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Resumen

La resistencia antibidtica (RA) es una amenaza a la salud publica. La propagacion
de genes de resistencia a antibidticos (GRA) se lleva a cabo principalmente por
mecanismos conjugativos gracias a la formacién de biopeliculas patégenas. Esto es
preocupante en poblaciones con una sobreutilizacidn de antibidticos, como en el
caso de personas con diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), ya que son susceptibles a
infecciones. Si a esto le sumamos que la hiperglucemia se asocia con un mayor
riesgo y severidad de periodontitis (PE), no solo representaria un problema a nivel
local, sino que toma relevancia si la multiresistencia antibiotica es adquirida a traves
de los microrganismos en las bolsas periodontales, comprometiendo tratamientos
en otros sitios del cuerpo humano. Objetivo: determinar la frecuencia con la que se
presentan ocho GRA en la microbiota de la cavidad oral de pacientes con
diagndstico de DMT2, PE generalizada y sin ellas. Métodos: este estudio transversal
incluyé 120 individuos distribuidos en cuatro grupos (grupo control, PE, DMT2 y
DMT2+PE). Se recolectdé una muestra de biopelicula bacteriana oral. Se extrajo el
ADN bacteriano y se utilizaron oligonucleétidos especificos para identificar GRA de
interés mediante la reaccién en cadena de la polimerasa punto final (PCR).
Resultados: en cuanto a la distribucion de los ocho GRA evaluados, tetQ fue el mas
abundante en todos los grupos, tetW'y ermB se presentaron aumentados en los
grupos de DMT2 y DMT2+PE, el gen cfxA se observo principalmente en individuos
con PE y finalmente mecA en personas sanas. Con respecto a la abundancia se
encontré que los individuos con DMT2, con o sin PE tienden a presentar desde
cuatro GRA o mas, en comparacion con el grupo control. Conclusion: la distribucién
de GRA en biopeliculas periodontales mostrd una prevalencia aumentada de GRA
que codifican resistencia a tetraciclinas y macrélidos principalmente, en menor

medida a los betalactamicos.

Palabras claves: resistencia antibiotica, genes de resistencia a antibidticos,
periodontitis, diabetes mellitus tipo 2.



Abstract

Antibiotic resistance (AR) is one of the main threats to global public health. The
accentuated exposure of antimicrobial agents leads to the dissemination of antibiotic
resistance genes (ARG), which spread by conjugative mechanisms due to the
formation of pathogenic biofilms. This is even more worrisome in populations with
an overuse of antibiotics, such as people with poorly controlled type 2 diabetes
mellitus (T2DM), as they are susceptible to infection. If we add to this that
hyperglycemia is associated with a higher risk and severity of periodontitis (PE), it
would not only represent a problem at the local level but also become relevant if
antibiotic multiresistance is acquired through microorganisms in periodontal pockets,
compromising any treatments in other sites of the human body. Objective: to
determine the frequency with which eight GRAs are present in the microbiota of the
oral cavity of patients diagnosed with T2DM, generalized PE and without them.
Methods: this cross-sectional study included 120 individuals distributed in four
groups (control, PE, T2DM, and T2DM+PE). A sample of oral bacterial biofilm was
collected. DNA was extracted, and specific oligonucleotides were used to identify
the ARG of interest by polymerase chain reaction (PCR). Results: regarding the
distribution of the eight GRAs evaluated, tetQ was the most abundant in all groups,
tetW and ermB were present in increased amounts in the T2DM and T2DM+PE
groups, the cfxA gene was mainly observed in individuals with PE, and finally, mecA
was present in healthy subjects. With respect to abundance, was found that
individuals with T2DM, with or without PE tend to present from four GRA or more,
compared to the control group. Conclusions: the distribution of GRA in periodontal
biofiims showed an increased prevalence of GRA encoding resistance to

tetracyclines and macrolides mainly, and to a lesser extent to beta-lactams.

Keywords: antibiotic resistance, antibiotic resistance genes, periodontitis, type 2

diabetes mellitus.



l. Introduccién

La periodontitis (PE) es una condicién inflamatoria impulsada por la respuesta
inmunitaria del huésped, en estrecha relacidén con la presencia de microorganismos
patdogenos. Esta interaccion conduce a la degradacion progresiva de los tejidos de
soporte periodontal. A nivel fisiopatolégico, se han identificado rutas moleculares
especificas que desencadenan la activacion de enzimas proteoliticas endogenas,
responsables de la destruccion de fibras marginales del ligamento periodontal. Este
proceso también favorece el desplazamiento apical del epitelio de unién y la
expansion de la biopelicula sobre la superficie radicular, extendiéndose hacia el
hueso alveolar y provocando su reabsorcion (Tonetti et al., 2018). La presentacién
clinica de la PE difiere segun la edad del paciente, distribucion y gravedad de la
pérdida de insercion dentro del arco dental. Sin embargo, también existe evidencia
suficiente para considerar que dentro del contexto de las enfermedades sistémicas
que alteran gravemente la respuesta inmune del huésped, las manifestaciones
periodontales patolégicas suelen estar presentes en estados de gravedad
importante. Una de las enfermedades sistémicas con mayor asociacion a la PE es
la Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2), particularmente en los casos donde los
pacientes tienen un mal control de esta enfermedad sistémica (Polak & Shapira,
2018).

Un mal control de la DMT2 conduce a estados hiperglucémicos principalmente por
un defecto relativo en la secrecion de insulina estimulada por la glucosa que es
insuficiente para compensar la resistencia a la insulina, alterando la respuesta
inmunitaria del huésped, volviéndolo susceptible a diferentes infecciones
recurrentes y graves (Alvarenga et al., 2021). Por lo que el uso de antimicrobianos
se vuelve necesario y mas frecuente en individuos que viven con DMT2 con mal
control, promoviendo asi una mayor resistencia a antibiéticos (RA) e impactando

negativamente en el control de infecciones (Akash et al., 2020).

La DMT2 y la RA son dos de los principales problemas de salud publica global, su

prevalencia aumenta constantemente en todo el mundo y el alto riesgo de presentar



dificultad para tratar infecciones potencialmente mortales indica una coexistencia

sinérgica de ambas condiciones (Boyanova & Mitov, 2013).

La adquisicidn de patrones RA e inclusive de virulencia, entre los microorganismos
de distinta progenie se lleva a cabo por medio de un mecanismo de transferencia
horizontal genética (THG) y puede volverse clinicamente relevante cuando ocurre
entre distintos nichos del cuerpo humano; tal es el caso de los dos sitios con mayor
cantidad de microorganismos como es la cavidad oral y el tracto gastrointestinal. La
propagacion genética entre estos dos habitats es esperable dada la relacion
anatdmica entre ambos; a esta esta conexion se le suma la circulacion sistémica
donde la informacién genética de los microorganismos patdégenos podria moverse
directamente al sistema circulatorio humano y luego a otros lugares (Jeong et al.,
2019). En este sentido, es crucial investigar los patrones de presentacion de los
principales genes de resistencia a antibidticos (GRA) en diferentes ubicaciones
topograficas de la cavidad oral, y no solo por la posibilidad de infecciones resistentes
de manera local, sino también por la posible asociacién con infecciones resistentes,
recurrentes y complejas en otros nichos del cuerpo humano en individuos

sistémicamente comprometidos.
Justificacion

No existen reportes de la diversidad y abundancia de los GRA provenientes de la
microbiota oral con presencia de PE en personas con DMT2. El que se determine
esto es fundamental, pues implicaria que, de estar presentes en cantidad vy
diversidad considerable, serian capaces de “alojar’ y posteriormente transmitir
informacion genética a microorganismos que estén de paso por la cavidad oral y
que tengan potencial patdogeno en otras partes del cuerpo, complicando cualquier

infeccién presente o futura.

