Continúa de la página anterior 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.3 Mecanismo de acción 
 

Los β-lactámicos actúan sobre la pared celular bacteriana, específicamente sobre el 

peptidoglucano. El peptidoglucano está constituido por un heteropolímero de N-

acetilglucosamina y ácido N-acetilmurámico. Este heteropolímero forma una red 

conectada a través de la unión de oligopéptidos que penden del monómero de ácido N-

acetilmurámico (Figura 13). Las Penicillin Binding Proteins (PBPs) son proteínas que 

Cefuroxima Cefotaxima 

Ceftriaxona Ceftazidima 

Cefepima 

Figura 12. Estructura química de los β-lactámicos tractados en esta introducción. De izquierda a 
derecha y de arriba a abajo, las 16 primeras estructuras representan antibióticos β-lactámicos 

de la familia de las penicilinas, mientras que 7 restantes representan cefalosporinas. La principal 
diferencia entre las dos familias, más allá de sus derivados, radica en el grupo químico 

adyacente al anillo β-lactámico. 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. 
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se encargan de facilitar esta unión, conocida como transpeptidación175. Estas proteínas 

tienen una elevada afinidad por β-lactámicos como la penicilina, de ahí su nombre, y en 

presencia de éstos tienden a unirse al antibiótico en lugar de interconectar los 

monómeros de ácido N-acetilmurámico. 

 

 

Figura 13. Síntesis del peptidoglucano en una bacteria gramnegativa. En la figura aparecen 
representados los monómeros de N-acetilglucosamina y de ácido N-acetilmurámico. De cada 
monómero de ácido N-acetilmurámico nace una cadena de oligopèptidos, las cuales se unen 

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

 

Los β-lactámicos impiden la transpeptidación uniéndose a las PBPs y creando la 

acumulación de monómeros pobremente unidos entre sí. Esto da lugar a una pared 

celular mecánicamente debilitada y más susceptible a romperse por presiones 

osmóticas o mecánicas. Además, la acumulación de cadenas de peptidoglucano 

incorrectamente unidas favorece la activación de hidrolasas y autolisinas que degradan 

el peptidoglucano restante176. Esta degradación de la pared celular por distintas vías 

deriva en la lisis bacteriana y por lo tanto los β-lactámicos son una clase de antibióticos 

bacteriolíticos. 
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1.3.4 Usos de los β-lactámicos 
 

Los β-lactámicos son antibióticos de amplio espectro y escasos efectos secundarios 

debido a la especificidad de su mecanismo de acción. Actualmente se utilizan para el 

tratamiento de multitud de infecciones (Tabla 3) y son unos de los antimicrobianos más 

usados en la práctica clínica177. 

 
Tabla 3. Lista de β-lactámicos usados para tratar distintas infecciones. Adaptada de la referencia 
178. 

 

Tipo de infección β-lactámicos usados 

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

Infecciones de cuello y de cabeza 
Cefalosporinas, penicilinas y 
carbapenem 

Infecciones bucales Penicilinas 

Faringitis Cefalosporinas y penicilnas 

Sinusitis Penicilas y cefalosporinas 

Meningitis 
Cefalosporinas (de tercera y cuarta 
generación) y carbapenem. 

Infecciones del tracto respiratorio 
inferior 

Penicilinas, cefalosporinas y 
carbapenemas (especialmente para 
infecciones nosocomiales) 

Infecciones del tracto urinario 

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

Infecciones intraabdominales 

Cefalosporinas (en combinación con 
agentes que actúen frente anaerobios), 
carbapenemas y ureidopenicilina junto 
con inhibidores de β-lactamasas  

Infecciones articulares y óseas Penicilinas y cefalosporinas 

Endocarditis infecciosa Penicilinas y cefalosporinas 
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En odontología, los β-lactámicos se usan en el tratamiento de infecciones endodónticas, 

abscesos dentoalveolares, como profiláctico en procedimientos dentales para evitar 

endocarditis infecciosa y para aquellos pacientes con articulaciones prostéticas, y como 

coadyuvante para el tratamiento de la periodontitis 179,180. La AMX es el β-lactámico más 

utilizado en periodontitis y se puede administrar sistémicamente junto con MZ, el cual 

ataca específicamente a las bacterias anaerobias, o con ácido clavulánico, inhibidor de 

β-lactamasas42,181. Experimentos con modelos de biofilm oral in vitro han demostrado 

que la combinación de AMX con MZ es la más efectiva para disminuir la carga 

bacteriana y reducir la actividad metabólica182,183. Sin embargo, la combinación in vivo 

de estos antibióticos junto con RAR ofrece resultados parecidos a la administración 

local de otros antibióticos como la TET183,184, por lo que la elección del antibiótico por 

parte del facultativo puede obedecer más 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 

microbiológico previo, en el cual se confirme la presencia de periodontopatógenos como 

A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis185,186 para evitar un sobreuso de antibióticos 

y propiciar el aumento de resistencias en otras bacterias como Streptococcus187.  

 

1.3.5 Resistencias a β-lactámicos 
 

La resistencia a β-lactámicos puede venir dada por distintos métodos, como la síntesis 

de PBPs de baja afinidad por el antibiótico o la síntesis de β-lactamasas que inactivan 

el antibiótico164,188,189. Por su capacidad de propagación entre bacterias de distintas 

especies, las β-lactamasas tienen una alta importancia clínica190. Estas enzimas 

hidrolizan el anillo β-lactámico del antibiótico, inactivándolo y permitiendo la síntesis de 

peptidoglucano. La clasificación de las β-lactamasas ha ido cambiando a medida que 

las técnicas para caracterizarlas evolucionaban. Inicialmente se clasificaron según el 

sustrato que hidrolizaban191 y posteriormente según su estructura molecular, 
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separándolas en 4 clases (A, B, C y D)192. Bush et al.193–195 unificó las distintas 

clasificaciones en una sola, englobando las enzimas en 4 grupos númericos (Tabla 4). 

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

 

Grupo 
de Bush-
Jacoby 

Clase 
molecular 

Sustrato hidrolizado Enzimas 

1 C Cefalosporinas 
AmpC, ACT-1, CMY-
2, MIR-1 

1e 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 
monobactams 

TEM-3, SHV-2, CTX-
M-15, PER-1, VEB-1 

2br A Penicilinas TEM-30, SHV-10 

2ber A 
Cefalosporinas de espectro extendido y 
monobactams 

TEM-50 

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 β-lactámicos excepto 
aztreonam 

IMP-1, VIM-1, CcrA, 
L1, GOB-1, FEZ-1 

3b B Carbapenemas CphA, Sfh-1 

 

Las β-lactamasas de grupo 1 coinciden con el grupo C de Ambler192. Son 

cefalosporinasas codificadas en gran medida por ampC164. Estas enzimas pueden 

conferir resistencia a cefalosporinas tempranas si se sintetizan de manera basal. Una 

producción elevada de la enzima puede aumentar la capacidad de resistencia y 

extenderla a penicilinas y a la mayoría de cefalosporinas196,197. 
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Las β-lactamasas del grupo 2 incluyen las serina-carbapenemasas y las β-lactamasas 

de espectro extendido (BLEE) y agrupa las clases A y D de Ambler. Las enzimas de 

este grupo son generalmente inhibidas por el ácido clavulánico, por tazobactam y, en 

menor medida, por sulbactam195, aunque existen algunas variantes de TEM-1 y de 

SHV-1 que tienen una afinidad reducida a los inhibidores de β-lactamasas si bien 

también confieren un escaso nivel de resistencia198. Las BLEEs, que incluyen las 

enzimas TEM, SHV y CTX-M, pueden hidrolizar cefalosporinas de amplio espectro, 

como la CTX, aztreonam, penicilinas y cefalosporinas tempranas164. Las serina-

carbapenemasas confieren un perfil de resistencia parecido al de las BLEEs y además 

son capaces de hidrolizar carbapenemas199. Los genes que codifican para serina-

carbapenamasas, como OXA, han sido encontrados en plásmidos que codifican 

también para genes de resistencia a otros antibióticos, confiriendo resistencia a 

prácticamente todas las clases de antibióticos200. 

 

Las β-lactamasas del grupo 3, también llamadas metalo-β-lactamasas, contienen uno 

o dos iones de zinc en su centro activo para catalizar la hidrólisis del antibiótico199. 

Pueden hidrolizar distintos β-lactámicos, incluyendo carbapenemas y solo son 

inactivadas mediante quelantes que no tienen utilidad clínica201. En un principio se 

describieron como cromosómicas, pero en los años 90 se identificó un plásmido que 

codificaba para metalo-β-lactamasas, facilitando su diseminación y provocando que se 

hayan convertido en una importante fuente de resistencia a carbapenemas en Asia y 

sur de Europa164,202. 

 

En la clasificación original de 1995, Bush et al. crearon un cuarto grupo, en el que se 

incluyeron aquellas penicilinasas que podían hidrolizar, entre otras, la cloxacilina y a su 

vez presentaban altos niveles de resistencia a ácido clavulánico195. En la revisión de la 

clasificación de 2010, el grupo 4 fue eliminado al asumirse que estas penicilinasas 

deberían ser incluidas en otro grupo una vez caracterizadas en profundidad203. 
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1.4 Macrólidos 
 

Los macrólidos fueron descubiertos en 1949 por J.M. McGuire, que aisló la eritromicina 

(ERY) de Saccharopolyspora erythraea, un actinomiceto proveniente de muestras de 

suelo obtenidas de Filipinas204. Estos antibióticos tienen como núcleo un anillo lactona 

de 14, 15 o 16 miembros205. De entre los macrólidos naturales de 14 miembros cabe 

destacar a la ERY como principal exponente junto con la oleandomicina, la cual también 

ha tenido cierta repercusión clínica206. Los mácrolidos naturales de 16 miembros 

incluyen dos subfamilias dependiendo de las sustituciones que presenten en el anillo 

lactona: la sufbfamilia tilosina y la subfamilia leucomicina-espiramicina207,208. De esta 

última, la josamicina ha sido ampliamente utilizada206 y la espiramicina se ha usado en 

veterinaria, ganadería y en algunas aplicaciones humanas209–211. La ERY posee varias 

limitaciones, entre las que se encuentran la inestabilidad química (especialmente en 

condiciones ácidas) y el bajo grado de biodisponibilidad oral205. Para solucionar estas 

carencias se diseñaron los macrólidos semi-sintéticos212, ya fuera modificando el amino 

azúcar unido al grupo 5-hidroxil213 o mediante cambios estructurales del anillo 

lactona214. Como resultado de estas modificaciones aparecieron macrólidos como la 

roxitromicina, la diritromicina y la claritromicina215–217, que subsanaron parcialmente las 

carencias de la ERY y ampliaron su espectro de acción205. En los macrólidos de 16 

miembros también se hicieron modificaciones, sintetizando macrólidos como la 

miocamicina y la rokitamicina, con las que se lograron mejoras como mayores 

concentraciones en los tejidos, mayor nivel de biodisponibilidad oral, más eficacia frente 

a microorganismos susceptibles y tolerancia por parte de los pacientes218,219. Los 

macrólidos de 15 miembros se sintentizaron mediante la inserción de un átomo de 

nitrogeno en el anillo lactona de la ERY, dando lugar a la AZM, antibiótico de la subclase 

de las azalidas220. La AZM es un antibiótico ampliamente utilizado con un espectro de 

acción aumentado respecto a la ERY y con propiedades inmunomoduladoras que han 

propiciado su uso para el tratamiento de numerosas infecciones221–223. 
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1.4.1 Clasificación 
 

Los macrólidos mencionados en esta introducción (Figura 14) se clasifican según el 

número de miembros de su anillo lactona y de su orígen natural o semisintético:  

i. Grupo 1: macrólidos de 14 miembros. 

a. Naturales: ERY y oleandomicina. 

b. Semisintéticas: claritromicina, diritromicina y roxitromicina. 

ii. Grupo 2: macrólidos de 16 miembros. 

a. Naturales: espiramicina y josamicina. 

b. Semisintéticas: miocamicina y rokitamicina. 

iii. Grupo 3: macrólidos de 15 miembros. 

a. Semisintéticas: AZM.  

 

1.4.2 Estructura química 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eritromicina 

Azitromicina Roxitromicina 

Claritromicina 
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1.4.3 Mecanismo de acción 
 

Al igual que las TETs, los macrólidos tienen un efecto bacteriostático sobre las bacterias 

susceptibles. Su efecto antimicrobiano se basa en la inhibición de la síntesis proteica, 

impidiendo a los ribosomas que traduzcan RNA mensajero. Los macrólidos se unen al 

23S rRNA de la subunidad ribosomal 50S en el canal de salida del péptido naciente, 

bloqueando su salida y estimulando la disociación del tRNA del ribosoma durante la 

translocación164,224. Además, los macrólidos pueden interferir en el ensamblado de la 

subunidad 50S, inhibiendo la síntesis proteica mediante dos mecanismos 

Diritromicina 

Josamicina Miocamicina 

Oleandomicina Rokitamicina 

Espiramicina 

Figura 14. Estructura química de los macrólidos mencionados en esta introducción. 
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simultáneos164. La unión del antibiótico con el ribosoma se da principalmente por el 

anillo de lactona del macrólido, que se une a la pared del canal de salida y orienta el 

azúcar desosamina del antibiótico hacia el centro peptidil transferasa. La orientación 

del antibiótico dentro del ribosoma puede variar entre especies bacterianas y entre 

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

acción164,225,226. 

 

1.4.4 Usos de los macrólidos 
 

Los macrólidos son una opción válida 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 resistentes205.  

 

En odontología son varios los macrólidos que han sido utilizados eficazmente206, 

especialmente la ERY y la AZM. La ERY se indica en casos de infecciones 

endodónticas como alternativa a las penicilinas227 y la AZM se ha propuesto en los 

últimos años como coadyuvante en el tratamiento de la periodontitis221,228. 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 inflamación gracias a su transporte mediado por macrófagos y neutrófilos229 y 

a su potencial inmumomodulador221,230. Esta última habilidad le permite disminuir la 

producción de citoquinas proinflamatorias producidas por los macrófagos al provocarles 

un cambio fenotípico, lo cual se traduce en una disminución de la inflamación en el lugar 

de infección230. Los efectos antibacterianos de la AZM se prolongan hasta 14 días 

después de la toma del antibiótico, pero las propiedades inmumoduladoras pueden 

alargarse entre 2 y 3 meses y los efectos derivados de esta modulación pueden 

detectarse hasta 12 meses después221. 
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Tabla 5. Lista de infecciones tratadas con macrólidos. Adaptada de las referencias 161 y 199. 
 

Tipo de infección Macrólidos usados 

Infecciones del tracto respiratorio superior 

Faringitis bacteriana 

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

• Sinusitis maxilar aguda 

Azitromicina, claritromicina, 
eritromicina, roxitromicina, 
espiramicina 

• Otitis media aguda 
Azitromicina, claritromicina (uso 
pediátrico) 

Infecciones del tracto respiratorio inferior  

• Exacerbación aguda bacteriana de la 
enfermedad pulmonar crónica obstructiva 

Azitromicina, roxitromicina 

• Exacerbación aguda bacteriana de la 
bronquitis crónica 

Claritromicina, roxitromicina, 
miocamicina, diritromicina 

• Neumonía bacteriana adquirida en la 
comunidad 

Azitromicina, claritromicina, 
roxitromicina, rokitamicina, 
espiramicina, miocamicina 

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 macrólidos 
 

La resistencia a macrólidos puede darse por 3 mecanismos: metilación del ribosoma 

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

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

inactivación del antibiótico mediante enzimas codificadas por los genes ere y mph (iii). 

 

i. Los genes erm codifican para metiltransferasas, las cuales metilan el punto de 

unión del macrólido con el 23S rRNA. La metilación del ribosoma también 

confiere resistencia a lincosamidas y a estreptograminas, ya que estos 

antibióticos comparten puntos de anclaje231,232. Hasta la fecha, se han descrito 

42 erm metiltransferasas147, basadas en un criterio de homología en el que 

para ser consideradas enzimas distintas, deben presentar menos de un 80% 

de homología en la secuencia aminoacídica respecto a cualquier otra 

metiltransferasa descrita233.  

ii. Las bombas de flujo impiden la acumulación del antibiótico 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 

macrólidos de 14 y 15 miembros y, en menor medida, de 16 miembros232,234–

236. Los genes msr codifican para bombas de flujo dependientes de ATP que 

confieren resistencia a macrólidos y a estreptogramina B237. La resistencia que 

se presenta a través de los genes msr puede ser variada, puesto que msr(A) 

confiere resistencia a macrólidos de 14 miembros, mientras que una variante 

llamada msr(SA’) añade resistencia a macrólidos de 16 miembros236,237.  

iii. Los genes ere codifican para esterasas que degradan la ERY238,239, las cuales 

son enzimas que degradan macrólidos y son específicas de sustrato. Poseen 

escasa prevalencia en comparación con las metiltransferasas o las bombas de 

flujo236. Por otra parte, los genes mph codifican para fosfotransferasas que, en 
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lugar de degradar el antibiótico, lo modifican a una versión inactiva. Cada gen 

mph da lugar a enzimas con distinta afinidad para macrólidos de 14 o 16 

miembros con la excepción de mph(B), que puede degradar ambos tipos240–

242. 
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2. Objetivos 
 
Las resistencias a antibióticos son un problema global que afecta gravemente la 

medicina moderna. Su diseminación entre bacterias ocurre a una velocidad mayor a la 

del diseño de nuevos antibióticos. Si bien la tendencia actual nos lleva a una era 

llamada “post-antibiótica”, el esfuerzo en la investigación de nuevos antibióticos y la 

implementación de medidas para el correcto uso de los actuales son acciones claves 

para el mantenimiento prolongado o incluso reversión de la situación actual.  