Al identificar la diversidad y abundancia de GRA en esta poblacion, se genera una
aproximacion epidemiolégica que permite inferir patrones actuales de presién

antibidtica, de forma que se puedan realizar propuestas para corregir y/o modificar
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los esquemas antibidticos vigentes que se manejan en dicha poblacion. De esta
forma este proyecto impacta en la salud del individuo, pero también a nivel de salud

publica.

Il. Antecedentes

Resistencia a antibiéticos

La RA es una amenaza mundial, proyectandose a ser una de las principales causas
de muerte en el futuro préximo. Esta aumentando no solo en las infecciones
nosocomiales, sino también en las adquiridas en la comunidad (Nufez et al., 2020).
Es un mecanismo natural que permite la supervivencia de los microorganismos y su
aumento se debe a la transferencia de informacién genética entre patdgenos
(Burmeister, 2015).

Los GRA forman parte de la plasticidad fenotipica que posee un microbioma para
contrarrestar su extincion y son el resultado de un proceso evolutivo cuya frecuencia
se rige por factores mecanicistas influenciados por impulsores evolutivos. Entre
estos impulsores evolutivos se encuentran el uso de antibidticos en humanos,
animales y en la produccion agricola, asi como también la transmision bacteriana,
la higiene, el saneamiento, la reutilizacion del agua y el contexto sociocultural entre
las diferentes poblaciones. Por lo tanto, el amplio universo mecanicista de
resistencia depende de eventos selectivos que son proporcionales al tiempo de
exposicion (Baquero et al., 2021). En este contexto, el uso antropogénico de
antimicrobianos ha dado lugar histéricamente a un aumento operativo de RA en
diferentes areas médicas (Podolsky, 2018), lo que también ha permitido identificar
los principales GRA adquiridos por patégenos que constituyen un riesgo para la

salud humana (Tacconelli et al., 2018).

En un escenario coevolutivo humano-bacteria-gen, la adquisicion de GRA en

microorganismos comensales y patdégenos ocurre principalmente a través de la
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THG, mediante elementos genéticos méviles como los plasmidos, bacteriéfagos o

transposones (Baron et al., 2018; Wheatley et al., 2021).

La THG se puede definir como el movimiento de informacion genética de un

microorganismo a otro que no es su progenitor, y se han descrito tres mecanismos:

« Transformacion: las bacterias toman ADN de su entorno
« Transduccion: los bacteriéfagos mueven genes de una célula a otra
« Conjugacion: las bacterias transfieren genes directamente a otra célula

Probablemente el mecanismo mas importante de diseminacién de genes es la
transmision mediada por plasmidos. Estos son elementos extracromosdémicos no
esenciales para la bacteria que a menudo portan genes que confieren ciertas
caracteristicas a las bacterias como son resistencia, virulencia y persistencia en
condiciones extremas. A menudo presentan una gran facilidad de conjugacion entre
especies, lo que les adjudica un importante papel en la evolucion de las bacterias

por su facil transmision tanto horizontal como vertical (Beceiro et al., 2012).

La THG favorece la formacion de biopeliculas y, a la inversa, las biopeliculas con
mayor densidad favorecen una mayor THG, esta interconexién establecida de
biopeliculas multiespecie puede producir combinaciones genéticas completamente
nuevas (Madsen etal.,, 2012), que en condiciones de estrés bacteriano y la
deteccion de quérum favorece la densidad celular y regula los mecanismos de
virulencia y resistencia (Zhao et al., 2020). Adicionalmente, el sitio de infeccion
especifico (nicho) con biopeliculas densas con baja actividad metabdlica contribuye
a reducir la susceptibilidad a los antibiéticos (Crabbé et al., 2019). EI 40% de la THG
del microbioma humano se produce entre bacterias del mismo nicho (internicho), y
el 60% restante aun se desconoce el mecanismo por el cual se produce, sin
embargo, existen dos teorias principales: i) transferencia de ADN antes de la

colonizacion de microorganismos al cuerpo humano y ii) de un sitio del cuerpo a otro
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(entre-nichos) ya sea durante los estados de enfermedad o a lo largo de la vida del
individuo (Jeong et al., 2019).

El establecimiento de biopeliculas multiespecie en nichos especificos proporciona
un entorno ideal para que ocurra la "conjugacion" principalmente entre bacterias
Gram negativas. Este mecanismo es considerado el mas eficiente y, por lo tanto, el
mas utilizado por las bacterias para llevar a cabo la THG, esto debido a que las
biopeliculas favorecen el contacto fisico entre células. Ademas, las biopeliculas
también favorecen la THG por medio de transposones, la cual generalmente ocurre
entre bacterias Gram positivas. Sin embargo, los elementos genéticos moviles
implicados en la THG pueden potencialmente propagarse desde una célula de la
misma especie a otras especies, entre Gram negativo y Gram positivo, incluso de

bacterias a levaduras (Madsen et al., 2012).

La THG puede propiciar un entorno clinico preocupante en el humano vinculado con
la RA cuando ocurre entre nichos. Actualmente los dos sitios con la mayor cantidad
de genoma bacteriano relacionado son el tracto gastrointestinal y la cavidad oral.
Esta propagacion genética entre nichos se ha explicado por la relacién anatomica
que existe entre estos sitios. Conjuntamente también existe una relacion estrecha
entre microbiomas de la cavidad oral y el tracto gastrointestinal con la sangre, lo
que sugiere que existe informacion genética que podria moverse directamente de
estos sitios al sistema circulatorio humano y luego a otros sitios (Jeong et al., 2019).
En este sentido radica la importancia de informar los patrones de presentacion de
los GRA en nichos patoldgicos de la cavidad oral debido a su posible asociacion

con infecciones complejas en otros sitios del cuerpo humano.

Aun existe una brecha muy amplia en cuanto al conocimiento en la forma de
presentacion de los patrones de GRA, si bien la RA es un mecanismo primitivo
incluso previo al uso de productos farmacéuticos antimicrobianos, se ha establecido
que el empleo de antibitticos tanto en humanos como en animales domésticos ha
sido el punto de quiebre para propiciar ambientes fuertemente contaminados con

metabolitos antimicrobianos; esto ha ocasionado una presion selectiva sin
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precedentes que se ve reflejado en una evolucion y propagacion de RA particular
en cada region. La evolucion suele ocurrir en pasos, el primer paso puede ser la
presencia de un GRA cromosdmico con secuencias de insercion o incluso a través
de integrones, que proporcionan movilidad intracelular. La reubicacién intracelular
genética, por ejemplo, en un plasmido, permite que se mueva horizontalmente a
través de cepas y especies bacterianas. En cualquier momento del proceso, la
transferencia fisica de la bacteria portadora de GRA a través de las biopeliculas,
capacidad descrita como “conectividad ecologica”, probablemente esté aumentando
en la mayoria del proceso. Todas estas oportunidades de transferencia pueden
promoverse mediante el uso de antibidticos. Sin embargo, hay que destacar que la
mayoria, si no todos, los procesos de reubicacion intracelular genética ocurren
también en ausencia de antibioticos, pero a un ritmo distinto (Larsson & Flach,
2022).

Entre los antimicrobianos de uso mas frecuente en la practica clinica se encuentran
la amoxicilina sola o combinada con &cido clavulanico, la azitromicina, la
clindamicina, la ciprofloxacina, el esquema gentamicina-metronidazol, asi como la
penicilina y la tetraciclina. Por lo que los genes examinados con mayor frecuencia
con base a los antibidticos utilizados habitualmente son genes que codifican
resistencia para B-lactamicos (bla tem, bla shv, bla oxa-1-ike, pbp 2b, bla ctx-m, mec A),
aminoglucosidos (aac (6 ')), macrdélidos (erm) y metronidazol (nim). Y con menos
frecuencia los genes de las carbapenemasas (bla kec, bla wp, bla vivm, bla nom y bla
oxa-48) (Almeida et al., 2020).