 

Entre las medidas propuestas está la monitorización de los genes de resistencia y las 

bacterias que los contienen, lo cual es clave para entender el alcance de las resistencias 

a antibióticos en poblaciones concretas. Ésta permite a los facultativos elegir la mejor 

terapia antibiótica teniendo en cuenta factores de resistencia y la propagación. Además, 

la monitorización de genes de resistencia permite saber qué antibióticos, dentro de una 

misma clase, podrían ser ineficaces ante la presencia de dichos genes, proporciona 

conocimiento acerca de su transferencia y de las especies bacterianas que serán las 

más proclives a presentarlos.  

 

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral fue ampliar el conocimiento sobre las 

resistencias a antibióticos en la microbiota bucal. Para ello se hicieron 6 estudios que 

pretendían: 

• Analizar la microbiota resistente a TET en individuos sanos y pacientes con 

periodontitis y determinar las diferencias de dicha microbiota entre las dos 

poblaciones (capítulos 1-4). 

• Analizar la correlación entre la presencia de genes de resistencia a macrólidos 

y la resistencia a AZM y ERY en bacterias del género Prevotella aisladas de 

pacientes con periodontitis (capítulo 5). 
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• Analizar la resistencia a β-lactámicos en la microbiota subgingival de pacientes 

con periodontitis (capítulo 6). 
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3. Genes de resistencia a antibióticos en la 
microbiota aislada de muestras subgingivales de 
sujetos sanos 
 

3.1 Resumen 
 

Actualmente, y debido a la aparición de resistencias por el uso extensivo de TETs, éstas 

estan restringidas al tratamiento de ciertas infecciones causadas por microorganismos 

que todavía son sensibles a su acción. En este estudio se analizó la microbiota 

subgingival resistente a tetracicina de individuos sanos sin periodontitis, escasamente 

estudiada en individuos españoles, con el objetivo de extender el conocimiento sobre 

la distribución 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 realizó un screening de genes 

de resistencia a TET, así como a genes indicadores de la presencia de elementos 

genéticos móviles. Finalmente, en los aislados resistentes a TET se analizó la 

multirresistencia a otros antibióticos.  

 

Los resultados mostraron un elevado porcentaje de muestras con bacterias resistentes 

a TET, la mayoría de ellas pertenecientes a los géneros Streptococcus y Prevotella, 

sugiriendo que dichas resistencias se encuentran ampliamente distribuidas entre la 

población. La mayoría de los aislados resistentes a TET portaron genes de resistencia 

a este antibiótico, siendo tet(M) el gen más frecuentemente encontrado. Por otro lado, 

la prevalencia de el gen intTn, que codifica para una integrasa de transposones 

conjugativos, se encontró presente en la mayoría de los aislados, indicando la 

capacidad del ambiente oral de ser un reservorio de genes de resistencia a antibióticos. 

Finalmente, la multirresistencia a antibióticos fue observada en cerca del 90% de los 

aislados obtenidos.  
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3.2 Introducción 
 

El uso y abuso de antimicrobianos ha llevado a las bacterias a mantener un gran 

número de genes de resistencia a antibióticos en su genoma. Diferentes partes del 

cuerpo humano, incluyendo la boca, pueden ser consideradas como reservorios de 

estos genes dado su alto nivel de colonización 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 mayoría se consideran 

comensales3. 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 

orales243,244, detectando genes de resistencia a macrólidos como erm(F) y erm(B), β-

lactamasas como blaCfxA, y genes de resistencia a TET42,245–248. En España, 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 Prevotella249. Sin embargo, esta información puede no ser 

extrapolable a otros países, puesto que se han encontrado diferencias al estudiar 

resistencias a antibióticos y su prevalencia en el ambiente oral según el origen 

geográfico de las muestras243,250,251. Organismos como el European Center for Disease 

Prevention and Control han sugerido que el estudio de las prevalencias de resistencias 

a antibióticos suponen una herramienta necesaria para combatirlas, aportando 

información acerca de su evolución y sirviendo de indicador sobre la idoneidad de las 

políticas de control de resistencias a antibióticos que se llevan a cabo252. Además, al 

realizar screenings de genes de resistencia a antibióticos que no se encuentran 

normalmente en ciertas especies, géneros o incluso ambientes, se podría permitir un 

mejor entendimiento de como se movilizan estos genes.  

 

En este estudio se realizó un screening de 11 genes de resistencia a TET, 1 gen de 

resistencia a macrólidos y 1 gen relacionado con transposones en un grupo de aislados 

resistentes a TET obtenidos del área 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 Población sujeta a estudio 

 
Se tomaron muestras subgingivales de 129 voluntarios periodontalmente sanos con 

edades comprendidas entre los 18 y 30 años. Todos eran estudiantes de medicina, 

enfermería, fisioterapia o de primer o segundo curso de odontología en la Universitat 

Internacional de Catalunya (Barcelona, España). La toma de muestras se realizó en la 

Clínica Universitaria Odontológica de la universidad y se vinculó al estudio previamente 

aprobado por el Comité Ético de la Universitat Internacional de Catalunya (PER-ECL-

2011-06-NF). Todos los participantes firmaron un consentimiento informado 

permitiendo la toma y el análisis de sus muestras.  

 

Los voluntarios debían cumplir los siguientes criterios de inclusión: al menos 6 dientes 

por cuadrante (excluyendo los terceros molares), sin enfermedades sistémicas tales 

como diabetes, artritis, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, infección por VIH, 

cáncer, enfermedades cardiovasculares y profundidades de sondaje periodontal de 

menores de 4 mm. Los voluntarios con las siguientes características no fueron incluidos: 

mujeres embarazadas, individuos que hubiesen tomado antibióticos 6 meses previos a 

la toma de la muestra, fumadores de más de 5 cigarrillos al día, individuos con 

periodontitis moderada o severa (sangrado al sondaje de más del 40%), individuos en 

tratamiento ortodóntico, con un severo apiñamiento de los dientes o aquellos que 

portaran implantes en el lugar de muestreo o en el diente adyacente.  
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3.3.2 Toma de muestra subgingival y cultivo bacteriano 

 
Se tomaron muestras microbiológicas subgingivales de los 4 sitios más profundos de 

cada cuadrante. La zona fue aislada con rollos de algodón odontológico y se retiraron 

cuidadosamente los depósitos 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 253. Una vez tomadas las muestras, las 4 puntas de papel de cada 

paciente fueron puestas en un vial que contenía 1,5 ml de medio de transporte estéril 

sin EDTA, que fue reducido previamente y mantenido en frío254. Las muestras fueron 

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

 

Las muestras subgingivales fueron homogeneizadas mediante vórtex 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 μg/ml de TET (Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA), y posteriormente incubadas a 37ºC en condiciones anaerobias (90% 

N2, 5% CO2 y 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 

antibiótico bajo las mismas condiciones. De las placas con TET se seleccionaron todas 

las morfologías coloniales distintas aparecidas. Estas morfologías fueron resembradas 

para obtener cultivos líquidos axénicos que se mantuvieron a -80ºC en una solución de 

glicerol al 30%.  

 

3.3.3 Extracción de DNA y secuenciación 

 
Se extrajo el DNA de cada aislado utilizando el kit QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, 

Hilden, Alemania) siguiendo las indicaciones del fabricante, con algunas 

modificaciones. Las células fueron resuspendidas en 180 μl de una solución de lisozima 

a 20 mg/ml (20 mM Tris-HCl pH 8,0, 2 mM EDTA, 1,2% Triton X-100) e incubadas a 
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36,5ºC durante 30 minutos. Después se añadió 200 μl de Buffer AL (incluido en el kit), 

10 μl de RNAsa A (20 mg/ml) y 10 μl de proteinasa K (20 mg/ml) y se incubó a 56ºC 

durante 30 minutos. Los siguientes pasos se llevaron a cabo según las instrucciones 

del fabricante. Finalmente, el DNA extraído fue resuspendido en 100 μl de Buffer AE 

(incluido en el kit), visualizado en un gel de agarosa al 0,5% y cuantificado usando un 

espectofotómetro 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)255. La amplificación por PCR se llevó a cabo en un termociclador T3000 

(Biometra, Goettingen, Alemania) bajo las siguientes condiciones: 5 minutos a 95ºC 

seguido de 35 ciclos de: 95ºC durante 60 segundos, 57ºC durante 60 segundos y 72ºC 

durante 60 segundos; seguido de un ciclo final de 72ºC 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 secuenciación de los amplicones se llevó a cabo en 

Macrogen Inc (Amsterdam, Países Bajos). Las secuencias obtenidas fueron alineadas 

para formar un solo cóntigo y se identificaron comparándolas con aquellas disponibles 

en la base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) usando el software BLAST 

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

Primers Secuencia 5’-3’ 
Tamaño 

(pb) 
Tm 

individual 
Tm 

Multiplex 
Grupo de 
Multiplex 

Ref. 

27F 
1544R 

GAG TTT GAT CCT GGC TCA G 
AGA AAG GAG GTG ATC CAG CC 

aprox. 
1500 

57 - - 255 

tetMF 
tetMR 

GCG TAC AAG CAC AGA CTC GT 
AGC CAT AGC GTA TCC CCT CC 

1142 61 

64 1 

253 

tetWF 
tetWR 

GAG AGC CTG CTA TAT GCC AGC 
GGG CGT ATC CAC AAT GTT AAC 

168 64 256 

intF 
intR 

GGC TAC AGA CCG AGT ACC AGC 
GGA ACT TGA CGT TCG CCA CT 

684 61 253 

ermBF 
ermBR 

GGT AAA GGG CAT TTA ACG AC 
CGA TAT TCT CGA TTG ACC CA 

494 55 

60 2 

257 

tetQF 
tetQR 

AGA ATC TGC TGT TTG CCA GTG 
CGG AGT GTC AAT GAT ATT GCA 

167 50 256 

tet32F 
tet32R 

GAA CCA GAT GCT GCT CTT 
CAT AGC CAC GCC CAC ATG AT 

620 57 257 

tetLF 
tetLR 

TCG TTA GCG TGC TGT CAT TC 
GTA TCC CAC CAA TGT AGC CG 

267 55 258 

tetOF 
tetOR 

AAC TTA GGC ATT CTG GCT CAC 
TCC CAC TGT TCC ATA TCG TCA 

515 55 

58 3 

259 

tetSF 
tetSR 

GAA AGC TTA CTA TAC AGT AGC 
AGG AGT ATC TAC AAT ATT TAC 

168 50 256 

tet31F 
tet31R 

CAA TCA CGC CCA AAA GAA 
TGT GCC ATC CCA GTT TGT 

564 53 126 

tetBF 
tetBR 

AAT AGC CAC TAA ATG GGG CG 
ATA ACA CCG GTT GCA TTG GT 

243 58 

56,5 4 

253 

tetKF 
tetKR 

TCG ATA GGA ACA GCA GTA 
CAG CAG ATC CTA CTC CTT 

169 52,8 258 

tet37F 
tet37R 

ATG GTT CGC TAT TAC TCT AAC 
ATC AGT CTC ATA TTT CGA CA 

170 50 253 

 

3.3.4 Análisis in vitro de resistencia a antibióticos  

 
Se determinó 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 antibiótico (todos obtenidos 

de Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a las concentraciones de corte que proporcionan 

el CLSI y el EUCAST (ver anexo I). Las placas fueron incubadas a 37ºC durante 72 

horas en condiciones anaerobias. 
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3.3.5 Detección de genes de resistencia a antibióticos 

 
Para la detección de genes de resistencia a antibióticos se empleó la técnica de PCR 

multiplex tal y como se ha descrito anteriormente253. Las condiciones y la lista de 

primers se pueden consultar en la tabla 6. El resultado de las PCRs multiplex se 

visualizó en geles de agarosa al 2%, tal y como se observa en el ejemplo de la figura 

15. El 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 secuenciación (Macrogen Inc, Amsterdam, Países Bajos) y las 

secuencias fueron analizadas mediante el software BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.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 morfologías 

distintas por individuo (Figura 15). Se pudieron aislar bacterias resistentes a TET en 

112 muestras (86,82%), mientras que no se detectó resistencia en 17 muestras 

(13,18%). El promedio de carga bacteriana fue de 5,64 log10 unidades formadoras de 

colonias por mililitro (ufc/ml) (±0,8) y el promedio de carga bacteriana resistente a TET 

fue de 3,66 log10 ufc/ml (±1,63). Cada aislado fue identificado mediante la secuenciación 

de su gen 16S rRNA, observando 36 especies pertenecientes a 13 géneros distintos. 

Streptococcus fue el género con el mayor número de aislados (n=340), siendo S. oralis 

(n=66) y S. intermedius (n=49) las especies más aisladas (Tabla 7). De los 

estreptocococos identificados a nivel de especie (n=326), un 88.34% (n=288) 

pertenecían al grupo Viridans. El género Prevotella, con 25 aislados, fue el segundo 

más detectado e incluía las especies Prevotella intermedia, Prevotella bivia, Prevotella 

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

 

Los cultivos bacterianos fueron resembrados en placas con antibiótico para determinar 

la susceptibilidad de cada aislado a 6 antibióticos (AMX, CTX, ERY, KAN, CHL y STR). 

La resistencia a KAN y ERY fue la más 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 mayoría de 

los aislados (89,29%) fueron resistentes a otros antibióticos además de a TET. El 40% 

fueron resistentes a 2 antibióticos más, y el 0,7% fueron resistentes a todos los 

antibióticos testados. El 31,39% de los estreptococos del grupo viridans fueron 

resistentes a 3 o más antibióticos (n=86). En el resto de aislados, la resistencia a 3 o 

más antibióticos se observó 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 confería resistencia a ERY, KAN y TET fue el más 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 detección de 11 genes de resistencia se utilizó la técnica de PCR multiplex 

(Tabla 7). Los genes de resistencia más prevalentes fueron tet(M) y erm(B), presentes 

en el 65,85% y 58,26% de los aislados, aunque el gen más 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 

más 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 resistencia a TET, y un 25,18% 

portaron 2 o más. 

 

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 

tamaño 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). 

 

Figura 17. Prevalencias totales de los genes de resistencia y de las resistencias fenotípicas 
analizadas en este estudio. 
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3.5 Discusión 
 

Las TETs son antibióticos de amplio espectro recomendadas para el tratamiento de 

algunas infecciones comunes111. 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 éxito94.  

 

La literatura que describe los patrones de resistencia en la microbiota subgingival de 

pacientes sanos es escasa251,260. La mayoría de estudios se han orientado al análisis 

de la resistencia a uno o más antibióticos en aislados obtenidos principalmente de 

muestras de endodoncias o subgingivales de pacientes con periodontitis250,261. Sin 

embargo, este tipo de análisis no proporciona información acerca de los genes de 

resistencia y de los mecanismos involucrados en su potencial distribución 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 años, los cuales 

no habían tomado antibióticos en los 6 meses previos al inicio del estudio. En estos 

aislados se estudió 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-like42. Trescientos noventa y ocho aislados fueron 

identificados a nivel de especie, 23 a nivel de género y 27 no pudieron ser identificados. 

Además, se determinó la susceptibilidad a ERY, KAN, CHL, STR, CTX y AMX. 

 

La secuenciación del gen 16S rRNA confirmó que la mayoría 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 detrás de 

Streptococcus. Según 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 

que en un estudio previo243 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 provenía 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 relación con la enfermedad 

periodontal262, se podría inferir que las bacterias resistentes a TET aisladas de la saliva 

pueden estar más 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 metodólogica entre ambos 

estudios y al distinto orígen geográfico de las muestras. 

 

La presencia de genes de resistencia a macrólidos ha sido descrita en microorganismos 

aislados de distintos nichos orales263–265. Sin embargo, la prevalencia de estos genes 

puede variar, y esta variación parece depender de la población estudiada. Por ejemplo, 

en muestras de saliva de sujetos británicos sanos no se encontró ningún gen de 

resistencia a macrólidos, mientras que en individuos italianos y finlandeses tanto erm(B) 

como erm(F) fueron encontrados con alta frecuencia266. 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 oral267, pero la presencia de erm(B) en la microbiota subgingival de sujetos 

sanos no está bien documentada268. En nuestro estudio, el 88,5% de los voluntarios 

(n=114) portaba al menos un aislado resistente a ERY y, 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 señalan una disminución de la resistencia a macrólidos en algunas 
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poblaciones europeas, particularmente en especies clínicamente importantes del 

género Streptococcus, incluyendo Streptococcus pyogenes y Streptococcus 

pneumoniae269,270. 

 

En este estudio, los genes tet más representados fueron aquellos que codifican para 

proteínas de protección 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 inactivación) no fueron detectados. En estudios 

previos, los genes tet más prevalentes en la microbiota subgingival han sido tet(Q), 

tet(M), tet(O) y tet(W)42,243,253. Villedieu et al. observaron que el gen tet(M) fue el más 

prevalente en aislados obtenidos de una mezcla de saliva y placa supra y subgingival 

obtenida de individuos sanos243. En nuestro estudio obtuvimos el mismo resultado 

partiendo de muestras subgingivales. El gen tet(M) se encontró principalmente en 

especies del género Streptococcus pertenecientes al grupo viridans, así 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 previamente264,271, 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 Prevotella245, aunque 

también se detectó 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 más 

comunes, representando cada una aproximadamente un 10% de este grupo. La 

resistencia a TET en estos aislados podría ser aportada por otros genes de resistencia 

o por mecanismos que no se han analizado en este estudio, y por lo tanto sería 

recomendable ampliar la investigación para esclarecer la causa de esta resistencia.  
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La família de transposones conjugativos Tn916/1545-like están ampliamente 

distribuidos entre distintos filos bacterianos y promueven la transferencia de genes de 

resistencia entre bacterias tanto patógenas como comensales272,273. Pese a que es 

sabido que los microorganismos aislados de la saliva o de muestras nasofaríngeas 

poseen elementos Tn916-like274, la presencia de estos elementos en la microbiota 

subgingival no ha sido ampliamente estudiada. Genes de resistencia a TET, macrólidos 

y aminoglicósidos suelen ser genes accesorios de algunos elementos de esta familia 

de transposones275. En nuestros aislados observamos una alta prevalencia de los 

genes tet(M) (65,85%), erm(B) (58,26%) e intTn (81,92%) así como un alto número 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, confirmaría al ambiente oral como un reservorio de genes de resistencia 

a antibióticos42. 