En un estudio realizado en Brasil con 22 individuos sistémicamente sanos con la
presencia de gingivitis y PE se encontré que en el 78% de los pacientes presentaban
por lo menos un GRA y el mas comun fue erm (58%), seguido de bla TEM
(16.4%), mec A (2.7%), pbp 2b 'y aac (6 ') (1.8%). La proporcion de GRA fue mayor
en pacientes enfermos; sin embargo, no se observd una significancia
estadistica. Otros estudios han informado previamente una mayor prevalencia de
GRA en sitios periodontales comprometidos. Estos hallazgos podrian explicarse por
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la abundancia de especies gramnegativas en las lesiones periodontales. Las
bacterias Gram negativas generalmente tienen una alta tasa de transferencia

horizontal genética, lo que conduce a la ubicuidad de los GRA (Almeida et al., 2020).

Los mecanismos de RA que poseen los microorganismos y que representan una
relevancia clinica son: permeabilidad reducida, transporte activo de antibiéticos,
modificacion y proteccion del objetivo, inactivacion o modificacion del farmaco y una
derivacion de destino. La resistencia a betalactamicos se lleva a cabo a través de
los genes como cfxA y blaTEM, que participan en la produccion de betalactamasa
y, por lo tanto, contribuyen a la degradacién hidrolitica del farmaco, asi como
también mecA, el cual favorece la produccidn de proteinas de unidn a penicilinas y,
por lo tanto, participa en la biosintesis de peptidoglicanos. Resistencia a macrélidos
(ermA, ermB y ermC) y tetraciclinas (tetM, tetQ y tetW), involucrados en las
metilaciones y modificaciones ribosomales para impedir el principal mecanismo de
accion de estos farmacos, que es la union a los ribosomas bacterianos (Darby et al.,
2023).

Los antibioticos B-lactamicos constituyen el grupo mas ampliamente utilizado en la
practica clinica, y ejercen su efecto al interferir con el entrecruzamiento estructural
de los peptidoglicanos en la pared celular bacteriana. En las ultimas décadas, se ha
observado un incremento acelerado en el numero de aislados clinicos resistentes a
estos compuestos. En la Figura 1 se representa a la transferencia conjugativa y la
ruta molecular de resistencia bacteriana a antibidticos B-lactamicos, en la que se
ilustran los principales mecanismos que permiten a las bacterias evadir su accion,
incluyendo: i) la produccién de B-lactamasas como AmpC (clase C) y BlaZ (clase
A), ambas con serina en el sitio activo, que confieren resistencia mediante la
hidrdlisis de cefalosporinas o penicilinas, respectivamente, y presentan diferente
sensibilidad frente a inhibidores como el acido clavulanico; ii) la modificacién o
sintesis de proteinas blanco, como las proteinas de unién a penicilinas (PBPs), entre
ellas MecA, PBPS5 y PBP2a, esenciales para los procesos de transpeptidacion y

transglicosilacién del peptidoglicano; iii) la alteracién de porinas en la membrana
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externa (como OprD), que limita la entrada del antibiético; y iv) la activacion de

bombas de expulsion (efflux), como el sistema MexAB-OprM, que favorece la

eliminacion activa del farmaco. Ademas, se destacan multiples reguladores

transcripcionales (NalC, MexR, AcrR, entre otros) y componentes de sefalizacion

que modulan la expresion de genes de resistencia. Esta red molecular refleja la

complejidad adaptativa de los patdgenos clinicos frente a la presion antibidtica, y

subraya la importancia de comprender estos procesos para el disefio de estrategias

terapéuticas y de vigilancia epidemioldgica (Kanehisa, 2019).
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Figura 1. Vias por las que se llevan a cabo las modificaciones estructurales de las
bacterias resistentes a betalactdmicos. Recuadros en color verde claro muestran
las principales estrategias por las que un microorganismo reduce su susceptibilidad
a betalactamicos. Fuente: bases de datos KEGG map01501 (Kanehisa, 2019).
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Los estados de disbiosis en la cavidad oral, como lo es la PE, y los procedimientos
invasivos a menudo provocan daino tisular. Los epitelios lesionados permiten la
transferencia pasiva de bacterias orales al torrente sanguineo, por lo que pueden
translocarse y llegar a otras partes del cuerpo (Almeida et al., 2020). Esto explicaria
en gran medida la presencia de microbioma oral en distintos nichos del cuerpo

humano.

Periodontitis

La PE es una condicion compleja de origen multifactorial que afecta la cavidad
bucal, caracterizada por una inflamacién crénica desencadenada por el acimulo de
biopeliculas  microbianas  patdégenas localizadas tanto supra como
subgingivalmente. Esta alteracidon ecoldgica, o disbiosis, favorece una respuesta
inmunitaria exacerbada que culmina en la degradacién progresiva de los tejidos que
sostienen al diente (Sanz et al., 2018). Sus caracteristicas principales incluyen la
pérdida de soporte del tejido periodontal, que se manifiesta a través de la pérdida
de insercion clinica, pérdida 6sea alveolar evaluada radiograficamente, presencia

de bolsas periodontales y sangrado gingival (Papapanou et al., 2018).

Tiene una prevalencia del 45 al 50% en adultos en su forma mas leve, y se eleva a
mas del 60% en personas mayores de 65 afos. Se estima que la PE generalizada
afecta al 11.2% de la poblacién adulta global, y es una de las principales causas de
pérdida dental, lo cual da como consecuencia una dificultad nutricional, alteraciones
del habla, baja autoestima y peor calidad de vida en general (Buset et al., 2016;
Sanz et al., 2018).

Los criterios para el diagnostico de PE son mediante la evaluacion de la calidad de
insercion por medio de una sonda periodontal milimétrica en los dientes presentes,
donde se considera como PE generalizada si mas del 30% de los dientes
sondeados presentan una profundidad de bolsa >3 mm y >2 mm en la pérdida de
insercion (Armitage, 1999).

« Patogenia
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La PE es el resultado de interacciones complejas entre la biopelicula y la respuesta
inmune inflamatoria, y se estima que esta ultima es la causante de casi el 80% de
dafio al tejido periodontal (Shi et al., 2020).

La microbiota oral en seres humanos posee mas de 700 especies de
microorganismos que incluyen simbiontes inofensivos, comensales y patdégenos
oportunistas (Shi etal., 2020). Existe una relacion simbidtica entre los
microorganismos residentes de la biopelicula, incluidas las interacciones entre las
diferentes especies bacterianas y la respuesta inmune inflamatoria de los
huéspedes a esa biopelicula. Sin embargo, existe un conocimiento limitado de los
factores clave que mantienen este equilibrio estable y de la importancia y el papel
de los comensales orales en la proteccion contra el desarrollo de disbiosis (Meyle &
Chapple, 2015).

Estudios recientes que han examinado las interacciones huésped-bacteria
revelaron que las bacterias comensales no solo protegen al huésped mediante la
ocupaciéon de un nicho, sino que también parecen crear un entorno que promueve
el desarrollo de una estructura y funcién saludables del tejido periodontal. Estos
datos indican que las comunidades polimicrobianas asociadas con el hospedador,
como las que se encuentran en la cavidad oral, evolucionaron juntamente con el ser
humano y se han convertido en una parte integral de la salud general. De hecho, se
ha planteado considerar al microbioma como un 6rgano humano (Ley et al., 2008;
Roberts & Darveau, 2015).

Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythiay Treponema denticola, también
conocidas como bacterias del complejo rojo, son persistentes en la PE crénica
(Socransky et al., 1998). El desarrollo y la progresion de la PE pueden no depender
de la presencia de una bacteria o complejo bacteriano especifico, es decir, que la
PE es el resultado de una interaccion de bacterias multiespecie que influyen
directamente en la respuesta inmunitaria proinflamatoria del huésped (Dommisch &
Kebschull, 2021).
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El desarrollo de un entorno microbiano disbiético en el periodonto y la exacerbacion
proinflamatoria ocurren en un nicho propicio que es la bolsa periodontal, la cual tiene
un avance progresivo dependiente de la pérdida de insercidn epitelial. Este
concepto describe un cambio de un entorno microbiano simbiético al desarrollo de
disbiosis dentro de la biopelicula que involucra a los llamados patégenos clave,
como P. gingivalis. Los patdogenos periodontales como P. gingivalis pueden invadir
el tejido periodontal y con ello exacerbar la respuesta inmune con concentraciones
crecientes de mediadores proinflamatorios que pueden potenciar la degradacion
periodontal. Ademas, varios patdégenos periodontales son capaces de producir
proteasas que afectan directamente a los tejidos y las respuestas inmunitarias del
huésped (Dommisch & Kebschull, 2021).

Diabetes mellitus tipo 2

La DMT2 forma parte de un conjunto de trastornos metabdlicos definidos por
concentraciones elevadas de glucosa en sangre. Esta variante se distingue por una
produccion insuficiente de insulina y por la incapacidad del organismo para
contrarrestar eficazmente la resistencia periférica a dicha hormona (Thomas &
Philipson, 2015). De todas las formas de diabetes, la DMT2 representa del 90 al
95% de los casos. Esta forma de diabetes engloba a las personas que tienen una
deficiencia relativa y resistencia periférica a la insulina (American Diabetes
Association, 2020).

La DMT2 es un problema de salud publica global. Se estima que hay 415 millones
de adultos de 20 a 79 afos con diabetes en todo el mundo, incluidos 193 millones
que no han sido diagnosticados. De los que cuentan con un diagndstico de DMT2,
el 80% de los casos viven en paises de ingresos medios y bajos. En América Latina,
los dos paises lideres en el numero de casos son Brasil (14.3 millones) seguido de
México (11.5 millones) (Bello-Chavolla et al., 2017; Sanz et al., 2018).

Se estima que otros 318 millones de adultos en todo el mundo tienen intolerancia a

la glucosa, lo que los pone en alto riesgo de desarrollar la enfermedad. Si no se

19


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.javeriana.edu.co/topics/medicine-and-dentistry/impaired-glucose-tolerance
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.javeriana.edu.co/topics/medicine-and-dentistry/impaired-glucose-tolerance

detiene el aumento en el numero de casos de DMT2, para el 2040 habra mas de
642 millones de personas que viviran con la enfermedad. Lo cual representaria que
la diabetes seria la causa de mas de cinco millones de muertes anuales, con costos
sanitarios que superan los 1800 millones de ddlares anuales, esto segun las ultimas

cifras globales reportadas en 2015 (Sanz et al., 2018).

La hiperglucemia crénica produce alteraciones en el metabolismo de los
carbohidratos, lipidos y proteinas, lo cual se reflejaria en una disfuncion y fallo a
largo plazo de varios 6rganos y tejidos. Los dafos ocurren principalmente a nivel
microvascular lo que repercute especialmente en los ojos, el tejido nervioso y en
organos vitales como los rifiones y el corazén (American Diabetes Association,
2020). El crecimiento de la poblacién, el envejecimiento y los cambios importantes
en el estilo de vida han contribuido a una mayor prevalencia de la DMT2 y sus
comorbilidades; esto hace que la atencion médica para la DMT2 represente un costo
elevado para el sistema nacional de salud, asi como gastos importantes para los

pacientes y sus familias (Bello-Chavolla et al., 2017).

La etiologia de la DMT2 es multifactorial, y se sabe que los factores ambientales
son predominantes para el desarrollo de este tipo de diabetes comparado con la
predisposicidon genética. El aumento de peso en la poblacion general, resultado de
dietas altas en grasas y calorias, asi como un estilo de vida sedentario, son
predisponentes a un fenotipo clinico llamado sindrome metabdlico que incluye
resistencia a la insulina, obesidad en la parte superior del cuerpo, hipertension,
hipertrigliceridemia y concentraciones bajos de colesterol unido a lipoproteinas de
alta densidad, promoviendo que las personas tengan alto riesgo de intolerancia a la

glucosa y diabetes (Polonsky, 2012).

La DMT2 ocurre con frecuencia en embarazadas con diabetes gestacional previa,
personas con hipertension y dislipidemia, y en ciertos grupos raciales
(afroamericanos, nativos americanos, latinos y asiatico americanos). La
predisposicidén genética en la DMT2 aun no es muy clara; no se ha identificado un

locus de susceptibilidad genética predominante en esta enfermedad. Se han
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identificado mas de 40 variantes genéticas que aumentan el riesgo de DMT2, pero
en conjunto estas variantes solo representan el 10% de la heredabilidad del
trastorno. Las personas que poseen estas variantes genéticas tienen un riesgo del

10 al 15% mas que las personas que no las tienen (Polonsky, 2012).

La edad es uno de los factores determinantes en la incidencia de DMT2, que varia
de 3.2% en personas de 20 a 29 afos, 32.75% en la poblacion de 60 a 69 afios y
desciende al 26.21% en personas mayores de 70 afos. La DMT2 de aparicién
temprana (personas menores de 40 afios) aumenta la existencia de complicaciones
cronicas relacionadas con la enfermedad, asi como la carga social y econémica en

edades productivas de las personas (Bello-Chavolla et al., 2017).
e Fisiopatologia de la DMT2

Cuando las células B presentan disfuncion, la liberacion de insulina se ve
comprometida, lo que dificulta el mantenimiento de la homeostasis glucémica.
Paralelamente, la resistencia a la insulina favorece una mayor produccion hepatica
de glucosa y reduce su absorcion en tejidos como el musculo esquelético, el higado
y el tejido adiposo. Aunque ambos mecanismos suelen coexistir desde las etapas
iniciales de la enfermedad y contribuyen a su instauracién, la afectacién de las
células B tiende a ser mas determinante. La presencia simultanea de resistencia
insulinica y deterioro de la funcion B-pancreatica intensifica la hiperglucemia vy

acelera la progresion de la DMT2 (Galicia-Garcia et al., 2020).

Fisiologicamente, las células B pancraticas son responsables de la produccion de
insulina, que se sintetiza como preproinsulina. En el proceso de maduracion, la
preproinsulina sufre una modificacion conformacional llevada a cabo con la ayuda
de varias proteinas en el reticulo endoplasmico (RE) para producir
proinsulina. Posteriormente, la proinsulina se transloca desde el RE al aparato de
Golgi (AG), ingresa en vesiculas secretoras inmaduras y se escinde en péptido C e
insulina (Bunney et al., 2017; Fu et al., 2012).
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Una vez que la insulina ha alcanzado su forma funcional, se conserva en granulos
intracelulares hasta que se activa su exocitosis. Este proceso se inicia
predominantemente en respuesta a concentraciones elevadas de glucosa en
sangre. No obstante, también pueden participar otros estimulos en la induccién de
su liberacion, como ciertos aminoacidos, acidos grasos y sefales hormonales
(Boland et al., 2017). Cuando aumentan las concentraciones de glucosa circulante,
las células B absorben glucosa principalmente a través del transportador de glucosa
2 (GLUTZ2). Tras el ingreso de glucosa a la célula, se activa su metabolismo, lo que
incrementa la proporcion de ATP respecto a ADP en el citoplasma. Este cambio
energético provoca el cierre de los canales de potasio sensibles a ATP en la
membrana plasmatica, generando su despolarizacion. Como consecuencia, se
abren los canales de calcio dependientes de voltaje, permitiendo el ingreso de Ca?*
al interior celular. El aumento de calcio intracelular facilita la aproximacion y fusion
de los granulos que almacenan insulina con la membrana plasmatica,
desencadenando asi su liberacion mediante exocitosis (Fu et al., 2012; Boland
et al., 2017; Galicia-Garcia et al., 2020).

Para que ocurra una disfuncion de las células B, la evidencia reciente sugiere que
en la DMT2 podria deberse a una red compleja de interacciones entre el medio
ambiente y diferentes vias moleculares implicadas en la biologia celular (Halban
et al.,, 2014). Cuando las células B estan sujetas a eventos téxicos que incluyen
inflamacion, estrés en el RE, estrés metabdlico/oxidativo, estrés amiloide, todo esto
tiene el potencial de producir una pérdida de integridad en los islotes de Langerhans
(Christensen & Gannon, 2019).

La presencia excesiva de acidos grasos libres junto con concentraciones elevadas
de glucosa en sangre contribuye al deterioro funcional de las células 3 pancreaticas,
principalmente mediante la induccion de estrés en el reticulo endoplasmico (RE) y
la activacion de vias apoptéticas asociadas a la respuesta de proteinas mal
plegadas (UPR). En el contexto de la obesidad, fendbmenos como la lipotoxicidad,

glucotoxicidad y glucolipotoxicidad generan un entorno metabdlico y oxidativo
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adverso que compromete la viabilidad celular. El estrés provocado por
concentraciones altas de acidos grasos saturados puede activar la UPR a través de
distintos mecanismos, entre ellos la inhibicion del reticulo sarco/endoplasmico
Ca?* ATPasa (SERCA) responsable de la movilizacion de Ca 2* al RE; activacién de
los receptores inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) o deterioro directo de la homeostasis del
reticulo endoplasmico. Por otro lado, la hiperglucemia sostenida incrementa la
sintesis de proinsulina y de polipéptidos amiloides de los islotes (IAAP),
favoreciendo su acumulacion en formas mal plegadas y elevando la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) derivadas del estrés oxidativo proteico. Estos
procesos alteran la dinamica fisioldgica del calcio en el RE, promueven sefiales
proapoptoticas, inducen la degradacién del ARNm de proinsulina y estimulan la
liberacion de interleucina-1p, lo que atrae macréfagos y exacerba la inflamacion
local en los islotes pancreaticos. En conjunto, las alteraciones en la sintesis de
precursores de insulina, en su procesamiento y en los mecanismos de secrecion,
constituyen factores clave en la disfuncion secretora de las células 3, considerada
el eje central de la insuficiencia pancreatica en la DMT2 (Galicia-Garcia et al., 2020;
Halban et al., 2014; Christensen and Gannon, 2019).

PE y DMT2 como enfermedades bidireccionales

Las bases de las pruebas de asociaciones independientes entre la PE y la DMT2
estan establecidas desde hace mucho tiempo, y se ha informado de una influencia
de doble direccionalidad. En la direccion diabetes-periodontitis, la hiperglucemia se
asocia con un mayor riesgo y gravedad de PE y peores resultados en la terapia

periodontal (Sanz et al., 2018).

La evaluacién médico-odontoldgica es crucial para la deteccion temprana de DMT2;
de hecho, existen datos clinicos como la supuracién en la PE y los indicadores de
la gravedad de la enfermedad periodontal, que, junto con los métodos de evaluacion
de riesgos de presentar diabetes, mejoran significativamente las tasas de deteccién

de DMT2. En un estudio realizado en EE. UU., la deteccidn de diabetes en el entorno
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dental fue eficaz para identificar tanto la prediabetes como la diabetes, y la deteccién
temprana llevé a la induccion de medidas rentables en el cambio de estilo de vida
que dieron como resultado que una proporcion significativa de pacientes pasaran

de la prediabetes a la normoglucemia durante el periodo de prueba. En Reino

Unido, el Instituto Nacional de Excelencia Clinica ha sugerido que otros
profesionales de la salud, ademas de los médicos, incluidos los dentistas, deberian
realizar pruebas de deteccién de diabetes como un protocolo en la atencion primaria
de la consulta ambulatoria (Albert et al., 2012; Sanz et al., 2018).

En la direccidn periodontitis-diabetes, la PE se asocia con concentraciones séricas
significativamente elevadas de HbA1C en personas sin diabetes y en aquellos con
diabetes, y aun no queda claro si hay una relacion directa entre la gravedad de la
PE vy las complicaciones cardio-renales en la diabetes (Genco, 2013). La PE
también se asocia con dislipidemia y elevaciones de los marcadores de estrés
oxidativo en el suero de personas con DMT2 (Em etal., 2011). La evidencia
emergente también indica que las personas con PE tienen un mayor riesgo de
desarrollar DMT2 (Demmer, 2008; Simpson et al., 2015).

En cuanto al impacto del tratamiento periodontal sobre las concentraciones séricas
de HbA1C, se demostrd una reducciéon media de la HbA1C del 0.36% (intervalo de
confianza [IC] del 95%: 0.19; 0.54) a los 3 meses, un resultado consistente con
metaanalisis previos (Sanz etal., 2018). Estos datos parecieran no tener una
relevancia clinica significativa, sin embargo, si lo comparamos con estudios
realizados a 12 meses con un control periodontal adecuado (tratamiento basado en
desbridamiento de tejido blando, raspado y alisado de superficies dentales
quirurgico y no quirurgico, asi como el uso de antibiéticos locales o sistémicos), la
evidencia es aun mas significativa en el adecuado control de la DMT2, comparado

con los estudios a 3 o inclusive a 6 meses (Aiuto et al., 2021).

e Respuesta del huésped de un individuo con DMT2 a la inflamacién local por
PE
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Los microorganismos colonizadores en las superficies mucosas orales, junto con
peligrosas moléculas de sefalizacion endégena como el ATP o el ADN
extracelulares, activan el inflamasoma, lo que resulta en la posterior secrecién de
las citocinas proinflamatorias IL-13 e IL-18. Esta activacion del inflamasoma esta
mediada por la actividad de la caspasa-1 (Meyle & Chapple, 2015). Que junto con
especies reactivas de oxigeno ocurre un estrés oxidativo en la PE, este proceso
puede resultar en retroalimentacion positiva en la respuesta del huésped asi como

en la cronicidad de la inflamacion (Sa et al., 2020; Yilmaz and Lim Lee, 2015).

En personas con diabetes las reacciones inflamatorias locales dentro de los tejidos
periodontales estan moduladas por la desregulacién metabdlica asociada (es decir,
las respuestas tisulares a los estimulos inflamatorios aumentan en la diabetes mal
controlada, esto debido a la unién de la glucosa, los productos finales de la glicacion
avanzada y las lipoproteinas de baja densidad oxidadas a sus componentes
complementarios en la superficie de los receptores de neutréfilos). Estas respuestas
celulares hiperinflamatorias conducen a una rapida destruccion tisular y pérdida de
insercion (Sonnenschein & Meyle, 2015). Esta explicacion especifica proporciona
un ejemplo clasico de cémo los cambios en la fisiologia humana y el medio ambiente
pueden alterar el delicado equilibrio entre una respuesta del huésped al desafio

microbiano oral.