 

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 antibióticos que además poseen 

los mecanismos para transferirlos a otras bacterias, entre ellas patógenas111,273,276. De 

hecho, numerosos estudios han probado que un incremento en la presión selectiva, 

resultante del uso y abuso de antibióticos, ha causado un incremento en la transferencia 

horizontal de genes de resistencia111,277. El aumento de cepas multirresistentes, tanto 

comensales como patógenas, se ha vuelto evidente en algunos nichos como el 

intestinal278. Por lo tanto, se necesitan más estudios que profundicen en la distribución 

de resistencias a antibióticos de la microbiota de la cavidad oral, teniendo en cuenta 

que ésta constituye una puerta de entrada para los microorganismos hacia otros nichos 

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

 
4.1 Resumen 
 

El tratamiento de la periodontitis puede requerir de la administración de antibióticos, y 

las TETs son, junto con los macrólidos y los β-lactámicos, una de las opciones 

antimicrobianas más utilizadas. Para conocer el nivel de resistencia a TET de la 

microbiota subgingival presente en pacientes con diagnóstico de periodontitis crónica, 

se tomaron 130 muestras subgingivales. Se obtuvieron 365 aislados de bacterias 

resistentes a TET a las que se les realizó un screening de genes de resistencia y genes 

indicadores de presencia de elementos genéticos móviles. También se analizó la 

multirresistencia de los aislados obtenidos.  

 

Los resultados mostraron un elevado número de muestras con bacterias resistentes a 

TET, que además presentaron resistencia a otros antibióticos como la ERY y la KAN. 

Las bacterias resistentes a TET pertenecían 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 geográficos, indicando que 

ésta podría ser una importante variable a la hora de determinar la distribución de genes 

de resistencia y la microbiota que los presenta. 
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4.2 Introducción 
 

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crónica no transmisible de la cavidad 

bucal causada por desequilibrios en la microbiota oral y la respuesta inmunológica del 

huésped5. Para el tratamiento de esta enfermedad puede ser necesario el uso, como 

adyuvantes al RAR,  de antibióticos tales como los β-lactámicos, nitroimidazoles y 

TETs94. Sin embargo, en los últimos años se ha documentado ampliamente la aparición 

de bacterias resistentes y multiresistentes ha dado lugar a la aparición de numerosas 

cepas resistentes que suponen una seria amenaza para la salud pública279–281. 

 

Existen varios mecanismos de resistencia a antibióticos, algunos de ellos codificados 

en el genoma bacteriano. Algunos de estos genes son transmisibles horizontalmente y 

el biofilm subgingival es un ambiente idóneo para ello42. La diseminación de genes de 

resistencia puede extenderse más allá 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 hacerlo274. 

 

La TET es un antibiótico bacteriostático cuya resistencia apareció pocos años después 

de su introducción clínica. Dicha resistencia puede darse por tres vías: protección 

ribosomal, inactivación enzimática y bombas de flujo99. Como se ha visto en el capítulo 

1, los genes tet se encuentran muy distribuídos entre la microbiota subgingival de 

individuos sanos, asi como en la microbiota asociada a periodontitis251,253. Esto es 

debido, en parte, a su asociación con transposones conjugativos de la familia 

Tn916/1545282. 

 

En este estudio se analizó la distribución de 11 genes de resistencia a TET de la 

microbiota oral aislada de 130 muestras subgingivales de pacientes con periodontitis 

crónica. Adicionalmente, se determinó la susceptibilidad de la microbiota aislada a KAN, 

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

4.3.1 Población sujeta a estudio 

 
Se obtuvieron 130 muestras subgingivales de pacientes con periodontitis crónica con 

una media de edad de 52,3 años que atendían a la clínica odontológica universitaria de 

la Universitat Internacional de Catalunya (Barcelona, España). Los pacientes se 

presentaron voluntarios previa autorización del estudio por parte del Comité Ético de la 

Universitat Internacional de Catalunya (ODO-2014-01). Las variables clínicas de 

periodontitis de los pacientes coincidían con aquellas sugeridas por la American 

Academy of Periodontology’s Periodontal Disease Classification Consensus Report73, 

las cuales incluyen al menos 5 dientes y una profundidad de sondaje de ≥ 5 mm, nivel 

clínico de inserción ≥ de 3 mm y una pérdida de hueso extensiva y determinada 

mediante radiografías. Además, ninguno de los pacientes había tomado antibióticos 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 capítulo 1. 

 

4.3.3 Extracción de DNA y secuenciación 

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

el mismo que el usado en el capítulo 1. 

 

4.3.4 Análisis de resistencia a antibióticos in vitro 

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

testados fue el mismo que el usado en el capítulo 1.  
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4.3.5 Detección de genes de resistencia a antibióticos 

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

realizó el mismo protocolo que en el capítulo 1.  

 

4.4 Resultados 
 

Se obtuvieron 365 aislados resistentes a TET a partir de 130 muestras subgingivales 

provenientes de pacientes con diagnóstico de periodontitis crónica, aislando 3 

morfologías 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 log10 ufc/ml (±0.91) y el 

promedio de carga resistente a TET fue de 4,87 log10 ufc/ml (±2.09). Los géneros con 

mayor número 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) pertenecían al grupo de estreptococos viridans, siendo el resto 

(n=10) neumococos. Las especies más frecuentemente aisladas fueron S. constellatus 

(n=48) y S. mitis (n=39). Las especies identificadas del género Prevotella incluían P. 

intermedia, P. nigrescens, P. denticola, Prevotella disiens, Prevotella melaninogenica, 

Prevotella buccae y Prevotella baroniae (Tabla 8).  

 

Se analizó la resistencia de los aislados a 6 antibióticos: AMX, CTX, CHL, STR, KAN y 

ERY. La resistencia a KAN fue la más 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 antibióticos testados fue más baja, con el 

30,41%, 21,37%, 15,07% y 9,59% de aislados siendo resistentes a CTX, STRP, AMX y 

CHL respectivamente. El 94,25% (n=344) de los aislados fueron resistentes a al menos 

otro antibiótico además de TET, y el 2,47% (n=9) fue resistente a todos los antibióticos 

testados. Estos aislados incluían las especies P. aeruginosa, Proteus miriabilis, P. 
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intermedia, S. mitis y S. constellatus. La mayoría de los aislados presentaron resistencia 

a 2 antibióticos además de la resistencia a TET (38,36%), siendo la resistencia 

simultánea a ERY, KAN y TET el patrón más observado (29,59%). 

 

Para la detección de 12 genes de resistencia a antibióticos y del gen intTn se utilizó la 

técnica de PCR multiplex. Los genes de resistencia a TET más encontrados fueron 

tet(M) y tet(32), presentes en el 35,07% y 13,97% de los aislados. Los genes más 

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 

aislados portando estos genes. Se observó también un ligero descenso en la 

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

 

Figura 18. Prevalencias totales de los genes de resistencia y de las resistencias fenotípicas 
analizadas en este estudio. 
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4.5 Discusión 
 

Los estudios que analizan la distribución de genes de resistencia en el ambiente oral 

son escasos, y aún lo son más aquellos que aíslan a los microorganismos que portan 

dichos genes. En este trabajo se estudió la distribución de genes de resistencia a TET 

en aislados obtenidos de muestras subgingivales de pacientes con periodontitis crónica 

o periodontitis generalizada estadio 3 o 4, grado B o C según la nueva clasificación75. 

Además, se determinó 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 oral283 en el que la resistencia 

a TET está extendida243, mientras que el 13,15% de los aislados fueron identificados 

como pertenecientes al género Prevotella, un género bacteriano relacionado con la 

periodontitis284,285. En un estudio con individuos noruegos con periodontitis, se obtuvo 

una alta frecuencia de aislados resistentes a tetraciclina pertenecientes al género 

Streptococcus286, mientras que en un estudio con pacientes de Washington DC 

(EUA)287 las especies más aisladas pertenecían al género Fusobacterium. Por otra 

parte, en otro estudio llevado a cabo en Florida (EUA), la frecuencia de estreptococos 

volvió a ser dominante288. 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 constitución bacteriana de la 

microbiota bucal resistente a tetraciclina entre las diferentes poblaciones. Esto podría 

estar determinado por diferentes condiciones tales como una distinta microbiota basal, 

los distintos hábitos alimenticios o incluso las diferencias en el consumo de antibióticos 

entre países. No obstante, hacen falta más estudios que permitan comprender estas 

diferencias.  
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Los genes más 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 Tn916/1545275 y su alta prevalencia (76,71%) 

podría 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 289 y ha sido 

relacionado con transposones conjugativos275. Sin embargo, la detección de erm(B) 

(37,53%) fue menor que el porcentaje de aislados resistentes a ERY (64,38%), por lo 

que pueden existir otros genes de resistencia a macrólidos, como erm(F), mef(A) o 

msrA289, u otros mecanismos que pueden estar confiriendo resistencia en estos 

aislados.  

 

Al igual que en otros estudios111, tet(M) fue el gen más prevalente (35,07%). 

Aparentemente, tet(M) es el gen de resistencia a TET más prevalente en el ambiente 

premisa que se ha cumplido en este estudio. No obstante, sus porcentajes de detección 

fueron más bajos que los descritos en otros estudios243,251,290 y similares a los de Collins 

et al.253. De estos resultados se podría inferir que las diferencias entre la distribución de 

la microbiota subgingival pueden implicar cambios en la prevalencia de genes de 

resistencia a TET. La mayoría de los genes de resistencia a TET detectados codificaron 

para proteínas de protección ribosomal (tet(M), tet(O) y tet(32)) y han sido detectados 

con anterioridad en el ambiente oral291,292. 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 enterobacterias111. El bajo 

número de bacterias gramnegativas aisladas en este estudio, podría ser el causante de 

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

 

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

estudio. El 94,24% fueron resistentes a otro antibiótico además de a TET, y un 75,63% 
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presentaron resistencia a 2 o más antibióticos, incluyendo β-lactámicos y cloramfenicol. 

Aunque se han llevado a cabo numerosos estudios acerca de la susceptibilidad a 

antibióticos de distintas especies claves en el desarrollo de la periodontitis250,293–296, la 

multirresistencia a antibióticos ha sido pobremente estudiada en las bacterias orales. 

Teniendo en cuenta el auge de la multirresistencia a antibióticos entre los patógenos 

clínicos297, se deberían llevar a cabo estudios que relacionaran las susceptibilidades a 

antibióticos entre ellas, con tal de obtener perfiles de resistencia más detallados. 

 

Recapitulando, en este estudio realizamos un screening de microbiota subgingival 

resistente a TET en pacientes con periodontitis crónica. Observamos un elevado 

porcentaje de bacterias resistentes a TET con una alta variedad de especies, algunas 

de ellas periodontopatógenas, aunque con una mayoría de aislados pertenecientes al 

género Streptococcus. La comparación 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 proteínas de protección 

ribosomal son el mecanismo de resistencia a TET más detectado. También observamos 

una alta prevalencia de los genes intTn y erm(B), que junto a la alta frecuencia de 

aislados resistentes a macrólidos y aminoglicósidos, dan un indicio de la importancia 

de los transposones conjugativos en la resistencia a antibióticos de la microbiota bucal. 

Por último, la resistencia a múltiples antibióticos fue ampliamente observada, con más 

del 75% de los aislados siendo resistentes a 3 o más antibióticos, entre ellos macrólidos 

y β-lactámicos. Esto podría tener un alto interés clínico debido a que estos 3 grupos de 

antibióticos son los más utilizados, junto con el MZ, como coadyuvantes del RAR. 
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5. Comparación de bacterias resistentes a 
tetraciclina aisladas de individuos sanos y de 
individuos con periodontitis crónica 

 
5.1 Resumen 
 

La principal causa de la periodontitis es la proliferación de microorganismos 

periodontopatógenos 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 diagnóstico 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 

capítulos 1 y 2. 

 

Aunque el número 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 

antibióticos 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. Así, independientemente del origen clínico de la muestra, las 

bacterias orales resistentes a TET presentan un amplio abanico de resistencias a 

antibióticos, 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 Introducción 
 

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria que se inicia por el sobrecrecimiento 

de patógenos en el biofilm subgingival y que se acompaña de la pérdida de tejido de 

soporte del diente, pudiendo provocar su pérdida. El tratamiento estándar para la 

periodontitis consiste en el RAR, pudiendo ser complementado con la administración 

de antibióticos94. No obstante, la aparición de resistencias a los antibióticos 

administrados pueden convertir el tratamiento en inefectivo y provocar recurrencia298. 

 

Junto al metronidazol, las TETs, los macrólidos y los β-lactámicos son los 

antimicrobianos más utilizados en la práctica dental94. En el ambiente oral se han 

descrito genes que codifican para proteínas de protección 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 

inactivación, aunque en el ambiente oral solo se ha detectado tet(37)99,111,299.  

 

La multirresistencia a antibióticos és un problema creciente. Al tratar ciertas infecciones, 

los facultativos se ven en la obligación de recetar más de un antimicrobiano para acabar 

con la infección. Es el caso de la periodontitis, en la que el tratamiento con AMX y MZ 

es la combinación estándar de antibióticos300, puesto que el MZ es efectivo frente a la 

mayoría de las bacterias anaerobias y la AMX tiene éxito frente a A. 

actinomycetemcomitans, el cual es un anaerobio facultativo asociado a periodontitis de 

progresión rápida. Entender el perfil de resistencia a antibióticos de cada microbiota 

parece necesario para administrar un buen tratamiento. Algunos estudios han trabajado 

en esta dirección, 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 periodontopatógenas pueden 

existir tanto en ambientes sanos como en ambientes periodontopatógenos, pero sus 
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proporciones pueden variar14. Por lo tanto, es de esperar que las prevalencias de genes 

de resistencia a antibióticos, así como que los perfiles de resistencia fenotípica a 

antibióticos sean diferentes. 

 

En este estudio se comparó 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 crónica.  

 

5.3 Material y métodos 
 

5.3.1 Población 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 

capítulo 1 y el capítulo 2. Los protocolos para la extracción de DNA, la secuenciación 

del gen 16S rRNA, la búsqueda de de genes de resistencia a TET y el análisis de la 

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

 

5.3.2 Análisis estadístico 

 
La búsqueda de genes de resistencia y el análisis de la multirresistencia dio lugar a 

valores cualitativos. Para comparar los valores de ambas poblaciones se analizaron los 

resultados mediante la prueba χ² y se aceptaron como estadísticamente 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 log10 ufc/ml (±0,91), mientras que 

las muestras subgingivales de pacientes sanos (MSSS) presentaron una carga 

promedio de 5,64 log10 ufc/ml (±0,8). Al sembrarlas en medio con TET, las MSPP 

presentaron una carga bacteriana 4,87 log10 ufc/ml (±2,09) versus 3,66 log10 ufc/ml 

(±1,63) de las MSSS. El 86,82% (n=112) de MSSS y el 86,15% (n=112) de MSPP 

contenían bacterias resistentes a TET, de las cuales se obtuvieron 813 aisados. De 

éstos, 448 pertenecían a MSSS y 365 a MSPP. 

 

Streptococcus fue el género más aislado, representando el 75,62% de los aislados de 

MSPP y el 75,89% de MSSS. En ambos grupos, S. oralis fue la especie más 

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 más 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 

más), S. oralis (3 veces más), S. pneumoniae (4 veces más) y S. sanguinis (4 veces 

más), fueron más prevalentes en MSSS, mientras que S. anginosus (2 veces más), S. 

constellatus (6 veces más), Streptococcus gordonii (2 veces más), Streptococcus 

parasanguinis (3 veces más) y Streptococcus tigurinus (7 veces más), fueron más 

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 fenotípicas a los 6 antibióticos testados. Los genes tet(M) 

(52,03%), tet(32) (8,24%) y tet(O) (7,75%), fueron los genes tet más 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%).  

 

Además, encontramos que el 91% de todos los aislados eran resistentes a otros 

antibióticos además de a TET (Tabla 10). La resistencia a KAN fue la más 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 fenotípicas se muestran en la figura 19. 

 

Figura 19. Prevalencia de los genes estudiados y de las resistencias fenotípicas a antibióticos. 
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 número (N) de aislados portadores de los 
genes estudiados y resistentes a los antibióticos testados. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

  Genes de resistencia 

 
 

Número de aislados 

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

A
is

ll
a
d

o
s
 d

e
 p

a
c
ie

n
te

s
 c

o
n

 p
e

ri
o

d
o

n
ti

ti
s
 

Actinomyces sp. 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

Bacteroides sp. 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 

Gemella sp. 2 2 0 0 2 0 0 0 0 0 0 

Granulicatella sp. 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Lachnoanaerobaculum sp. 3 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Mogibacterium sp. 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 

Neisseria sp. 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Peptoniphilus sp. 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Peptostreptococcus sp. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Prevotella sp. 48 16 0 0 3 0 18 7 0 0 27 

Proteus sp. 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Pseudomonas sp. 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Rothia sp. 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Slackia sp. 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Staphylococcus sp. 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Streptococcus sp. 276 248 0 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 

 

A
is

la
d

o
s
 d

e
 p

a
c
ie

n
te

s
 s

a
n

o
s

 

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 

Gemella sp. 13 13 1 0 8 0 0 0 0 0 1 

Granulicatella sp. 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Haemophilus sp. 4 2 1 0 2 0 1 2 0 0 0 

Neisseria sp. 2 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 

Prevotella sp. 25 0 0 0 0 0 1 3 0 0 16 

Rothia sp. 4 1 3 0 0 0 0 0 0 0 0 

Staphylococcus sp. 5 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Streptococcus sp. 340 305 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 número (N) de aislados portadores de los 
genes estudiados y resistentes a los antibióticos testados. 