La hiperglucemia crénica (>200 mg/dl) se asocia con una reduccion de la actividad
neutrofilica, asi como con una fagocitosis leucocitaria debilitada. Debido a esta
inmunosupresion, los pacientes con diabetes mal controlada no solo son
susceptibles a PE sino también a otras infecciones recurrentes de origen bacteriano
o viral en distintas partes del cuerpo, incluso infecciones poco frecuentes, pero
potencialmente mortales. Esto implica que las personas con DMT2 son
consideradas un grupo de riesgo para infecciones locales y son mas susceptibles a
desarrollar condiciones sistémicas severas, por o que su consumo de

antimicrobianos es mas notable (Boyanova & Mitov, 2013).
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La finalidad de la presente investigaciéon es proporcionar informacion relevante
sobre la presencia de GRA de la microbiota oral en personas con diagnéstico de PE
sin enfermedades sistémicas, personas con DMT2 sin enfermedad periodontal,
personas con el diagnostico de ambas enfermedades y comparar los resultados con
muestras de un grupo de personas control. Esto representaria un punto de inflexién
en un escenario potencial sobre la dinamica de la THG en personas susceptibles a
la RA.
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Il. Hipotesis
La presencia de GRA en la microbiota de la cavidad oral de pacientes con

diagnostico de DMT2 y PE generalizada es mas diversa y abundante que en

sujetos sanos.
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V. Objetivos

Objetivo general

Determinar la frecuencia con la que se presentan ocho GRA en la microbiota de la

cavidad oral de pacientes con diagnostico de DMT2, PE generalizada y sin ellas.

Objetivos especificos

- ldentificar la presencia de bla-TEM, ermC, cfxA, tetW, tetQ, ermA, ermB y
mecA en muestras de cavidad oral de pacientes con DMT2 y PE
generalizada.

- ldentificar la presencia de bla-TEM, ermC, cfxA, tetW, tetQ, ermA, ermB y
mecA en muestras de cavidad oral de pacientes con DMT2 sin PE
generalizada.

- ldentificar la presencia de bla-TEM, ermC, cfxA, tetW, tetQ, ermA, ermB y
mecA en muestras de cavidad oral de pacientes con PE generalizada sin
DMT2.

- ldentificar la presencia de bla-TEM, ermC, cfxA, tetW, tetQ, ermA, ermB y
mecA en muestras de cavidad oral de pacientes sin DMT2 ni PE
generalizada.

- Analizar y comparar la frecuencia en la que se encontraron los ocho GRA en

cada uno de los grupos.
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V. Materiales y Métodos
Disefo y seleccion de pacientes

Este estudio transversal incluyé a 120 individuos que acudieron a consulta de
primera vez o subsecuente a la Clinica de Odontologia “Benjamin Moreno Pérez”
de la Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma de Querétaro (COFM-UAQ)
y al Centro de Atencion a la Diabetes del Instituto Mexicano del Seguro Social
(CADIMSS).

Los participantes se dividieron en cuatro grupos, cada uno compuesto por 30
individuos: un grupo con diagnostico de DMT2 mas PE, un grupo unicamente con
diagnostico de DMT2, un grupo que presentaba solo PE y un grupo control con
personas aparentemente sanas sin DMT2 ni PE (Cuadro 1). Para los grupos que
incluyeron a personas con DMT2, estos debian tener al menos cinco afos con la
enfermedad, asi como la concentracion de glucosa plasmatica entre 70 y 300 mg/dl,
medidos mediante una prueba rapida de glucosa plasmatica (PRGP) al momento
de la toma de muestra. Para los grupos con PE, el diagndstico se realizé de acuerdo
con los criterios de PE generalizada (mas del 30% de los sitios evaluados con
profundidad de bolsa >3mm y una pérdida de insercién epitelial >2mm) (Armitage,
1999), dichos criterios correspondientes a una forma clinica de gravedad de la
enfermedad periodontal equivalente a estadios I, Ill y IV segun la nueva
clasificacion del 2017 de la enfermedad periodontal y peri-implantar propuesta por
la Academia Americana de Periodontologia (AAP) en conjunto con la Federacion
Europea de Periodontologia (EFP) (Kornman & Papapanou, 2020). La evaluacién
se llevo a cabo con una sonda periodontal Goldman Fox (Hu-Friedy, Alemania) y

todos los datos fueron documentados y digitalizados (Figura 2).

Las personas sin diagndstico previo de DMT2 debian presentar una concentracion
de glucosa plasmatica en ayunas (PRGP) comprendida entre 70 y 140 mg/dl al

momento de la recoleccion de la muestra. Los criterios de seleccion generales de
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las personas al momento de la toma de muestra de la placa microbiana oral fueron

los siguientes: ambos sexos, entre 35 y 65 anos, y con al menos 20 dientes.

Cuadro 1. Grupos y numero de personas.

Grupos
Control PE DMT2 DMT2+PE TOTAL
n=30 n=30 n=30 n=30 N=120

PE: Periodontitis; DMT2: Diabetes mellitus tipos 2; DMT2+PE:
Diabetes mellitus tipo 2 mas periodontitis.

18 W7 16 15 14 13 12 H 26 27 b

o \L__\_#J— /&;L/ﬂ*u

18 17 16 15 ‘4 13 12 ‘H 21 22 23 24 25 26 27

Figura 2. Evaluacion periodontal. a) fotografia clinica donde se muestra la presencia
de bolsa periodontal >3 mm en el incisivo central superior izquierdo en su cara
vestibular. b) captura digital grafica y numérica (mm de profundidad en insercion
gingival) de la evaluacién periodontal de cada diente presente.

Se excluyeron los individuos que: 1) recibieron tratamiento periodontal o profilaxis
en los ultimos 6 meses; 2) se cepillaron los dientes o usaron enjuague bucal en las
ultimas 2 horas; 3) son fumadores; o 4) recibieron algun tipo de antibiéticos en los

ultimos 3 meses.

Para el analisis complementario sobre la experiencia de caries dental, se evalud la
superficie total de los dientes erupcionados mediante el indice CPOD (dientes
cariados, perdidos y obturados). Se excluyeron los terceros molares de los cuatro

cuadrantes.
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Recolecciéon de la muestra

Con una cureta tipo Gracey 11/12 (Hu-Friedy, Alemania) estéril se tomé placa
microbiana oral supragingival y de surcos y fisuras oclusales de cuatro dientes, los
cuales se seleccionaron aleatoriamente de un diente anterior y uno posterior de
cada arcada para asegurar la representatividad de las muestras. Con el extremo
contrario de la cureta Gracey 11/12 se tomé placa microbiana oral subgingival,
protocolo que solo pudo llevarse a cabo en pacientes con PE (Figura 3). La placa
microbiana oral de las superficies mucosas orales se tomo con espatula 7-A estéril
frotando mucosa yugal y lengua principalmente. La placa microbiana oral
recolectada en cada ocasién se almacend en un microtubo con buffer de fosfato
salino (PBS), obteniendo de esta manera tres: tubo “A” (placa microbiana oral
supragingival), tubo “B” (placa microbiana oral subgingival) y tubo “C” (placa
microbiana oral de mucosas orales). Los tubos, previamente rotulados con el

numero de paciente, se almacenaron a -40°C.

Figura 3. Recolecciéon de muestra de placa microbiana oral de las superficies
dentales. a) paciente sin diagnéstico de PE, recoleccién de placa microbiana oral
supragingival; b) paciente con PE, recoleccion de placa microbiana oral subgingival.
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Aislamiento del ADN bacteriano

En un solo tubo Eppendorf se incorporaron muestras de placa microbiana oral

supragingival, subgingival y de las superficies mucosas orales de cada uno de los

participantes. Para cada tubo se llevé a cabo el siguiente procedimiento:

1.

Se centrifugd a 13,000 rpm (CRM GLOBE, Centrificiente 11l) por 10 minutos

como se muestra en la Figura 4.

. Se descartd el sobrenadante y se lavo la muestra con 1000 uL de PBS

repitiendo este paso 3 veces.

3. Se le agregaron 30 uL de solucion de lisis y 30 yL de proteinasa K.

Se incubd durante 5 minutos a 80° C, seguido de esto se incubaron a 37° C
durante los proximos 30 minutos.

Se agregaron 1.5 yL de RNAasa, 100 pyL de solucion de precipitacion de
proteinas para ser llevadas al vortex por 20 segundos.

Se centrifugd durante 10 minutos a 13,000 rpm, y se colectoé el sobrenadante
en un tubo nuevo.

Se agregaron 500 pL de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y se mezcld

invirtiendo el tubo.