 

 

 

 

 

  Genes de resistencia Resistencia fenotípica 

 
  Número de aislados 

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

is
ll

a
d

o
s

 d
e
 p

a
c
ie

n
te

s
 c

o
n

 p
e

ri
o

d
o

n
ti

ti
s
 

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 0 1 2 2 

Granulicatella sp. 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Lachnoanaerobaculum sp. 3 0 0 2 1 2 0 2 2 2 

Mogibacterium sp. 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 

Neisseria sp. 2 0 0 0 0 2 0 0 2 0 

Peptoniphilus sp. 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Peptostreptococcus sp. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Prevotella sp. 48 0 2 3 28 36 2 15 24 42 

Proteus sp. 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 

Pseudomonas sp. 2 0 0 0 2 2 2 2 2 2 

Rothia sp. 2 0 0 0 0 0 0 1 2 2 

Slackia sp. 2 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

Staphylococcus sp. 2 0 0 0 0 2 0 0 0 0 

Streptococcus sp. 276 0 0 128 20 56 29 48 188 271 

Veillonella sp. 6 0 0 2 1 4 0 4 5 2 

Not identified 10 0 0 1 1 2 1 1 3 4 

 

A
is

la
d

o
s
 d

e
 p

a
c
ie

n
te

s
 s

a
n

o
s

 

Abiotrophia sp. 5 0 0 4 0 0 1 0 5 2 

Bacilus sp. 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 

Butyrivibrio sp. 4 0 0 1 2 0 0 2 1 4 

Eubacterium sp. 3 0 0 2 0 0 0 1 3 3 

Gemella sp. 13 0 0 0 1 1 4 0 5 4 

Granulicatella sp. 3 0 0 1 0 0 0 0 1 0 

Haemophilus sp. 4 0 0 3 0 0 0 0 4 1 

Neisseria sp. 2 0 0 2 0 0 0 1 2 0 

Prevotella sp. 25 0 1 0 16 15 4 13 18 22 

Rothia sp. 4 0 0 0 0 0 0 0 1 2 

Staphylococcus sp. 5 0 3 4 3 3 2 3 4 0 

Streptococcus sp. 340 0 0 218 39 12 68 59 227 283 

Veillonella 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. Número de aislados resistentes a TET que además eran resistentes a otros antibióticos, 
separados según el origen de la muestra. El asterisco indica diferencias significativas entre los 
grupos. 

 

Número de antibióticos Aislados MSSS Aislados MSPP 

0* 48 21 

1  82 68 

2 179 140 

3 93 77 

4 31 37 

5 12 13 

6* 3 9 

 

5.5 Discusión 
 

Las TETs son una clase de antibióticos que han ido cayendo en desuso debido al 

aumento paulatino de bacterias resistentes. Sin embargo, siguen usándose en casos 

específicos301–303, como antibióticos sistémicos en el tratamiento de ciertas 

enfermedades304–306 y en otros usos agrarios307,308. Pese a su administración 

menguante, es posible aislar, con alta frecuencia, bacterias resistentes a tetraciclina en 

sujetos que no han recibido terapia antibiótica con este compuesto y que, por lo tanto 

no han sido sometidos a presión selectiva251 (ver capítulo 1). En este estudio se 

comparó 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 anteriores309,310, 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 podría 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 7 y 8). S. 

sanguinis, S. oralis y S. pneumoniae, que en nuestro estudio fueron más prevalentes 

en MSSS, han sido previamente asociados al biofilm oral comensal9,311, mientras que 

S. anginosus, S. constellatus, S. gordonii, S. tigurinus y S. parasanguinis, que en 

nuestro estudio fueron significativamente más prevalentes en MSPP, han sido 

relacionados con la microbiota asociada a periodontitis312–314. Sin embargo, el papel de 

estas especies en la enfermedad periodontal aún no está clararamente dilucidado315,316 

 

La prevalencia de G. haemolysans fue significativamente mayor en MSSS. Esta especie 

ha sido descrita por estudios metagenómicos como una colonizadora temprana del 

biofilm oral317,318 y por lo tanto, como parte de la microbiota comensal. Sin embargo, 

también ha sido relacionada con infecciones oportunistas319.  

 

Los aislados del género Prevotella fueron significativamente más prevalentes en MSPP 

(2 veces más). El incremento de riqueza en las especies de Prevotella en MSPP fue el 

responsable de esto, incrementado el número 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 progresión 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 mayoría de estudios han 

focalizado su atención en P. intermedia y P. nigrescens284,320 y se sabe muy poco 

acerca de la prevalencia de la resistencia a TET en otras especies orales de de este 

género. 
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Al analizar la prevalencia de genes de resistencia a TET en los aislados estudiados, se 

encontró que tet(M) fue el más prevalente, seguido de tet(O), tet(Q), tet(W), tet(32) y 

tet(B). Se encontraron diferencias significativas en la distribución de tet(M), tet(W), 

tet(O), tet(32) y tet(L) entre las dos poblaciones estudiadas. La detección del gen tet(B) 

en S. oralis (capítulo 1 y detallado en el 4), o la descripción de nuevos genes tet en el 

ambiente oral321, muestran que aún queda mucho por descubrir respecto a los genes 

de resistencia a TETs. Por ejemplo, en los capítulos 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 habían sido reportados con anterioridad. Sin 

embargo, serían necesarios más estudios para confirmar estos resultados. En nuestro 

estudio, la prevalencia en MSSS del gen tet(M) (65,85%) fue similar a lo descrito 

anteriormente243,251. Sin embargo, la prevalencia de este gen en MSPP fue mucho más 

baja (35,07%) que la detectada en sujetos griegos y estadounidenses con 

periodontitis251,264, pero similar a los porcentajes encontrados en pacientes 

dominicanos253. Estas diferencias podrían explicarse por las limitaciones geográficas 

de las poblaciones involucradas en los estudios, o debido a las distintas metodologías 

utilizadas, tales como el agrupamiento de las muestras o DNA, o el distinto criterio de 

selección de aislados. Tal y como se ha discutido previamente, las especies de 

estreptococos fueron significativamente diferentes entre MSSS y MSPP, lo cual podría 

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 detectó en el 42,02% de los estreptococos aislados de 

MSPP, indicando que aquellos estreptococos asociados a un biofilm sano podrían ser 

más susceptibles de llevar tet(M). En el caso del gen tet(32), su prevalencia fue mayor 

en MSPP, tal y como se ha descrito previamente253. Esto podría 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 comensales322. El gen tet(W) puede ser detectado frecuentemente a partir de 

DNA extraído de muestras de saliva agrupadas y muestras de placa243,266,291, aunque 

su distribución en el biofilm subgingival únicamente ha sido estudiada por Collins et 

al.253. En dicho estudio, tet(W) fue, de media, el doble de prevalente en MSPP que en 

MSSS. En nuestro estudio, tet(W) fue más ubicuo en MSSS, puesto que S. intermedius 

y S. oralis, que eran más prevalentes en MSSs, fueron algunas de las especies que 

portaban el tet(W) más a menudo.  

 

Los transposones de la familia Tn916/1545 se encuentran frecuentemente entre la 

microbiota oral323. Estos transposones normalmente portan genes de resistencia a 

TETs, macrólidos y/o aminoglicósidos324,325. Para estimar la presencia de estos 

transposones en los aislados, se detectó mediante PCR el gen intTn, que codifica para 

una integrasa localizada en el extremo 3’ de estos transposones275, y el gen erm(B), 

que confiere resistencia a macrólidos y se encuentra a menudo en transposones de 

esta familia274. 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 comparación, la prevalencia de erm(B) fue menor, con el 58,26% de aislados de 

MSSS y 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 

fenotípicas a KAN y ERY fueron significativamente más prevalentes en MSSS. Excepto 

por la combinación de los genes intTn, tet(M) y a ERY, la cual fue más prevalente, 

aunque no estadísticamente significativa, en MSPP. Las diferencias, previamente 

discutidas, en la prevalencia de las distintas especies de estreptococos al comparar 

MSPP y MSSS, podrían ser la causa de estas diferencias, dado que los estreptococos 

de este estudio mostraron distintos perfiles de genes de resistencia a antibióticos. 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 mayoría de los aislados resistentes a TET obtenidos en este estudio mostraron 

resistencia a otros antibióticos. La resistencia a 2 antimicrobianos, además de a TET, 

fue el patrón más común, principalmente la multirresistencia a KAN y ERY, lo cual se 

puede relacionar a los transposones previamente mencionados324. Al estudiar la 

resistencia a 6 antibióticos, se encontraron diferencias significativas entre grupos, 

observándose 3 veces más aislados en MSPP. También se observaron diferencias 

significativas al analizar la susceptibilidad a todos los antibióticos, donde se observaron 

2 veces más 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 

antibióticos, lo cual es especialmente preocupante en sujetos que han recibido poca o 

ninguna terapia antibiótica. La alta prevalencia de aislados resistentes a antibióticos 

que son de uso poco frecuente, y por lo tanto que no han sido expuestos a presión 

selectiva, podría ser debido al bajo coste energético derivado de la captación y 

mantenimiento de algunos elementos genéticos móbilies que contienen genes de 

resistencia a antibióticos42,326. 

 

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 más elevados de aislados 

de MSPP, mientras que para el CHL fue lo contrario. Los aislados de Streptococcus y 

de Prevotella podrían ser responsables de estas diferencias, puesto que el género 

Prevotella, que es conocida por su resistencia a β-lactámicos y a KAN327, fueron el 

doble de prevalentes en MSPP respecto a MSSS. Por otro lado, las diferencias en la 
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resistencia a CHL podrían ser debidas a la desigual distribución 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. Además, dadas las diferencias observadas al comparar 

nuestros resultados con estudios previos, parece ser que el origen geográfico de las 

muestras y probablemente el consumo de antibióticos, 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 españoles, pese a no haber tomado TET 

desde hace muchos años, las bacterias subgingivales resistentes a TET podrían ser un 

reservorio de genes de resistencia a TET y de multirresistencias, lo que unido a la alta 

prevalencia de transposones conjugativos en el ambiente oral, aumenta las 

probabilidades de la diseminación de las resistencias a antibióticos.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Capítulo 3 

 

 
83 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 4 
 

Detección y análisis de la expresión de tet(B) 
en S. oralis  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Capítulo 4 

 

 
95 

6. Detección y análisis de la expresión de tet(B) 

en S. oralis  

 
6.1 Resumen 
 

Distintos autores han definido al ambiente oral como un ecosistema idóneo 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 antibióticos 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 detectó dicho gen en dos aislados de S. 

oralis, ambos se secuenciaron y sus niveles de expresión fueron analizados para 

determinar su actividad en los dos aislados.  

 

El hallazgo del gen fue confirmado mediante la secuenciación completa del mismo, y 

sus niveles de expresión 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 había encontrado en bacterias gramnegativas, 

podría 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 Introducción 
 

Las TETs fueron unos de los primeros antibióticos descubiertos en los años 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 usándolas hasta los años 80, donde fueron gradualmente 

reemplazadas por otras clases de antibióticos como las fluoroquinolonas99. 

 

Pese a que las resistencias a TETs están muy distribuidas, todavía son útiles en 

algunos casos, como el tratamiento de Acinetobacter baumannii multirresistente, H. 

pylori, acné vulgar o periodontitis94,128,328. La resistencia puede ocurrir a traves de 

bombas de flujo, proteínas de protección ribosomal o por inactivación enzimática. Se 

han descrito, hasta el momento, 62 genes de resistencia a TET que codifican para estos 

mecanismos y 11 genes mosaicos que codifican para proteínas de protección ribosomal 

según http://faculty.washington.edu/marilynr/ (última actualización 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 únicamente 

en bacterias gramnegativas.  

 

Los estreptococos del biofilm oral son un gran reservorio de genes de resistencia a 

TET243,329, siendo S. oralis283 uno de los estreptococos orales más aislados.  S. oralis 

es un miembro del grupo S. mitis, conocidos por ser bacterias comensales y patógenos 

oportunistas330. S. oralis es un colonizador temprano del biofilm oral y juega un papel 

importante en su establecimiento8 y homeostasis, antagonizando a bacterias como S. 

mutans y previniendo la formación de un biofilm disbiótico331. Sin embargo, también es 

una de las bacterias más aisladas en endocarditis infecciosas332 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 cerdos337. Sin 

embargo, la falta de la secuencia completa de este gen no permitió la confirmación de 

este hallazgo. Además, tet(B) codifica para una bomba de flujo, la cual podría no 

funcionar correctamente en bacterias grampositivas. Por lo tanto, estudiar su expresión 

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 además está siendo 

expresado en estas bacterias.  

 

La transferencia de genes de resistencia a antibióticos es un fenómeno ampliamente 

estudiado y los estreptococos son un buen ejemplo de ello. La transformación en este 

género es un evento común, al exhibir un estado de competencia natural que les 

permite adquirir fácilmente DNA foráneo338. Las bacterias del ambiente oral tienden a 

crecer en una estructura de biofilm, aumentando las posibilidades de transferencia 

genética horizontal42. 

 

En el estudio en el que analizamos la microbiota subgingival resistente a TET de sujetos 

sanos, se detectó el gen tet(B) en dos aislados de S. oralis (444.1 y 469.4). Para probar 

la presencia y la transcripción de este gen en ambos aislados grampositivos, se obtuvo 

la secuencia completa del gen y se evaluó su expresión.  
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6.3 Material y métodos 
 

6.3.1 Obtención de los aislados y condiciones de cultivo 

 
Los dos aislados de S.oralis fueron obtenidos de dos muestras procesadas en el 

capítulo 1. Los aislados fueron incubados en medio líquido con y sin TET, usando el 

medio BHI-2 (ver anexo). La TET (8 μg/ml) fue añadida a los cultivos líquidos para 

evaluar cambios en la expresión de tet(B) debido al antibiótico. Los cultivos crecieron 

hasta una DO600 de 0,8 – 1 (equivalente a 108 ufc/ml), momento en el que se realizaron 

extracciones de DNA y de RNA.  

 

6.3.2 Detección de tet(B) e identificación de especies 

 
La extracción de DNA se llevó a cabo tal y como se describe en el capítulo 1. Para la 

detección de tet(B) se emplearon los primers tetBF y tetBR (Tabla 11) con las siguientes 

condiciones de PCR: una desnaturalización inicial de 5 minutos a 95ºC, 30 ciclos de 30 

segundos de desnaturalización a 95ºC, 30 segundos de hibridación a 58ºC y 30 

segundos de extensión a 72ºC, con una extensión final de 10 minutos a 72ºC. El 

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

Primers Secuencia 5’ – 3’ 
Tamaño 

(bp) 
Tm 
(ºC) 

Referencia 

27-F 
1544-R 

AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 
AGA AAG GAG GTG ATC CAG CC 

1533 57 255 

tetB-F 
tetB-R 

TTG GTT AGG GGC AAG TTT TG 
GTA ATG GGC CAA TAA CAC CG 

242 55 258 

tetB-insert-F 
tetB-insert-R 

ACC AAA GCT TAG TTA TTC TAC CAC TCC CTA TCA GT 
CTT CTT CGA ATG CCC TCT TGG GTT ATC AAG 

1319 53 
Este 

estudio 

tetB-RT-F 
tetB-RT-R 

TTC AAG TGC GCT TTG GAT GC 
CGT TGA GAA GCT GAG GTG GT 

111 60 
Este 

estudio 

16S-So-F 
16S-So-R 

CGC TCG GGA CCT ACG TAT TA 
TAC CAG AAA GGG ACG GCT AA 

59 60 
Este 

estudio 

M1-F 
M1-NdeI-R 

GAT TTT TTA GCA GAA GTA 
CCG ATA CCA TAT GCC GAT ATT CTA ACC GAA T 

629 55 
Este 

estudio 

M2-HindIIIF 
M2-R 

CCG ATA CAA GCT TAG TGA CCC GCT TCT GCG A 
GAC TAT TTG GAC GAC GGG 

782 55 
Este 

estudio 

ermB-NdeI-F 
ermB-HindIII-R 

GCG TTA GCA TAT GTA CGT TAG ATT AAT TCC TAC CAG 
CCG ATA CAA GCT TTT ATT TCC TCC CGT TAA ATA 

887 55 
Este 

estudio 

 

6.3.3 Secuenciación 

 
Para identificar los aislados a nivel de especie se procedió a amplificar el gen 16S rRNA 

mediante PCR usando los primers 27F y 1544R tal y como se indica en el capítulo 1 

(Tablas 1 y 11). El producto de PCR fue purificado usando el kit E.Z.N.A. Gel extraction 

kit y se secuenció mediante primer walking en el Servei de Genòmica i Bioinformàtica 

de la Universitat Autònoma 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 río arriba del codón de inicio y 72 pares de bases río abajo del codón de 

terminación. Mediante PCR se obtuvieron amplicones que fueron purificados y 

secuenciados por primer walking tal y como se describe más arriba. Los datos obtenidos 

fueron analizados mediante el programa Blast (disponible en 

https://blast.ncbi.nlm.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 análisis, 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 Extracción de RNA y expresión de tet(B) 

 
La extracción de RNA total se realizó utilizando el kit High Pure RNA Isolation Kit (Roche 

Diagnostics, Mannheim, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. El DNA 

restante fue eliminado mediante mediante la DNasa TURBO DNA-freeTM 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 expresión de tet(B) fue medida mediante PCR cuantitativa con transcriptasa reversa 

(RT-qPCR) usando el gen 16S rRNA como control endógeno. Las reacciones se 

llevaron a cabo en un LighCycler® 480 II 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 reacción para 

la síntesis de cDNA, la cual se realizó durante 3 minutos a 63ºC. ii) La amplificación del 
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cDNA implicó un primer ciclo de desnaturalizacón de 30 segundos a 95ºC seguido de 

45 ciclos de 20 segundos a 95ºC, 40 segundos a 60ºC y 10 segundos a 72ºC. Los datos 

fueron analizados utilizando el programa LightCycler® 480 Software 1.5. Para evaluar 

las diferencias en la expresión de tet(B) se utilizó la fórmula 2ΔCptet(B)/2ΔCp16S rRNA. 

 

6.3.5 Construcción de mutantes defectivos para tet(M) 

 
Para inactivar el gen tet(M) se realizó una mutación por inserción en el aislado 469.4. 

Para ello, se hizo una construcción que consistía en el gen erm(B) flanqueado por dos 

secuencias homólogas a tet(M) a las que llamamos M1 (la región 5’) y M2 (la región 3’). 

erm(B) se extrajo mediante PCR usando los primers ermB-NdeI-F y ermB-HindIII-R de 

una cepa de S. oralis resistente a ERY perteneciente al cepario del Dentaid Research 

Center (Cerdanyola del Vallès, España). Las secuencias M1 y M2 fueron obtenidas 

mediante PCR del aislado 469.4 utilizando los primers M1-F y M1-NdeI-R para la 

secuencia M1, y M2-HindIII-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 NdeI y HindIII (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 transformó en el 

aislado 469.4 mediante electroporación utilizando un electroporador Genepulser Xcell 

(BioRad, Hercules, CA, EUA). Las células electroporadas fueron sembradas en placas 

de agar sangre con 5 μg/ml de ERY (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e incubadas 

en condiciones anaerobias durante 24-48 horas. El evento de recombinación fue 

confirmado mediante PCR. 
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6.3.6 Test de susceptibilidad antibiótica 

 
Se estudió la susceptibilidad a TET en los dos aislados wild-type y en 469.4 Δtet(M) 

mediante tiras E-test (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) siguiendo las instrucciones 

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

 

6.4 Resultados 
 

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

 
Se encontró tet(B) en 2 aislados de dos muestras distintas. Mediante la secuenciación 

del gen 16S rRNA se pudo determinar que ambos aislados eran S. oralis y compartían 

la misma secuencia de este gen. Para asegurar la presencia de tet(B) se secuenció la 

totalidad del gen y se alineó 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)339. Se observaron mutaciones puntuales en casi todas 

las secuencias usadas comparándolas 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 presentó una 

mutación puntual adicional en la posición 1140, y la secuencia AP000342 tenía 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 

aminoacídicas (Tabla 12). 
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Tabla 12. Posiciones de las sustituciones nucleotídicas y aminoacídicas en las secuencias de 
tet(B) utilizadas como comparación. AA indica aminoácido. 
 

Sequencias Sustituciones nucleotídicas Sustitución AA 

469.4 
444.1 

AF223162 
AF326777 
AL513383 

CP015836.1 
KX458222.1 
LN908249.1 

NG_048163.1 

463A>G 
794A>G 
854A>T 
940G>C 
1012A>G 

Thr155Ala 
Glu265Gly 
Asp285Val 
Glu314Gln 
Thr338Ala 

CP015434.1 

463A>G 
794A>G 
854A>T 
940G>C 
1012A>G 
1140A>G 

Thr155Ala 
Glu265Gly 
Asp285Val 
Glu314Gln 
Thr338Ala 

- 

AP000342 

794A>G 
854A>T 
940G>C 
1012A>G 

Glu265Gly 
Asp285Val 
Glu314Gln 
Thr338Ala 

 

Las secuencias obtenidas en este estudio fueron enviadas a Genbank para su 

publicación y recibieron los siguientes números 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 Expresión de tet(B) 

 
Se evaluaron los niveles de expresión de tet(B) en los aislados 444.1 y 469.4 

comparando cultivos líquidos en fase exponencial de crecimiento con y sin TET. La 

exposición a TET no disminuyó la cantidad de bacterias recuperadas del cultivo y dio 

lugar a cantidades similares de mRNA (Figura 20). La transcripción de tet(B) fue medida 

usando RT-qPCR. Se detectó mRNA de tet(B) en el aislado 469.4 pero no en el aislado 

444.1, pese a que ambos mostraron niveles similares de expresión del gen 16S rRNA 

(Figura 21). No se observaron diferencias en la expresión de tet(B) al añadir TET al 

medio, obteniendo un valor de expresión genética relativa de 0,06 (log2), normalizado 

con el gen 16S rRNA. Debido al screening de genes tet que se realizó en muestras 



 
Capítulo 4 

 

 
104 

100 pb 

500 pb 

1000 pb 

subgingivales de sujetos sanos, se tenía 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 realizó un mutante defectivo para este gen. 

 

Figura 20. Gel de agarosa al 2% sin RNAsas en el que se comprobó la integridad del RNA 
extraído tras la eliminación del DNA con DNAsa. Se puede observar que la integridad y 

cantidad de RNA de los 2 últimos carriles era aceptable. 

 

 

 

Figura 21. Curvas de amplificación 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 concentración mínima inhibitoria (CMI) de 

32 µg/ml para TET. La susceptibilidad a TET también fue analizada en el aislado 

mutante 469.4Δtet(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 µg/ml. 

 

6.5 Discusión 
 

Las resistencias a TETs están extendidas, y aunque éstas son aún útiles en algunos 

tratamientos, solo sus  más recientes diseños están siendo usados para tratar 

infecciones causadas por bacterias multirresistentes122. Sin embargo, una nueva 

formulación de minociclina, una TET de segunda generación, ha sido probada 

eficazmente contra infecciones por A. baumanii multirresistente, permitiendo de nuevo 

el uso de un antibiótico de anteriores generaciones122,328. 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, 

glicilciclinas340. tet(B) es el gen de resistencia a TET más distribuido entre bacterias 

gramnegativas111 y hasta ahora no se había encontrado en grampositivas. Sin embargo, 

un estudio reciente337 reportó 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 secuenciación con unos resultados del 100% de 

identidad, solo cubrieron el 54,55% del gen, generando dudas acerca de si ese gen 

podría ser o no tet(B). Según Levy et al., las proteínas que confieren resistencia a TET 

deben compartir menos del 80% de su secuencia aminoacídica con otras proteínas para 

ser consideradas como distintas341, 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 secuenciación completa del gen obteniendo un 

100% de cobertura. Al comparar las secuencias obtenidas con aquellas previamente 

publicadas encontramos un alto nivel de homología, con unas ligeras diferencias que 

involucraban entre 1 y 6 nucleótidos como máximo en una secuencia de 1206 pares de 

bases, y entre 1 y 5 sustituciones aminoacídicas en una secuencia de 401 aminoácidos 

(99,75-98,75% de identidad). La mayoría de los polimorfismos en la secuencia fueron 

compartidos por las secuencias publicadas utilizadas en este estudio, con la excepción 

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 quizás estas 

mutaciones ocurrieron en algún punto durante la replicación o la transferencia de tet(B) 

y fueron mantenidas en ciertas cepas.  

 

La expresión 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 transcripción de genes de resistencia a este antibótico puede verse aumentada342,343. 

Por esta razón se hicieron cultivos con y sin TET a los cuales se les extrajo RNA y se 

cuantificó la expresión del gen. Solo se pudo detectar mRNA de tet(B) en el aislado 

469.4, indicando que en esas condiciones el gen permanecía silenciado en el aislado 

444.1. Además, la expresión de 469.4 parecía ser constitutiva ya que su transcripción 

no dependía de la adición de TET, tal y como se pudo observar al normalizar los valores 

de expresión con los del gen 16S rRNA. Ambos aislados portaban tet(M), el cual podía 

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 recombinación homóloga y no 

observamos ningún cambio en el nivel de susceptibilidad, indicando que tet(B) podría 

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 confirmación de tet(B) en bacterias grampositivas es un capítulo más en la 

diseminación de genes de resistencia a antibióticos. Pese a que tet(B) no parecía 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, sería necesario la 

caracterización completa de los entornos genéticos de tet(B) y realizar un análisis de la 

capacidad de dicho gen de transferirse a otras bacterias del género Streptococcus.  
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Susceptibilidad a Azitromicina y a Eritromicina y 
genes de resistencia a macrólidos en aislados del 

género Prevotella de pacientes con periodontitis 
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7. Susceptibilidad a Azitromicina y a Eritromicina y 
genes de resistencia a macrólidos en aislados del 
género Prevotella de pacientes con periodontitis 

 
7.1 Resumen 
 

La AZM ha sido propuesta recientemente como una opción útil en el tratamiento de la 

periodontitis debido a sus efectos inmumoduladores y antiinflamatorios y a su sencilla 

posología. Sin embargo, la presencia de resistencias a macrólidos podría debilitar los 

efectos antimicrobianos de este antibiótico, reduciendo en gran medida su efectividad. 

Los genes erm y los genes mef pueden conferir resistencia a macrólidos a las bacterias 

que los presentan. La presencia de los primeros en bacterias orales y la diseminación 

cada vez mayor de los últimos, los hace objetivos interesantes para su monitorización 

en el ambiente oral. El estudio de estos genes de resistencia en periodontopatógenos 

como Prevotella puede ayudar a determinar el alcance de las resistencias a macrólidos 

en las bacterias a las cuales va dirigido el antibiótico. 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 estudió 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 país. 

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 propagación de este gen entre periodontopatógenos 

una amenaza al tratamiento con AZM.  
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7.2 Introducción 
 

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 tiempo2,315. Sin embargo, estudios recientes han relacionado 

la presencia o el incremento relativo de algunas especies de Prevotella a desórdenes 

inflamatorios y a infecciones endógenas, como por ejemplo la artritis reumatoide, 

disbiosis intestinal, vaginosis bacteriana, asma y periodontitis284. En la enfermedad 

periodontal han sido categorizadas dentro del complejo naranja de la pirámide de 

Socransky y Haffajee, el cual contiene principalmente bacterias gramnegativas 

anaerobias y colonizadoras tardías del biofilm oral, las cuales podrían tener un papel 

en el desarrollo de la periodontitis5,285. Además, 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 patógenos relacionados 

con la periodontitis320. 

 

El RAR es la base del tratamiento periodontal. No obstante, algunos casos requieren el 

uso de terapia coadyuvante con antimicrobianos como los β-lactámicos o el MZ300. 

Aunque la combinación de AMX y MZ ha sido ampliamente estudiada y prescrita344, se 

ha demostrado que ciertos macrólidos como la AZM son efectivos frente a bacterias 

tanto aeróbicas como anaeróbicas, sin importar la resistencia intrínseca a macrólidos 

que tienen las bacterias gramnegativas345,346. Este antibiótico ha sido recientemente 

propuesto como un coadyuvante efectivo en el tratamiento de la periodontitis, 

reduciendo la profundidad de sondaje y el nivel clínico de inserción228,347,348. 

 

Los macrólidos son bacteriostáticos que se unen al 23S rRNA, impidiendo la síntesis 

proteica. La resistencia a AZM ha sido observada principalmente en forma de metilasas, 

bombas de flujo y enzimas de inactivación233. Las metilasas, que son el mecanismo de 

resistencia más extendido y están codificadas por genes erm, previenen la unión del 
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macrolido mediante la adición de uno o dos grupos metilo al ribosoma, confiriendo 

resistencia a macrólidos, estreptograminas y lincosamidas. Por otro lado, las bombas 

de flujo Mef, como la codificada por mef(A), expulsan el macrólido a cambio de un 

protón y confieren resistencia a un espectro menos amplio de antibióticos232,349. 

Recientemente, mef(A) y erm(B) han sido relacionados con altos niveles de resistencia 

en bacterias gramnegativas como H. influenzae350,351, lo cual los hace un objetivo 

interesante a monitorizar al analizar genes de resistencia a macrólidos. Además, erm(F) 

ha sido relacionado con altos niveles de resistencia a ERY y clindamicina en los géneros 

Bacteroides y Parabacteroides351,352, y se encuentra comúnmente en bacterias del 

género Prevotella245,353. 

 

Según la literatura, no hay artículos que relacionen la resistencia a AZM o ERY con los 

genes de resistencia a macrólidos 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 antibióticos354. Dado el aumento en el uso de la 

AZM en la práctica clínica y la presión 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 podría ayudar a determinar la 

efectividad de este antibiótico en la práctica clínica252. Además, la resistencia a ERY 

también tiene relevancia clínica, puesto que se usa en el tratamiento de infecciones 

endodonticas en caso de pacientes alérgicos a β-lactámicos355. 

 

El objetivo de este estudio fue el de determinar la presencia de 7 genes de resistencia 

a macrólidos 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 Población sujeta a estudio, toma de muestra subgingival y cultivo 
bacteriano 

 
Los aislados de Prevotella spp. fueron obtenidos de pacientes con periodontitis crónica 

(ver capítulo 2). El protocolo de obtención de las muestras subgingivales se describe 

en los capítulos 1 y 2. Los aislados estaban preservados en una solución 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 37ºC.  

 

7.3.2 Extracción de DNA, Secuenciación del gen 16S rRNA y screening de 
genes de resistencia a macrólidos 
 
Para la extracción de DNA y la secuenciación del gen 16S rRNA se siguió el mismo 

protocolo que el descrito en el capítulo 1.  

 

El screening de 7 genes de resistencia a macrólidos se llevó a cabo mediante PCR. En 

la tabla 13 se muestran los primers utilizados, así como la temperatura de fusión de los 

primers para cada reacción, las cuales se llevaron a cabo según se indica en cada 

referencia. Para la amplificación de erm(G) se usaron de 30 a 100 ng de DNA, 1X 

tampón de PCR, 1X solución con dNTPs, 2,5 mM de MgCl2, 0,5 µM de cada primer y 1 

unidad de Taq polimerasa (Takara, Tokyo, Japón) en la mezcla de PCR. Las 

condiciones de PCR fueron las siguientes: una desnaturalización inicial de 5 minutos a 

95ºC seguida de 30 ciclos de 30 segundos a 95ºC, 30 segundos a 57ºC y 30 segundos 

a 72ºC, finalizado con una elongación final de 10 minutos a 72ºC. Las extracciones de 

DNA de los aislados portadores de genes de resistencia a macrólidos fueron utilizadas 

como controles positivos. Para validar estos controles, se secuenciaron sus productos 

de PCR y las secuencias fueron alineadas con secuencias publicadas en GenBank. Los 

controles negativos se realizaron añadiendo 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 identificación de genes de resistencia a 
macrólidos. 
 

Primers Sequencia 5’ – 3’ 
Tamaño 

(pb) 
Tm 
(ºC) 

Referencia 

erm(B) F 
erm(B) R 

GGT AAA GGG CAT TTA ACG AC 
CGA TAT TCT CGA TTG ACC CA 

494 55 356 

erm(F) F 
erm(F) R 

CGG GTC AGC ACT TTA CTA TTG 
GGA CCT ACC TCA TAG ACA AG 

466 50 357 

erm(A) F 
erm(A) R 

TCT AAA AAG CAT GTA AAA GAA 
CTT CGA TAG TTT ATT AAT ATT AGT 

640 48 357 

erm(C) F 
erm(C) R 

TCA AAA CAT AAT ATA GAT AAA 
GCT AAT ATT GTT TAA ATC GTC AAT 

640 43 357 

erm(Q) F 
erm(Q) R 

AAG TTA TTG GGT TAC AGC TA 
CAC CTC CTA ATT TAA ATC TAC TA 

624 53 358 

erm(G) F 
erm(G) R 

GCA AGT TCT GCG CAA TAG CA 
TAG CGG CAA TAA TCG CAC CA 

240 57 Este estudio 

mef(A) F 
mef(A) R 

ACC GAT TCT ATC AGC AAA G 
GGA CCT GCC ATT GGT GTG 

942 55 349 

 
 

7.3.3 Test de susceptibilidad antibiótica 

 
Los aislados de Prevotella spp. fueron resembrados en agar sangre para llevar a cabo 

un test de susceptibilidad antibiótica utilizando tiras E-test, las cuales contenían un 

gradiente de concentración de AZM o ERY. Tras incubar las placas de agar en 

condiciones anaeróbicas y 37ºC, se midieron las CMIs para ambos antibióticos 

siguiendo las indicaciones del fabricante. S. pneumoniae ATCC 49619 fue utilizado 

como cepa control.  
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7.3.4 Análisis estadístico 

 
Se usó la prueba t de Student como prueba estadística pareada para variables 

continuas para encontrar diferencias significativas entre los valores de CMI para ambos 

antibióticos 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 crónica, con una media de edad de 49,8 años. Estos 

pacientes presentaban una media de profundidad de sondaje de 6,63 ± 1,72 mm, un 

nivel clínico de inserción 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 1 y 5), con 28 pacientes presentando 

más de un aislado. P. intermedia y P. nigrescens fueron las especies más identificadas 

(33% cada una), seguida de P. buccae y P. denticola (Tabla 14). 
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Tabla 14. Número de aislados de cada una de las especies de Prevotella, rangos de CMI y valores 
de CMI50 y CMI90 para los dos antibióticos testados. Los valores de CMI están expresados en 
μg/mL. 
 