8. Se centrifugd durante 10 minutos a 13,000 rpm.

9. Se llevé la capa acuosa a un nuevo tubo, para agregarle 400 uL de

isopropanol al 100% y mezclar invirtiendo el tubo.

10.Se coloco en hielo durante 10 minutos, se centrifugd a 13,000 rpm durante

10 minutos y se descart6 el isopropanol.

11.Se lavo el pellet con 500 ul de etanol al 70% y se centrifugd a 13,000 rpm por

10 minutos para posteriormente descartar el etanol.

12.Se dejé secando el pellet por 4 horas a temperatura ambiente.

13.Se agregaron 100 ul de agua bidestilada estéril para hidratar el ADN, el cual

fue almacenado a -20°C.
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Todo el proceso se puede ver en la “etapa 1” graficada en el esquema de trabajo

de laboratorio de la Figura 7.

Figura 4. Proceso de centrifugado. Colocacion de las muestras de placa microbiana
oral para lavados y extraccion de ADN con el método fenol-cloroformo.

Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Para los ensayos de PCR para ocho genes de resistencia se usaron
oligonucledtidos especificos descritos detalladamente en el Cuadro 2. El
procedimiento para cada una de las muestras se llevé a cabo con reacciones de 25
Ml en microtubos de 0.2 ml compatibles con el termociclador utilizado Figura 5
(Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, 2720 Thermal Cycler), de la

siguiente manera:

1. Se colocaron 7.5 pl de agua bidestilada estéril.
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2. 1 pl de oligonucleétido forward.

3. 1 ul de oligonucledtido reverse.

4. 12.5 yl de Taq.

5. 3 ul del ADN previamente aislado.

6. En cada experimento se utilizé agua bidestilada estéril como control negativo.

7. Se utilizaron como control positivo fragmentos de doble cadena de ADN
sintético (gBlocks) que fueron utilizados como templados de la PCR. Tanto
los oligonucleétidos como los gBlocks fueron sintetizados por la empresa

“Integrated DNA Technologies”. El proceso de PCR se describe en la “etapa

2” del esquema de trabajo de laboratorio de la Figura 7.

Figura 5. Preparacion de reactivos para PCR. a) colocacion de oligonucledtidos en
microtubos; b y c¢) orden de la colocacion de los microtubos en el termociclador.
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Cuadro 2. Caracteristicas de los oligonucledtidos utilizados para la deteccion de
los ocho GRA

Temperatura Amplicén

Secuencia de los Oligonucledétidos de (pb)

Alineamiento

(°C)
bla- 5CCAATGCTTAATCAGTGAGG3' 50 858
TEM 5ATGAGTATTCAACATTTCCG3’
ermC 5'AATCGGCTCAGGAAAAGG3’ 50 562
5ATCGTCAATTCCTGCATG3’
cfxA 5'GCGCAAATCCTCCTTTAACAAS’ 55 802
5'ACCGCCACACCAATTTCG3'
tetW 5'GAGAGCCTGCTATATGCCAGC3’ 55 168
5'GGGCGTATCCACAATGTTAACS’
tetQ 5TTATACTTCCTCCGGCATCG3’ 55 904
5ATCGGTTCGAGAATGTCCACS’
5'’AACACCCTGAACCCAAGGGACG3' 50 420
A 5'CTTCACATCCGGATTCGCTCGAZ’
5'GAAAAGGTACTCAACCAAATA3' 55 639
ermB 5AGTAACGGTACTTAAATTGTTTACS’
5-TAG-GTA-AAA-TGT-CTG-GAC-ATG-3' 55 533

mecA 5-GCA-TCA-AST-GTA-TTG-GAT-AGC-3'
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Electroforesis
Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 2%
tefidos con bromuro de etidio y visualizados en transiluminador UV. Se identifico y
se documentd la presencia o ausencia de los GRA mediante la idetificacion de los
amplicones en los geles (Figura 6). Los resultados se ordenaron en una base de
datos, para posteriormente realizar analisis estadisticos. Descrito en la “etapa 3” del

esquema de trabajo de laboratorio (Figura 7).

Figura 6. Proceso de electroforesis. a) soluciéon de agarosa al 2% con TBS en
espera de enfriamiento (frasco), camara de electroforesis con el molde y los peines
en posicidn (flechas negras) donde la solucion de agarosa sera vertida y gelificado
a temperatura ambiente; b) buffer de carga en papel cera (flechas) listo para ser
mezclado con el amplicon del gen de interés de cada una de las muestras; c) pozos
cargados dentro del gel de agarosa al 2% (flechas).
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Esquema de trabajo de laboratorio

Etapa 1 Etapa 2
PCR Electrofi is de ADN
Muestras de placa bacteriana oral v ectro :’;Eﬂs ©
+ Subgingival 1. Oligonucledtidos en gelde agarosa
* Supragingival . _¥ b
. Gen Secuencia (5 = 3') Alineamiento v
" , {"C) 1. Preparacicn del gel de agarosa
« Citologia de mucosas orales BlaTEM

50 f 2%

50 2, Mezcla de las muestras

—~
17 x3 lavados \‘) orme

5 ATCGTCAATTCCTGE

Extraccién y purificacion de Cfxh 5 GCGCAAATCCTCCTTTAACAAS = con el buffer de carga
acidos nucleicos
Precipitacion ] tetM 55
de la muestra Ku)
- o tetW 55
1, Lisis y homogenizacién 3. Carga de las muestras

Buffer de lisis: & tet 55 |
Tris, SDS, EDTA, i

; CTAB Gy 50

Proteinasa K — Corrida def gel
RNA asa A§~> K‘) ermB C 55 ‘
TACTTAAATTGTTTACS
2. Purificacion mecA  5-TAGGTAAAATGTCTGGACATG-3' = .
—~ 5'GCATCAASTGTATT GGATAGC-3'
l— Fenotcia (i) ) ; Tefiido del gel
2. Componentes de la reaccion en 25 pi
Paso 3: concentracién, lavado
separacién v 14 pl de agua bidestilada, 2.5 pl Buffer, 1.2l de Bromuro de etidio
P Mg, 0.5ul de dNTP’s, 0,751l de c/uno de los
J oligonuclestidos, 1l de Taq y 5pl de ADN aislado.

. Isopropanol —~
) Etanol 70% 1008 L
Evaporacién —| . 2 PR Visualizacion del gel con fuz
Hidratacién . | " . i trady
Desnaturalizacién {94°C) ﬂ{ ultr y andlisis de

Hibridacion (35-70°C)
Extension {72°C)

Almacenamiento
L

simhologia

O A 5

Muesira  Centrifugado Incubacidn  Agitacidn Hidratacicn

Etapas siglas

CIA, cloroformoalcohal isoamilico 24:1; CTAB, Bromuro de cetiltrimetilamonio;
EDTA, écido etilendiaminotetraacético; PCR, reaccidn en cadena de la
i ; $DS, dodeci sédico; Tris, tris{hidroximetiljami

Texto en Negro  Texto en azul  Texto en verde
Etapo 1 Ftape 2 Etope 3

Figura 7. Esquema de trabajo de laboratorio, donde se muestran las tres principales
etapas en el procesamiento de cada una de las muestras; etapa 1 (en negro) lavado
y aislamiento de ADN bacteriano; etapa 2 (en azul) PCR punto final; etapa 3 (en
verde) electroforesis y visualizaciéon del gel de agarosa. Fuente propia.

Analisis estadistico
Las variables cualitativas se expresaron como frecuencias y porcentajes, Mientras
que los datos cuantitativos se expresaron como promedios, desviaciones estandar
y rango. Para determinar el tipo de distribucidén de las variables se realizo la prueba
de Kolmogérov-Smirnov. Para detectar diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos para las variables cuantitativas se aplicé el analisis de varianza
(ANOVA) y la prueba Kruskal-Wallis, y para las cualitativas la prueba exacta de
Fisher. La significancia estadistica se establecié en p<0.05 utilizando el paquete

estadistico GraphPath Prism.