Especies 
N de 

aislados 

Resistencia a ERY Resistencia a AZM 

Rango CMI CMI50 CMI90 Rango CMI CMI50 CMI90 

P. intermedia 33 0,016 - ≥ 256 0,38 16 0,032 - ≥ 256 0,5 ≥ 256 

P. nigrescens 33 0,023 - ≥ 256 0,125 ≥ 256 0,023 - ≥ 256 1 ≥ 256 

P. buccae 14 1 - ≥ 256 8 ≥ 256 0,75 - ≥ 256 2 ≥ 256 

P. denticola 6 0,25 - ≥ 256 ≥ 256 ≥ 256 0,75 - ≥256 ≥ 256 ≥ 256 

P. disiens 3 0,023 - ≥ 256 0,094 ≥ 256 0,064 - ≥ 256 0,38 ≥ 256 

P. maculosa 3 2 - ≥ 256 ≥ 256 ≥ 256 2 - ≥ 256 ≥ 256 ≥ 256 

P. oralis 3 1,5 - 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 ≥ 256 0,023 - ≥ 256 1,5 ≥ 256 

 

Las CMIs para ERY y AZM oscilaron de 0,016 µg/ml a ≥ 256 µg/ml y de 0,023 µg/ml a 

≥ 256 µg/ml respectivamente, con grandes diferencias entre aislados de la misma 

especie. Veintitrés de los 28 pacientes con más de un aislado presentaron rangos de 

CMIs muy amplios entre sus aislados. Además, se observaron diferencias significativas 

al comparar las CMIs entre los 100 aislados (p = 0,001). El conjunto de los aislados de 

Prevotella mostraron una CMI50 de 1 µg/ml para ERY y una CMI50 de 1,5 µg/ml para 

AZM. La CMI90 para ambos antibióticos fue de ≥ 256 µg/ml para todas las especies 

excepto para P. melaninogenica y Prevotella oralis en el caso de ambos antibióticos, y 

para P. intermedia en el caso de ERY. Los valores de CMI50 y CMI90 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 

macrólidos en anaerobios gramnegativos359,360. No obstante, la concentración de AZM 

en el fluido crevicular gingival ha sido estimado en 7-8 µg/ml después de una dosis oral 

de 500 mg361,362. Bajo esta premisa, al menos el 31% de los aislados de este estudio 
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serían resistentes a AZM (CMI ≥ 12 µg/ml), con P. denticola, P. buccae, P. nigrescens 

y P. intermedia siendo las especies con un mayor número 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. El gen erm(B) fue detectado en 19 aislados, mientras que erm(F) se 

encontró en 51 aislados. En 12 aislados se encontraron ambos genes, viéndose esta 

combinación principalmente en las especies P. intermedia y P. nigrescens, aunque 

también se encontró en un aislado de P. melaninogenica (Tabla 15). Diecisiete de los 

28 pacientes con más de un aislado presentaron distintos genes. No se encontró 

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 CMI50 para ERY aumentaron 15,62 

veces en presencia de erm(B) y 23,44 veces en presencia de erm(F). Los valores de 

CMI50 para AZM también aumentaron en presencia de genes de resistencia a 

macrólidos, 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 CMIs elevadas (≥ 12 µg/ml) para AZM o ERY y no portaban ninguno 

de los genes estudiados. 
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7.5 Discusión 
 

En este estudio se analizó la susceptibilidad a AZM y a ERY de 100 aislados 

subgingivales de Prevotella spp. obtenidos de pacientes españoles con periodontitis. 

Identificamos 11 especies distintas y buscamos la presencia de 7 genes de resistencia 

a macrólidos. 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. nigrescens245,353. Ambos antibióticos 

han sido ampliamente utilizados en la clínica dental: la ERY se utiliza frecuentemente 

en pacientes bajo tratamiento endodóntico y alérgicos a penicilinas355, y recientemente 

se han llevado a cabo numerosos ensayos clínicos para evaluar la efectividad de la 

AZM como coadyuvante al RAR. Estos ensayos han demostrado la validez de usar AZM 

frente a los principales periodontopatógenos. Propiedades como su rápida absorción  

por fibroblastos, su larga vida media, sus efectos inmumodulatorios y antiinflamatorios, 

su sencilla posología 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 CMI50 y CMI90 de ERY fueron muy similares a 

las de AZM; de hecho, fueron ligeramente inferiores en la mayoría de las especies 

estudiadas, indicando que la ERY puede tener propiedades antibacterianas parecidas 

a las de AZM para Prevotella spp. No obstante, la ERY no tiene las mismas propiedades 

antiinflamatorias e inmunomodulatorias que hacen de la AZM una opción más 

atractiva221,228. 

 

La monitorizacion de las resistencias a antibióticos a nivel global es esencial para 

establecer tratamientos efectivos frente a las infecciones364. Los investigadores se 

enfrentan a distintas CMIs para el mismo antibiótico y especie bacteriana en distintos 

paises. Por ejemplo, van Winkelhoff encontró en 2005 valores de CMI más altos en 

aislados de Prevotella spp. de pacientes españoles que en aislados de Países Bajos, 
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probablemente debido a un mayor uso y prescripción de antibióticos en España250. Este 

país es uno de los estados europeos con el mayor consumo de antibióticos252,365,366, y 

numerosos estudios han relacionado estos hábitos con mayores niveles de 

resistencias, lo cual podría explicar las diferencias entre paises367. Estas variaciones en 

la susceptibilidad a antibióticos podrían marcar la diferencia entre un tratamiento 

efectivo y uno fallido. Así, un mayor conocimiento acerca de la susceptibilidad a 

antibióticos en diferentes áreas geográficas 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 µg/ml)250,293, pero los 

valores de CMI50 y CMI90 fueron superiores. La CMI90 excedió los 256 µg/ml en la 

mayoría de las especies, incluyendo P. nigrescens y P. intermedia. Los valores de CMI50 

también fueron altos; por ejemplo, para P. intermedia fueron 5 veces superiores a los 

descritos previamente250,293. No obstante, se han observado niveles de resistencia 

superiores en aislados de Prevotella obtenidos de las vías respiratorias de sujetos con 

fibrosis quística368, 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 CMI50 y CMI90 para ERY fueron similares a los encontrados en 

un estudio reciente369. 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 podría haber aumentado sus valores de CMI50 y CMI90. 

 

Los genes erm codifican para metilasas de la molécula 23S rRNA, las cuales evitan la 

unión del macrólido al ribosoma232. En el género Prevotella spp. solo se han observado 

los genes erm(A), erm(C), erm(F) y erm(G)358. 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 TET245,353. Por otro lado, erm(B) ha sido ampliamente encontrado en 

estreptococos del ambiente oral, ubicado en transposones de la familia 

Tn916/154542,289. El gen intTn codifica para la proteína Int, involucrada en la 

transposición de estos elementos genéticos móbiles. En este estudio, 4 aislados 

portadores de erm(B) y 19 aislados portadores de erm(F) también presentaban el gen 

intTn. Esto podría ser una indicación de la presencia de transposones en estos aislados, 

aunque se deberían llevar a cabo más estudios para confirmarlo. La presencia de estos 

genes de resistencia en elementos transferibles podría 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 oral243,370. 

 

Se observaron diferencias al comparar los valores de CMI50 de AZM y ERY con la 

presencia o ausencia de genes de resistencia a macrólidos. En el caso de erm(B), se 

observaron incrementos del valor de CMI50 de 15,63 y 5,26 veces para ERY y AZM 

respectivamente. Sin embargo, el número de aislados que portaban erm(B) era 

demasiado bajo como para extrapolar conclusiones. En el caso de erm(F), los valores 

de CMI50 también aumentaron 23,44 y 31,58 veces para ERY y AZM respectivamente. 

Además, se observaron valores de CMI para ambos antibióticos significativamente más 

altos en aquellos aislados que portaban erm(F). Puesto que erm(F) se detecta a 

menudo en bacterias anaerobias negro pigmentadas353,357, 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 opción terapéutica podría estar en riesgo si 

estos genes se diseminan. 
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En este estudio se usó una concentración de corte de ≥ 12 µg/ml para determinar la 

resistencia a AZM, dado que ni el EUCAST ni el CLSI proporcionan concentraciones de 

corte de macrólidos para bacterias anaerobias gramnegativas. El porcentaje de 

susceptibilidad ≥ 12 µg/ml en los aislados obtenidos de pacientes con periodontitis fue 

alta (31%), con valores de CMI50 y CMI90 más elevados que los previamente reportados, 

incluso en España. Estos valores fueron muy similares para los dos antibióticos, 

indicando una susceptibilidad similar de Prevotella spp. a ERY y AZM. De los 7 genes 

buscados, se detectó erm(B) y erm(F), y ambos parecían estar asociados con un mayor 

nivel de resistencia a ERY y AZM al compararlos con aislados en los que no se detectó 

ningún gen. Puesto que había aislados que presentaban altos niveles de resistencia y 

a su vez no eran portadores de ninguno de los genes buscados, sería interesante 

realizar estudios futuros orientados a entender qué mecanismos usan esos aislados de 

Prevotella spp. para resistir a los macrólidos.  

 

Finalmente, la monitorización de resistencias a antibióticos debería ser efectuada 

regularmente para ayudar a los clínicos a elegir el mejor régimen antibiótico para sus 

pacientes, puesto que parece que la resistencia a AZM está incrementando en 

Prevotella spp., y que algunos genes con una alta capacidad de transferencia podrían 

ser responsables de ello.  
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8. Prevalencia de bacterias resistentes a β-

lactámicos aisladas de pacientes con periodontitis 

 
8.1 Resumen 
 

Los β-lactámicos son los antibióticos más utilizados en la práctica clínica. En el 

ambiente oral, la combinación de AMX y MZ es una de las más usadas para el 

tratamiento de la periodontitis. Por este motivo, es importante monitorizar las 

resistencias a β-lactámicos en la microbiota bucal, así como los genes que puedan 

conferir esta resistencia. Además, analizar la resistencia a otros antibióticos de aquellas 

bacterias resistentes puede ayudar a definir un tratamiento alternativo para aquellos 

pacientes en los que el tratamiento con β-lactámicos no dé resultados debido a las 

resistencias. En este estudio se analizó la microbiota resistente a AMX y CTX, obtenida 

de 130 muestras subgingivales de pacientes con periodontitis. A los aislados obtenidos 

se los identificó a nivel de especie y se les hizo un screening de 7 genes que codifican 

para β-lactamasas. Además, la resistencia fenotípica a otros 6 antibióticos fue 

estudiada. 

 

Los resultados mostraron una gran presencia de aislados resistentes a β-lactámicos 

entre las muestras analizadas. Los aislados identificados más frecuentemente 

pertenecían a los géneros Streptococcus, Prevotella y Veillonella, y los genes blaCfxA y 

blaTEM fueron los más detectados. En cuanto a la multirresistencia a antibióticos de los 

aislados, la resistencia a ERY y KAN fue la más observada. Estos resultados podrían 

poner en duda el uso de β-lactámicos para el tratamiento del ambiente oral, del cual 

hoy en día se pueden beneficiar los pacientes con periodontitis.  
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8.2 Introducción 
 

La periodontitis es una enfermedad infecciosa compleja causada por una disbiosis del 

biofilm subgingival y una respuesta desproporcionada del sistema inmune del 

huésped371. El desbridamiento supra y subgingival, junto con la motivación e 

instrucciones de higiene oral son los tratamientos estándar de la periodontitis, y los 

antimicrobianos pueden ser utilizados como terapia adyuvante en determinadas 

condiciones95,372,373. La etiología microbiana de las enfermedades periodontales 

inflamatorias justifica el uso de medicación antimicrobiana en la terapia periodontal. Los 

antibióticos pueden estar especialmente indicados en pacientes de 36 años o menos, 

con periodontitis estadio II o para pacientes con pérdida de nivel clínico de inserción de 

hueso radiografiado en más de 2 sitios no adyacentes374. Los antimicrobianos más 

utilizados en el tratamiento de la periodontitis son los β-lactámicos, especialmente la 

AMX, la cual puede administrarse junto con MZ95. Se ha descrito que aquellas bacterias 

resistentes a β-lactámicos también pueden ser resistentes a otros antibioticos como las 

TETs, aminoglicósidos y CHL375–377. El mecanismo más importante de resistencia a β-

lactámicos son las β-lactamasas, enzimas que rompen el anillo β-lactámico e inactivan 

al antimicrobiano378. Las β-lactamasas de espectro extendido (BLEEs) pueden 

hidrolizar un amplio rango de β-lactámicos tales como las penicilinas, cefalosporinas y 

monobactams, siendo inhibidas por inhibidores de β-lactamasas tales como el ácido 

clavulánico377,379,380. Las BLEEs fueron detectadas en los años 80 en un aislado de 

Klebsiella pneumoniae y hoy en día se han observado tanto en enterobacterias como 

en otros filos bacterianos colonizadores de humanos. Se han descrito más de 230 

BLEEs, incluyendo las de tipo TEM, CTX-M, OXA y KPC380. blaTEM ha sido descrita 

como la BLEE más prevalente del ambiente oral, aunque los estudios que han buscado 

estos genes en la microbiota oral son escasos264,381–383. Otras β-lactamasas 

encontradas en el biofilm oral incluyen blaCfxA blaCepA/CblA y blaampC, sugiriendo que la 

boca puede ser un reservorio de genes de β-lactamasas. De hecho, el ambiente oral, 

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

excelentes para que se produzca transferencia genética horizontal42,384.  

 

España es uno de los países de europeos con un mayor consumo de antibióticos, lo 

cual se ha relacionado con el aumento de la resistencia a los mismos252. Se conoce 

muy poco acerca de la distribución de genes de β-lactamasas presentes en la 

microbiota subgingival de pacientes españoles con periodontitis. Por esta razón, el 

objetivo de este estudio fue investigar los genes de β-lactamasas en la microbiota 

subgingival resistente a AMX y CTX aislada de 130 pacientes con periodontitis. 

Adicionalmente, se evaluó la multirresistencia de estos aislados a CHL, TET, KAN, ERY 

y STR.  

 

8.3 Material y métodos 
 

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

 
Los aislados resistentes a β-lactámicos fueron obtenidos de las muestras del capítulo 

2. Las condiciones clínicas de los pacientes vienen detalladas en el capítulo 2, y el 

protocolo de obtención de las muestras se puede consultar en el capítulo 1.  

 

Las muestras subgingivales se dispersaron en vórtex durante 60 segundos. Se hicieron 

diluciones seriadas que fueron sembradas por duplicado en agar sangre, agar sangre 

con CTX a 2 µg/ml y agar sangre con AMX a 8 µg/ml (ambos antibióticos de Sigma 

Aldrich, St. Louis, MO, EUA), siguiendo las concentraciones de corte para bacterias 

anaerobias recomendadas por el CLSI359 y el EUCAST. Dado que la microbiota oral 

contiene diferentes géneros bacterianos, y que muchos de estos no son mencionados 

en las guías del CLSI o del EUCAST359,360, las concentraciones fueron elegidas 

basándonos en los parecidos taxonómicos de las bacterias del ambiente oral, usando 

las concentraciones más elevadas en caso de duda. Por lo tanto, aquellas bacterias 
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que crecieron en placas con antibióticos 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 

microaerofílicas (5% CO2) a 37ºC durante 48-72 horas. Todas las morfologías distintas 

fueron seleccionadas, resembradas para obtener cultivos axénicos y preservadas a          

-80ºC en una solución de glicerol al 30%.  

 

8.3.2 Extracción de DNA y secuenciación 

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

el mismo que el usado en el capítulo 1. 

 

8.3.3 Detección de genes β-lactamasas 

 
Para la detección de 7 genes de resistencia a β-lactámicos 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 tampón de PCR, 1X solución de nucleótidos, 2,5 mM de MgCl2, 0,5 µM 

de cada primer y 1 unidad de Taq polimerasa (Talara, Tokio, Japón). Todas las PCR se 

iniciaron con 5 minutos de desnaturalización inicial a 95ºC y se finalizaron con 10 

minutos de elegonación final a 72ºC. El número de ciclos y condiciones para cada set 

de primers fueron los siguientes: i) para la detección de blaCfxA: 26 ciclos de 1 minuto a 

95ºC, 1 minuto a 58ºC y 1 minuto a 72ºC. ii) para la detección de blaCepA/CblA: 29 ciclos 

de 30 segundos a 95ºC, 30 segundos a 58ºC y 30 segundos a 72ºC. iii) para la detección 

de blaampC: 30 ciclos de 1 minuto a 95ºC, 1 minuto a 50ºC y 1 minuto a 72ºC. iv) para la 

detección de blaOXA: 30 ciclos de 40 segundos a 95ºC, 40 segundos a 55ºC y 40 

segundos a 72ºC. v) para la detección de blaTEM, blaSHV y blaCTX-M se llevó a cabo una 

PCR multiplex385 con el siguiente programa: 30 ciclos de 30 segundos a 95ºC, 30 

segundos a 60ºC y 2 minutos a 72ºC. 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 tamaño 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 

Primers Sequencia 5’ – 3’ 
Tm 
(ºC) 

Tamaño 
(pb) 

Referencia 

CFXA F  
CFXA R  

GCA AGT GCA GTT TAA GAT T 
GCT TTA GTT TGC ATT TTC ATC 

58 934 264 

CepA/CblA F  
CepA/CblA R 

CAA AGY GAC AAY AAT GCC TGC G 
TSA CGA AGR CGG CWA T 

58 426 382 

AMPC F 
AMPC R 

TAA ACA CCA CAT ATG TTC CG 
ACT TAC TTC AAC TCG CGA CG 

50 769 382 

OXA F 
OXA R 

TAT CGC GTG TCT TTC GAG TA 
TTA GCC ACC AAT GAT GCC 

55 700 382 

TEM F 
TEM R 

TCG CCG CAT ACA CTA TTC TCA GAA TGA 
ACG CTC ACC GGC TCC AGA TTT AT 

60 445 385 

SHV F 
SHV R 

ATG CGT TAT ATT CGC CTG TG 
TGC TTT GTT ATT CGG GCC AA 

60 747 385 

CTX-M F 
CTX-M R 

ATG TGC AGY ACC AGT AAR GTK ATG GC 
TGG GTR AAR TAR GTS ACC AGA AYC AGC GG 

60 593 386 

 

8.3.4 Análisis de resistencia a antibióticos in vitro 

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

testados fue el mismo que el usado en el capítulo 1 con dos modificaciones: todos los 

aislados fueron testados para TET a 8 µg/ml, y aquellos aislados crecidos en AMX 

fueron testados para CTX a 2 µg/ml, mientras que los aislados crecidos en CTX fueron 

testados para AMX a 8 µg/ml. Los aislados crecidos en condiciones microaerofílicas 

fueron incubados nuevamente en microaerofilia durante el test de susceptibilidad a 

antibióticos.  
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8.3.5 Análisis estadístico 
 
La prueba χ² fue utilizada como test estadístico para encontrar diferencias entre la 

prevalencia de los genes analizados y la resistencia fenotípica a los antibióticos 

testados entre las especies identificadas en este estudio. Los p valores inferiores a 0,05 

fueron aceptados para indicar diferencias estadísticas.  

 

8.4 Resultados 
 

Se obtuvieron 130 muestras de pacientes con periodontitis generalizada y estadios III 

o IV. Los pacientes presentaban edades comprendidas entre los 24 y 82 años (media 

de 51,3), una profunidad de sondaje de 6,6 ± 1,8 mm, nivel clínico de inserción 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 microaerofílicas 

no presentaron ningún aislado resistente a β-lactámicos. Veintidós muestras (16,9%) 

no presentaron aislados resistentes a β-lactámicos ni en condiciones anaeróbicas ni 

microaerofílicas. Las muestras crecidas en agar sangre sin antibióticos presentaron una 

carga bacteriana de 7,3 log10 ufc/ml (± 1,3) en condiciones anaerobias y 7,1 log10 

ufc/ml (± 0,9) en condiciones microaerofílicas. De promedio, el número de ufc/ml de 

bacterias resistentes a β-lactámicos implicó una reducción de 1 logaritmo (tabla 18).  
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Tabla 18. Recuentos bacterianos expresados en ufc/ml.  
 

 Anaerobiosis 
 

Microaerofilia 

 
Resistentes 

AMX 
Resistentes 

CTX 
Bacterias 

totales 

 Resistentes 
AMX 

Resistentes 
CTX 

Bacterias 
totales 

Contaje 
bacteriano 

1,3 x 106 2,3 x 106 2,0 x 107 

 

1,3 x 106 1,2 x 106 1,4 x 107 

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 secuenciación del gen 16S rRNA y la presencia de genes de resistencia a 

β-lactámicos fue evaluada mediante PCR. Adicionalmente, se testó la resistencia 

fenotípica a CHL, STR, ERY, TET y KAN. Además, la resistencia a AMX y CTX fue 

testada dependiendo de que antibiótico fuera utilizado para su selección inicial (Tablas 

20 y 21). Bacterias del género Prevotella fueron las más 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) más prevalente 

en ARIAs, mientras que el género Veillonella fue más prevalente en CRIAs (p < 0,01). 

Respecto a las bacterias crecidas en condiciones microaerofílicas, el género Neisseria 

fue significativamente más prevalente en ARIMs (p < 0,05), mientras que el género 

Micrococcus fue más prevalente en CRIMs (p < 0,01). Más 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, blaCfxA fue el más prevalente (24,8%), seguido de blaTEM 

(12,9%), blaCepA/CblA (1,1%) y blaSHV (0,8%). Los genes blaCTX-M, blaOXA y blaampC no 

fueron detectados. blaCfxA fue significativamente (p < 0,01) más frecuente en aquellos 

aislados crecidos en condiciones anaerobias que en condiciones microaerofílicas.  
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La resistencia fenotípica a otros antibióticos fue detectada en 599 aislados (81,3%). 

Estos aislados fueron resistentes, como mínimo, a un antimicrobiano aparte del β-

lactámico 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 más 

frecuentemente (53,6%) que a la inversa (32,2%). La mayoría 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 estadísticas 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. Número de aislados resistentes a otros antibióticos.  

 Aislados multirresistentes 

Nº 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 Discusión 
 

En este estudio se analizó la microbiota subgingival resistente a β-lactámicos 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 β-lactámico de primera 

elección en varias infecciones bacterianas, incluyendo la periodontitis95,227,300. El uso de 

CTX, una cefalosporina de tercera generación, es mucho más restringido y, por lo tanto, 

la resistencia a este antibiótico debería ser más 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 β-

lactámicos.  

 

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 españolas en las que se comparó la microbiota subgingival de sujetos 

españoles y neerlandeses294. En la población de este estudio, la resistencia a CTX 

resultó ser más prevalente, con el 82,3% de los pacientes presentando al menos un 

aislado resistente, que la resistencia a AMX (55,4%). Se detectó 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 

podría ser una explicación para la alta prevalencia de resistencia a CTX. Estudios 

previos han descrito que el género Veillonella tiene poca susceptibilidad a los                    

β-lactámicos, probablemente debido a la presencia de PBPs con poca afinidad a estos 

antibióticos389–392. Además, algunos estudios analizaron aislados de Veillonella y 

encontraron CMIs más altas para cefoxitina que para AMX y ampicilina390,391, sugiriendo 

que Veillonella spp. podría ser más 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 más aisladas. Esto concuerda con reportes previos que indican que 

Prevotella es el principal género bacteriano oral que expresa resistencia a                          

β-lactámicos250,261,393. La mayoría de los estudios que analizan la resistencia a                      

β-lactámicos han basado su selección de aislados en la producción de β-lactamasas y, 

por lo tanto, y a pesar de ser resistentes a β-lactámicos, el género Veillonella ha sido 

descartado al no producir β-lactamasas389,391,394.  

 

En este estudio, la multirresistencia a antibióticos fue analizada en cada aislado 

mediante concentraciones de corte sugeridas por el EUCAST y el CLSI. Todos los 

aislados que crecieron en placas con antibióticos fueron consideradas resistentes. De 

los 737 aislados resistentes a β-lactámicos, 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 microaerofílicas. Esto sugeriría que la 

multirresistencia no depende de la selección 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 más prevalente en aislados anaerobios debido 

principalmente a la resistencia inherente de las bacterias anaerobias a este 

antibiótico395 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 orales396. La resistencia a 

CHL fue observada en altos porcentajes en aislados microaerofílicos debido a los 

aislados de Pseudomonas, los cuales son capaces de exhibir niveles altos de 

resistencia gracias a sus bombas de flujo397,398. 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 antibióticos 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 

secuenciación 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 múltiples antibióticos164. Además, la resistencia a TET, KAN y ERY se 

puede ligar a la presencia de transposones de la família Tn916/1545, los cuales son 

comunes en la microbiota oral y portan genes que confieren resistencia a estos 

antibióticos274,325. Estos transposones se han descrito en Veillonella399,400, lo cual podría 

ser la causa de la multirresistencia observada.  

 

El gen blaCfxA 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 blaCfxA, obteniendo resistencia a varias penicilinas y cefalosporinas401. Tal y como 

describieron estudios previos260,381,382, se observó una alta prevalencia de blaCfxA en 

aislados del género Capnocytophaga (83,3%). Hasta donde nosotros sabemos, esta es 

la primera vez que se detecta el gen blaCfxA en los géneros Staphylococcus, 

Alloprevotella, Streptococcus y Veillonella. Puesto que el biofilm oral es un entorno 

favorable para la transferencia genética horizontal402,403, es posible que el gen blaCfxA 

se transfiriera desde los géneros Prevotella y Capnocytophaga, los cuales son 
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portadores habituales382. 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 comparación con el estudio llevado a cabo por 

Ioannidis et al., en el que se observó una prevalencia de entre 46,2% y 72,7% de blaTEM 

en muestras subgingivales y linguales de sujetos griegos251. Estas diferencias podrían 

estar relacionadas con el mayor consumo de antibióticos por parte de la población 

griega de acuerdo al European Centre for Disease Prevention and Control404, o a la 

metodología empleada, puesto que la detección de blaTEM se realizó 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 

detección de los genes blaTEM, blaSHV, blaCfxA 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 foráneos405, al 

menos dos estudios han descrito la presencia de estos genes en S. pneumoniae406. La 

detección de blaTEM por Ding et al., fue cuestionada debido a una posible contaminación 

de la Taq polimerasa utilizada en la reacción407, sin embargo, en nuestro estudio los 

controles negativos no sugieren la presencia de contaminación. Por lo tanto, sería 

interesante realizar futuros estudios para analizar la presencia de genes bla entre 

estreptococos orales. Tanto blaCepA/CblA como blaSHV fueron detectados en bajas 

proporciones tal y como se ha descrito en estudios previos382,393,408, sugiriendo que 

probablemente no juegan un rol crítico en la resistencia a β-lactámicos en el ambiente 

oral.  

 

Con los datos obtenidos en este estudio, se puede concluir que la resistencia a                

β-lactámicos está ampliamente distribuida en la microbiota subgingival de pacientes 

españoles con periodontitis. Prevotella, Veillonella y Streptococcus fueron los géneros 

con un mayor número de aislados resistentes a β-lactámicos, sugiriendo que, en esta 

población, la microbiota oral comensal puede ser un reservorio de resistencia a                 
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β-lactámicos. De especial importancia es la presencia de β-lactamasas codificadas en 

genes transferibles como blaTEM y blaCfxA, los cuales podrían transferir a otras bacterias 

orales o bacterias en tránsito a otras partes del cuerpo. Además, una alta prevalencia 

de bacterias multirresistentes fue observada, limitando el número de antibióticos 

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 práctica clínica sin un estudio previo de los perfiles microbianos y sin 

realizar antibiogramas; prácticas, éstas, que favorecen la diseminación de la resistencia 

a antimicrobianos. Lo anterior, junto con los altos porcentajes de resistencia a                   

β-lactámicos observados en este estudio, subraya el riesgo de que un tratamiento 

antibiótico que hoy en día es efectivo, se convierta en ineficaz.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Capítulo 6 

 

 
151 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Discusión general 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Discusión general 

 

 
153 

9. Discusión general 
 
El objetivo de esta Tesis Doctoral fue analizar las resistencias que presenta la 

microbiota subgingival a las clases de antibióticos más utilizadas en el tratamiento de 

las infecciones bacterianas de la boca y especialmente en el tratamiento de la 

periodontitis98. Para ello, en los capítulos 1, 2 ,3 y 4, se hizo un análisis de la resistencia 

a TET, en el capítulo 5 un estudio de resistencia a macrólidos y en el capítulo 6 una 

investigación acerca de la resistencia a β-lactámicos. El ambiente oral ha sido definido 

como un ambiente idóneo para la transferencia genética horizontal42,338, y aunque en 

todos los capítulos se ha hecho énfasis en esta idea, en el capítulo 4 se estudió 

particularmente un gen de resistencia a TET nunca antes descrito en bacterias 

grampositivas, remarcando aún más la proclividad a la transferencia genética horizontal 

que proporciona el ambiente oral.  

 

Las resistencias a antibióticos en el biofilm oral han sido estudiadas de distintas formas. 

Algunos investigadores han analizado los perfiles de susceptibilidad a antibióticos de 

microorganismos concretos250,293,295, mientras que otros han realizado estudios 

basados en la presencia de genes de resistencia243,251,253,291. Sin embargo, ningún 

trabajo ha estudiado la distribución de genes de resistencia a antibióticos en la 

microbiota subgingival de sujetos sanos y con periodontitis y ha identificado a las 

especies portadoras de dichos genes. La mayoría 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 múltiples nichos del ambiente 

oral y sin definir su origen. La aproximación tomada en esta tesis permite relacionar los 

genes de resistencia a antibiótico 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 periodontitis59,61. Esta relación permite entender qué bacterias pueden ser 

susceptibles a determinados antibióticos y predecir cual puede ser el patrón de 
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propagación de dichas resistencias, puesto que la transferencia genética horizontal 

ocurre con más facilidad entre aquellas especies taxonómicamente afines409,410.  

 

Las resistencias a las TETs han llegado a convertir a este grupo de antibióticos, 

ampliamente usado en sus orígenes debido a su amplio espectro, en una opción muy 

restringida a ciertos tratamientos para los cuales aún son útiles. En el ambiente oral las 

TETs se utilizan principalmente como antibióticos de aplicación localizada, con fibras 

impregnadas o con pomadas134–136 con buenos resultados, evitando así los efectos 

secundarios de la administración sistémica de antibióticos. Sin embargo, los genes de 

resistencia a TET, ampliamente distribuidos entre estreptococos y otros géneros 

bacterianos243 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 antibióticos, y por lo tanto no ha 

existido una presión selectiva sobre su microbiota subgingival que justifique su 

mantenimiento en el genoma bacteriano111,122. Sin embargo, tal y como describen otros 

estudios y como se ha visto en los capítulos 1 y 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 exposición. 

Esta elevada prevalencia puede, como han señalado algunos estudios, deberse a la 

adaptación al coste que supone mantener los genes de resistencia en el genoma411–413, 

o 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 móviles 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 más 

observados en el presente estudio codifican para proteínas de protección ribosomal, lo 

cual coincide con lo descrito previamente111,243,251. No obstante, se observaron 
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diferencias entre las prevalencias de los genes detectados según el origen clínico de 

las muestras (Figura 19). Por ejemplo, el número 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, presentó prevalencias muy distintas 

respecto a las especies identificadas (ver capítulo 3). Esta diferencia de especies podría 

ser la causa de las distintas prevalencias de genes de resistencia a TET observadas. 

Sin embargo, no solo el origen clínico puede influenciar la microbiota obtenida y los 

genes de resistencia observados. El origen geográfico de las muestras también parece 

influenciar en este aspecto, puesto que Ioannidis et al. encontró un porcentaje más 

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 

españoles251,253. 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%243, prevalencias superiores a las encontradas en los aislados analizados en el 

capítulo 1. 

 

La multirresistencia a antibióticos fue un fenómeno ampliamente observado entre los 

aislados, independientemente de su origen. Las resistencias más observadas fueron a 

KAN y a ERY, ambas relacionadas con los transposones conjugativos de la familia 

Tn916/1545414,415 los cuales pueden transportar genes como erm(B) o aphA-3, que 

confieren resistencia para macrólidos y aminoglicósidos respectivamente. El elevado 

número de aislados resistentes a TET que también lo fueron a ERY puede ser un 

problema para el tratamiento con macrólidos, puesto que el gen erm(B) también puede 

conferir resistencia a AZM, como se vio en el capítulo 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 macrólidos 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. Además, 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 transformación338. La resistencia a β-lactámicos 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 número de aislados de Prevotella, 

género en el que la resistencia a β-lactámicos está descrita261,393, una gran parte de 

esta diferencia es debida al gran número de estreptococos, aislados de pacientes con 

periodontitis, resistentes a este antibiótico. Por lo tanto, es importante manifestar que 

existe microbiota comensal capaz de resistir las 3 clases de antibióticos más utilizadas 

para el tratamiento periodontal y que existe la probabilidad de que estos fenotipos se 

vayan extendiendo. 

 

Como se ha dicho más arriba, la transferencia genética horizontal ha sido mencionada 

en todos los capítulos de esta Tesis Doctoral, puesto que es un elemento clave a tener 

en cuenta al hacer estudios de monitorización. En el capítulo 4 se estudió 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 fenómeno de transferencia genética horizontal y su análisis nos 

mostró que, aunque su presencia está confirmada, su rol en la resistencia a TET en 

bacterias grampositivas no está definido. La presencia de tet(B) había sido reportada 

anteriormente en S. suis aislado de muestras veterinarias. Sin embargo, poco más de 

la mitad del gen fue secuenciado, y aunque el fragmento de la secuencia obtenida 

encajaba con tet(B), la secuenciación completa del gen sería 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. Además, estudiamos sus niveles de expresión para determinar 

la funcionalidad del gen en los aislados. Para obtener la secuenciación completa del 

gen usamos la técnica de primer walking, que permite una buena resolución para 

fragmentos de DNA de más de 600 pares de bases. La secuencia obtenida fue 

comparada con la secuencia publicada en GenBank con el código J01830, la cual 

consta como la primera secuencia de tet(B) publicada. Las secuencias de tet(B) 

obtenidas en este estudio fueron idénticas entre sí y difirieron de la secuencia J01830 

en 5 nucleótidos que dieron lugar a 5 sustituciones aminoacídicas, observando un 

95,75% de identidad, por lo que pudimos confirmar la presencia del gen341. Sin 

embargo, la presencia del gen en el genoma de S. oralis no implicaba su expresión ni 

correcto funcionamiento de la proteína, por lo que se realizó un análisis de la expresión 

del gen mediante RT-qPCR. 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 analizó 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 hipotetizó que tet(B) se encontraba presente y estaba 

aportando resistencia a TET en S. oralis. En la discusión del capítulo 4 se propuso un 

estudio más profundo de los entornos genéticos del gen tet(B) para entender cómo se 

transfirió a S. oralis, y porqué se observó expresión en solo uno de los aislados. 

Teniendo en cuenta la capacidad de los estreptococos de captar DNA mediante 

transformación272,338, y la idoneidad del ambiente oral para la transferencia genética 

horizontal42, el origen de la captación del gen tet(B) puede ser muy variado, y solo un 

estudio más en detalle podría arrojar luz sobre esta cuestión.  

 



 
Discusión general 

 

 
158 

Debido al uso cada vez mayor de la AZM en el tratamiento periodontal, la monitorización 

de las resistencias a macrólidos en la microbiota oral es muy importante. En los 

capítulos 1 y 2 se testó la resistencia a macrólidos como la ERY en los aislados 

obtenidos y en el capítulo 5 se estudió la susceptibilidad de 100 aislados de Prevotella 

a ERY y AZM, y se analizó la relación de esta susceptibilidad con la presencia o 

ausencia de 7 genes de resistencia a macrólidos. 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 capítulos 1 y 2) y el gen 

mef(A), debido a su capacidad de propagación416.  

 

La mayoría de los aislados resistentes a AZM y ERY pertenecían a las especies P. 

intermedia y P. nigrescens, lo cual permitió comparar los resultados de susceptibilidad 

con estudios anteriores, que se focalizan principalmente en estas especies. Estos 

resultados indicaron una disminución en la susceptibilidad de estas especies de 

Prevotella frente a AZM en los últimos años, llegándose a quintuplicar en algunos casos 

los valores de CMI50
250,293. 

 

La resistencia a macrólidos en bacterias anaerobias gramnegativas no puede ser 

determinada mediante las guías del CLSI o el EUCAST, puesto que estas instituciones 

no facilitan las concentraciones de corte. No obstante, algunos estudios han 

determinado que la concentración de AZM que se alcanza en el fluido gingival crevicular 

tras la toma de 500 mg es entre 7 y 8 µg/ml361,362. En este estudio se utilizó la 

concentración de 12 µg/ml como punto de corte debido a las limitaciones de resolución 

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 CMI50 se 

pudo observar que ambos genes parecían aumentar el nivel de resistencia de los 

aislados que los portaban. Sin embargo, el bajo número de aislados con erm(B), primera 

vez detectado en bacterias del género Prevotella, no permitió validar estos resultados 

en el análisis estadístico. No obstante, dicho análisis confirmó la relación 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 antibiótico de elección para el tratamiento periodontal. El 31% de los aislados de 

Prevotella toleraban concentraciones de más de 12 µg/ml y la mayoría de los aislados 

portaban genes de resistencia a macrólidos, los cuales parecían 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 capítulos 1 y 2), y dentro del género 

Prevotella en el caso de erm(F)245,353, por lo que su diseminación al resto de microbiota 

e incluso a otros periodontopatógenos no puede ser descartada. Teniendo en cuenta el 

aumento de la resistencia a AZM observada y la potencial diseminación de los genes 

erm entre la microbiota oral, el tratamiento con AZM puede verse seriamente 

comprometido en un futuro.  

 

Los β-lactámicos son la clase de antibióticos más utilizados en la práctica dental, por lo 

que la monitorización de la resistencia a estos antibióticos es esencial. En el capítulo 6 

se analizó la microbiota subgingival resistente a AMX y a CTX de pacientes con 

periodontitis. En esta microbiota se estudió la presencia de genes productores de β-

lactamasas, y la resistencia a otros antibióticos.  Los genes analizados incluyeron 

algunos previamente descritos en el ambiente oral como blaCfxA y blaTEM
251,264, y otros 

genes de más rara detección en la cavidad bucal como blaSHV, blaCTX-M, blaCepA/CblA, 
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blaampC y blaOXA. Adicionalmente, se testó la resistencia de los aislados a otros 

antibióticos para evaluar la multirresistencia de la microbiota resistente a β-lactámicos. 

 

La resistencia a β-lactámicos fue observada en un elevado número 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 generación de uso hospitalario, 

mientras que la exposición a AMX entre la población es mucho más elevada, siendo 

uno de los antibióticos más recetados para el tratamiento de múltiples infecciones. Pese 

a esto, en este estudio se obtuvo un mayor número de aislados resistentes a CTX que 

a AMX, observando un 30% más 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 aminopenicilinas390. 

Junto con bacterias del género Veillonella, el género Prevotella fue el más representado 

entre los aislados recuperados. La relación de este último género con la resistencia a 

β-lactámicos y con la presencia del gen blaCfxA ya ha sido descrita con anterioridad. De 

hecho, el gen blaCfxA fue el más detectado en los aislados, principalmente en aislados 

de Prevotella, como era de esperar. El gen blaTEM fue el siguiente más 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 blaTEM fue encontrado en el 46,2% de las muestras subgingivales 

de pacientes con periodontitis251. El mayor consumo de β-lactámicos por parte de la 

población 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 presentó resistencia a más de un antibiótico, y 7 aislados 

fueron resistentes a todos los antibióticos testados. Algunos de estos aislados 

pertenecían a los géneros Pseudomonas, Acinetobacter y Stenotrophomonas, los 
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cuales pueden exhibir multirresistencia debido a las bombas de flujo que pueden 

presentar164. Además, también se encontró un aislado de Veillonella parvula 

multirresistente a todos los antibióticos testados. La resistencia intrínseca a β-

lactámicos de algunos aislados de Veillonella, unido a la presencia de elementos 

genéticos móbiles que confieren resistencia a multitud de antibióticos 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 

antibióticos y su potencialidad para transmitirlas a bacterias patógenas. 

 

En resumen, en esta Tesis Doctoral se profundizó en el conocimiento de las resistencias 

a antibióticos de la microbiota subgingival. En la gran mayoría de las muestras 

observadas, se encontraron resistencias a las 3 principales clases de antibióticos 

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 podían ser la causa de dichas 

resistencias. Estos genes fueron encontrados en una diversidad de géneros 

bacterianos, tanto en bacterias comensales como en bacterias periodontopatógenas, 

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 periodontopatógena resistente a los antibióticos 

utilizados en el tratamiento periodontal. La monitorización de resistencias permite 

estudiar la evolución de la efectividad de los antibióticos entre las poblaciones 

bacterianas y ayuda a seleccionar el mejor tratamiento antimicrobiano. Si bien quizás 

sea tarde para revertir la expansión de las resistencias a antibióticos, si consideramos 

necesario establecer estrategias de vigilancia que retrasen su diseminación lo suficiente 

como para permitir la aparición de alternativas antimicrobianas funcionales que eviten 

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

1. La mayoría de muestras subgingivales estudiadas en este trabajo presentaron 

aislados resistentes a tres de las clases de antibióticos más utilizadas en el 

tratamiento periodontal.  

 

2. La resistencia a TET está muy extendida en el biofilm subgingival, tanto en 

pacientes con periodontitis como en sujetos sin periodontitis. Sin embargo, la 

microbiota y la distribución 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 región subgingival. 

 

4. Entre los aislados resistentes a TET, se observó una amplia distribución 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 antibióticos y 

se confirma la potencialidad de transferir dichos genes al describir por primera 

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

 

6. Los genes erm(B) y erm(F), ampliamente distribuidos en bacterias comensales 

y periodontopatógenas, confirieron resistencias a altas concentraciones de 

AZM y ERY.  

 

7. Se encontraron aislados resistentes a β-lactámicos en un alto porcentaje de 

las muestras tomadas. Sin embargo, la mayoría de éstos no presentaron 

genes codificantes para β-lactamasas. 

 

8. El fenómeno de multirresistencia a distintas clases de antibióticos se observó 

en gran parte de los aislados, independientemente del antibiótico utilizado para 

su selección inicial. 

 

9. La comparación de nuestros resultados con la literatura, sugiere que el 

consumo desigual de antibióticos, en distintas regiones geográficas, podría 

definir la microbiota subgingival.  
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12. Anexos 
 

Anexo I. Protocolos para la preparación de reactivos y medios de cultivo y 
detallado de técnicas de laboratorio no descritas en los capítulos de la Tesis 
Doctoral.  
 
RTF 

K2HPO4 (Merck)       0,45 g 

KH2PO4 (Merck)       0,45 g 

NaCl (Merck)       0,9 g 

(NH4)2SO4 (Merck)      0,9 g 

MgSO4 (Merck)       0,18 g 

Na2CO3 (Merck)       0,4 g 

Dithiotreitol (Sigma-Aldrich)     0,2 g 

Agua Milli-Q   hasta 1.000 ml 

 

Medio en el cual viajan las muestras subgingivales durante su transporte al laboratorio.  

• Disolver todos los ingredientes en agua con agitación magnètica.  

• Una vez disueltos, esterilizar la solución mediante filtración (Filterware-CA 

Membrane 1L, Nalgene)  

• Alicuotar en tubos roscados de 2 ml.  

• Para prerreducir el medio, almacenar los tubos durante 48 horas en la cabina 

de anaerobiosis.  

• Almacenar a 4ºC. 

 

Agar sangre 

Preparado para AS nº2 (Oxoid)    40 g 

Hemina- menadiona     10 ml 

Sangre de caballo desfribinada (Thermo-scientific)  50 ml 

Agua Milli-Q              1.000 ml 

 

Medio rico de crecimiento idóneo para gran parte de la microbiota oral 

• Mezclar el preparado para AS con el agua Milli-Q y autoclavar la solución a 

121ºC durante 20 minutos.  

• Dejar enfríar el medio hasta los 50ºC y añadir la hemina-menadiona con un 

filtro de 0.22 µm de poro (Nalgene) y posteriormente la sangre de caballo 

desfibrinada.  
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• Mezclar con suavidad la solución y alicuotarla en volúmenes de 25 ml en 

placas de petri estériles.  

 

Concentraciones de corte los antibióticos testados: 

Los antibióticos se preparaban en una dilución con el solvente apropiado y se añadían 

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

• AMX: 8 µg/ml disueltos en agua Milli-Q 

• CTX: 2 µg/ml disueltos en agua Milli-Q 

• TET: 8 µg/ml disueltos en agua Milli-Q 

• KAN: 64 µg/ml disueltos en PBS pH = 8 

• ERY: 1 µg/ml disueltos en etanol 

• CHL: 8 µg/ml disueltos en etanol 

• STR: 128 µg/ml disueltos en agua Milli-Q 

 

Lisozima 

Lisozima (Sigma-Aldrich)   20 mg/ml 

Tris·Cl pH 8    20 mM 

EDTA       2 mM 

Tritón (Merck)      1,2% 

Agua Milli-Q        hasta 50 ml 

 

Tampón de lisis empleado en las extracciones de DNA. 

• Mezclar todos los componentes salvo la lisozima y dejar almacenado a 4ºC.  

• En el momento de su utilización, pesar la lisozima necesaria y añadir el 

volumen de la solución anterior que se necesite para conseguir una 

concentración de 20 mg/ml. 

 

PBS 

NaCl (Panreac)    8 g 

KCl (Merck)    0,2 g 

Na2HPO4 (Panreac)   1,15 g 

KH2PO4 (Panreac)   0,2 g 

Agua Milli-Q          1.000 ml 
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Tampón salino utilizado como diluyente en los bancos de diluciones.  

• Mezclar los ingredientes y comprovar que el pH sea de 7,1 ± 0,2.  

• Esterilizar en autoclave a 121ºC durante 20 minutos.  

• Almacenar a 4ºC. 

 

BHI-2 

BHI (Difco)    37 g 

Mucina (Sigma-Aldrich)     2,5 g 

Extracto de levadura (Oxoid)    1 g 

NaHCO3 (Merck)      2 g 

L-Cisteína (Merck)     0,1 g 

Ácido glutámico  10%   25 ml 

NaOH 1N    23,5 ml 

Hemina-Menadiona   10 ml 

Agua Milli-Q   hasta 1.000 ml 

 

Medio de cultivo líquido rico, empleado para el crecimiento de bacterias en suspensión.  

• Mezclar los ingredientes secos con 900 ml de agua Milli-Q y autoclavar a 

121ºC durante 20 minutos.  

• Dejar enfríar y, en campana de flujo, añadir con filtro de 0,22 µm de poro 

(Nalgene) el ácido glutámico y el NaOH.  

• Comprovar el pH y corregir si es necesario con más NaOH 1N hasta un pH de 

7,5 ± 0,1.  

• Añadir la hemina-menadiona y rellenar con agua Milli-Q hasta 1000 ml.  

• Almacenar a 4 ºC. 

 

Tampón TAE 50x 

Tris-Base (Sigma-Aldrich)   242 g 

EDTA 0.5 M pH 8 (Sigma-Aldrich)  100 ml 

Ácido acético glacial (Panreac)    57 ml 

Agua Milli-Q    750 ml 

 

Tampón utilizado para la fabricación de geles de electroforesis y para rellenar las 

cubetas de electroforesis. Se prepara 50x y se utiliza al 1x, meclando 20 ml de la 

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

• Almacenar a temperatura ambiente.  

   

Tampón de carga 

Glicerol (30%) (BDH Chemicals)    3 ml 

Azul de bromofenol (Sigma-Aldrich) 25 mg 

NaOH (Merck)      1 gota 

Agua Milli-Q      7 ml 

 

Tampón utilizado para cargar muestras de DNA en geles de electroforesis.  

• Mezclar el glicerol, el azul de bromofenol y el agua Milli-Q y añadir una gota 

de NaOH para conseguir un color azulado.  

• Usar 1 µl de tampón de carga por cada 25 µl de muestra de DNA.  

• Almacenar a temperatura ambiente. 

 

Medio SOC 

NaCl (Merck)      0,5 g 

Bacto triptona (Difco)   20 g 

Extracto de levadura (Oxoid)    5 g 

KCl 2.5 M (Hach)      0,5 ml 

Glucosa (Panreac)   20 mM 

Agua Milli-Q                hasta 1.000 ml 

 

Medio utilizado en el proceso de electroporación. Contiene glucosa que ayuda a 

proteger las células en un momento en el que se encuentran debilitadas por el arco 

eléctrico. 

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

• Autoclavar a 121ºC durante 20 minutos. 

• Dejar enfríar y añadir la glucosa con un filtro de 0,22 µm de poro (Nalgene). 

• Añadir agua Milli-Q hasta 1.000 ml. 

• Almacenar a 4ºC. 
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Hemina-menadiona 

Hemina  (Sigma-Aldrich)  250 mg 

NaOH 1N (Merck)      5 ml 

Menadiona (Fluka)    50 mg 

Etanol 96ºC (Panreac)    10 ml 

Agua Milli-Q estéril  485 ml 

 

Reactivo necesario para la preparación de otros medios como agar sangre o BHI-2.  

• Mezclar la hemina con el NaOH en un tubo hasta su completa disolución.  

• En otro tubo, mezclar la menadiona con el etanol.  

• Para esterilizar las soluciones, filtrarlas con un filtro de 0.22 µm de poro 

(Nalgene).  

• Añadir el agua Milli-Q estéril y tapar la botella con papel de aluminio para 

protegerla de la luz.  

• Almacenar a 4ºC. 

 

Gel de electroforesis 

Tampón TAE 1x   ml según tamaño del gel 

Agarosa (Conda)   g según porcentaje y tamaño del gel 

Bromuro de etidio (Amresco) 0,5 µg/ml 

 

Los geles de electroforesis se emplean para la visualización y separación DNA según 

el tamaño de la secuencia.  

• Mezclar en un erlenmeyer la agarosa y el tampón TAE 1x.  

• Llevar a ebullición en un microondas y dejar enfríar hasta que sea manipulable 

sin ocasionar quemaduras, pero vigilando que no se solidifique.  

• Mientras se enfría, preparar el molde del gel y el peine, vigilando la profundidad 

de éste.  

• Añadir el bromuro de etidio a la solución templada, mezclar por agitación y 

verter sobre el molde. Eliminar las burbujas con la punta de una pipeta o con 

el mismo peine y dejar solidificar.  

• Una vez solidificado, desmoldar el gel y retirar el peine con cuidado de no 

dañar 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 manipulación del material 

que entre en contacto con el bromuro de etidio, al ser éste un agente 

carcinogénico. 

 

Preparación material RNA 

RNase AWAYTM (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 degradación.  

• En el caso del material sólido se emplea RNase AWAYTM, impregnando un 

paño de papel con este material y frotando la superfície a descontaminar 

dentro de una cabina de extracción de gases, dejándo secar mínimo 1 hora 

antes de volver a manipular.  

• El DEPC (Diethylpyrocarbonate) se añade al agua que se utilizará como 

disolvente de distintas soluciones. Para ello, añadir 0.2 ml de DEPC por cada 

100 ml de agua Milli-Q y mezclar con agitación magnética en una cabina de 

extracción de gases. Una vez realizada la mezcla, inactivar el DEPC 

autoclavando el agua 121ºC durante 20 minutos.  

• Para evitar la ulterior contaminación del material con RNAsas, evitar tocar 

nada que no haya sido tratado con RNase AWAYTM o con DEPC, y cambiar 

los guantes siempre que sea necesario, evitando tocar con las manos aquellas 

zonas del guante que después tocarán el material a utilizar.  

 

Stock de bacterias electrocompetentes 

Medio LB     1.000 ml 

Cultivo líquido 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 electroporación, 

introducir DNA foráneo en la célula.  

• Partir de un cultivo líquido crecido de la cepa a electroporar.  

• Pasar el cultivo líquido 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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• Con el cultivo ya crecido, enfriarlo a 4ºC junto con el resto del material que se 

utilizará en el procedimiento. 

• Centrifrugar el cultivo a 9.000 rpm durante 10 min a 4ºC.  

• Descartar sobrenadante y resuspender el sedimento con el mismo volumen de 

agua fría Milli-Q estéril que el del medio descartado.  

• Repetir el lavado.  

• Resuspender el sedimento en 20 ml de glicerol 10% estéril y frío.  

• Centrifugar a 9.000 rpm durante 10 min a 4ºc.  

• Descartar el sobrenadante y resuspender el sedimento en 1 ml de glicerol 10% 

estéril y frío.  

• Alicuotar la suspensión en volúmenes de 50 µl y conservar a -80ºC. 

 

 

Electroporación 

Cubeta de electroporación de 2mm (Biorad) 1 cubeta por electroporación 

Medio SOC     1 ml  

DNA a electroporar       hasta 5 µl 

Cepa electrocompetente               50 µl 

Electroporador (Biorad) 

La electroporacion permite introducir DNA en células bacterianas electrocompetentes.   

• Trabajar en condiciones de frío hasta el momento de la electroporación.  

• Colocar en hielo la cubeta, el medio SOC, el DNA y la cepa competente.  

• Mezclar la cepa con el DNA e incubar durante 5 minutos.  

• Transferir la mezcla a la cubeta de electroporación evitando crear burbujas y 

realizar la descarga eléctrica en las siguientes condiciones: 

Voltaje    2,5 kV/cm2 

Capacitancia              25 µF 

Resistencia en paralelo           200 Ω 

  

• Tras la descarga, añadir rápidamente el medio SOC a la cubeta y transferir la 

mezcla a un tubo ésteril de 10 ml.  

• Incubar a 37ºC en agitación durante 1 hora y sembrar las células en los medios 

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

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

recombinación homóloga. Para su creación se realizó el siguiente protocolo: 

• Extracción del gen erm(B) con primers que contienen colas con dianas de 

restricción.  

• Amplificación de los extremos 5’ y 3’ del gen tet(M) del aislado 469.4 con 

dianas para encajar con el gen erm(B). 

• Purificación de los amplicones y posterior digestión.  

• Inactivación de las enzimas de digestión y ligación mediante ligasa T4.  

• Purificación del constructo y electroporación en células electrocompetentes del 

aislado 469.4. 

• Siembra de las células electroporadas en agar sangre con ERY y verificación 

del evento de recombinación mediante PCR.   
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Anexo II. Resoluciones del Comité Ético, aprobando la recolección de 
las muestras subgingivales empleadas en esta Tesis Doctoral.  
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Anexo III. Artículos publicados en revistas científicas en el marco de 
la Tesis Doctoral y los consentimientos de publicación.  
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Artículo enviado a la revista Frontiers in Microbiology, avalado por los revisores y 
pendiente de aceptación por el editor.  
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