Aspectos éticos y de bioseguridad
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Esta investigacion cumplidé con los principios éticos de respeto a la autonomia,
beneficencia, no maleficencia y justicia conforme a la Declaracion de Helsinki, las
Normas Oficiales Mexicanas (NOM-012-SSA3-2012 y NOM-087-ECOL-SSA1-
2002), los lineamientos del Comité de Bioética y del H. Consejo Académico de la
Facultad de Medicina (SAFM/330/23). Todas las personas participantes firmaron el
consentimiento informado voluntariamente, se garantizé la confidencialidad de los

datos y el respeto a la dignidad de los participantes.

La recoleccidn, transporte, procesamiento y disposicion final de muestras bioldgicas
humanas se llevo a cabo conforme al Reglamento de la Ley General de Salud en
materia de disposicién de 6rganos, tejidos y cadaveres (Capitulos I, Il y IX), asi
como a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y la NOM-052-SEMARNAT-2005 sobre la

clasificacion de residuos peligrosos bioldgico-infecciosos.
Recoleccion y transporte de muestras:

e Las muestras fueron trasladadas exclusivamente desde la COFM-UAQ al
Laboratorio de Investigacién Odontologica Multidisciplinaria de la UAQ.

e Se utilizaron recipientes herméticos, transportados en gradillas verticales
dentro de hieleras para muestras biologicas.

e El laboratorio receptor conté con un espacio previamente asignado para su
almacenamiento.

e El personal encargado estuvo capacitado en manejo seguro y en la adopcion

de precauciones ante recipientes dafiados o con fugas.
Bioseguridad en laboratorio:

« Se utilizaron batas, guantes, gafas y dispositivos de proteccion facial durante
todas las actividades experimentales.

o Elpersonal realiz6 lavado de manos antes y después de cada procedimiento.

e Se respetaron las restricciones de consumo de alimentos, bebidas y uso de
cosméticos en las zonas de trabajo.

e Laropa de laboratorio se mantuvo separada de la ropa de calle.
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Procedimientos y manejo de incidentes:

« Se documentaron y notificaron todos los derrames, accidentes o
exposiciones reales o potenciales.

o Se aplicaron protocolos escritos para la limpieza y descontaminacién de
superficies.

Eliminacion de residuos:

e Los desechos no infecciosos fueron reciclados o eliminados como basura
comun.

« El material punzocortante contaminado se depositd en recipientes especiales
a prueba de perforacion.

o El material infeccioso fue tratado en autoclave antes de su reutilizaciéon o
disposicion final.

e Los residuos patolégicos se conservaron a <4 °C en areas designadas con
sistemas de refrigeracion adecuados.

e Los geles de agarosa con bromuro de etidio se manejaron como un residuo
peligroso quimico, donde se colocaron en bolsas selladas plasticas
etiquetada como “residuos de bromuro de etidio”.

e La recoleccion de las muestras y residuos es recolectada por empresas

autorizadas en el tratamiento de los residuos peligrosos.
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VI. Resultados
Se entrevistd a un total de 187 personas que asistieron al area de Admision y
Diagnostico de la COFM-UAQ, asi como al CADIMSS, empleando cuatro preguntas
iniciales para la seleccion: i) edad; ii) habito tabaquico; iii) consumo de antibidticos
en los ultimos tres meses; y iv) limpieza dental realizada en los ultimos seis meses.
A partir de estos criterios, se seleccionaron 127 personas conforme a la anamnesis
inicial. Posteriormente, se incluyeron 120 personas (representando el 100% del
grupo final tras la evaluacidn clinica), quienes fueron distribuidos en cuatro grupos

de 30 integrantes cada uno.

La distribucién de las variables edad, indice de masa corporal (IMC) y sexo fue
homogénea en todos los grupos. Aunque no se observaron diferencias
estadisticamente significativas, se identific6 una tendencia hacia un mayor

promedio de edad e IMC en los dos grupos diagnosticados con DMT2 (Cuadro 3).

Se identificaron diferencias estadisticamente significativas en las concentraciones
de glucosa plasmatica entre los grupos analizados. En particular, el grupo con
DMT2+PE presentd concentraciones significativamente mas altas de glucemia en
comparacion con los grupos control, PE y DMT2 (p<0.0001; Cuadro 3). Estas
diferencias sugieren una posible interaccion entre la condicion metabdlica y el
estado periodontal que podria influir en la respuesta glucémica local al momento de

la toma de muestra.

La totalidad de la poblacion analizada en este estudio contaba con cobertura de
salud en el sistema publico mexicano. De los 60 pacientes diagnosticados con
DMT2, 49 (81.6%) refirieron mantener seguimiento de su enfermedad en
instituciones publicas; ademas, un 46.6% reportd asistir a clinicas privadas,
principalmente consultorios médicos anexos a farmacias, para dicho control.
Unicamente el 23.3% informé realizar monitoreo personal domiciliario mediante
PRGP. La mayoria de las personas con DMT2 incluidas (76.6%) indicaron no
efectuar un monitoreo individual adecuado con glucémetro portatil, lo que

atribuyeron fundamentalmente a: i) desconocimiento del uso del dispositivo, ii) uso
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inconsistente del glucémetro, vy iii) limitaciones econdmicas. No se identificaron
diferencias significativas relacionadas con el nivel educativo entre los grupos

analizados.

Cuadro 3. Caracteristicas clinicas de las personas incluidas en los cuatro grupos

Control PE DMT2 DMT2+PE
Grupo Valor-p
(n=30) (n=30) (n=30) (n=30)
Promedio = DE
(Rango)
Edad 51.534£9.32 53.9318.24 51.8+10.81 56.46+7.63 .
(Afos) (32-65) (35-66) (26-68) (41-65)
IMC 26.96+4.24 27.26+5.29 28.24+3.56 29.5545.55 0.1466°
(Kg/m?)  (19.37-36.98) (19.45-40.10) (22.59-36.73) (22.7-52.58)
PRGP  101.16+15.26 118.73t24.47 144.1+31.55 180.2+67.04 -
(mg/dL) (57-136) (74-200) (97-230) (104-300)
Frecuencia %
Mujer 20 (66.6) 18 (60.0) 17 (56.60) 20 (66.6) e
Hombre 10 (33.3) 12 (40.0) 13 (43.3) 10 (33.3)

PE: Periodontitis; DMT2: Diabetes mellitus tipo 2; DMT2+PE: Diabetes mellitus tipo 2 mas
periodontitis; DE: Desviacion estandar; IMC: indice de masa corporal; PRGP: Prueba
rapida de glucosa plasmatica. 2ANOVA; P:Prueba de chi cuadrada; *:Significancia
estadistica.

El analisis ANOVA revel6 diferencias significativas en las concentraciones de
glucosa entre los grupos (p<0.0001). Por lo que se aplicé la prueba post hoc de
Tukey. El grupo DMT2 presentd concentraciones de glucosa significativamente
superiores al control (p<0.001). ElI grupo DMT2+PE también mostré valores
significativamente mas altos frente al control, al grupo de PE e incluso el de DMT2
(todas con un valor de p<0.0001). No hubo diferencias entre los grupos control y PE
ni entre PE y DMT2.

La distribucion de los estadios de enfermedad periodontal (Cuadro 4) entre los

grupos PE y DMT2+PE no evidencio diferencias estadisticamente significativas
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(p=0.189). Si bien el grupo DMT2+PE presentd una mayor proporcién de casos en
estadio IV (63.3% frente a 40%), esta diferencia no alcanzo significancia estadistica.
En conjunto, estos resultados indican que la presencia concomitante de DMT2 no
se asocio significativamente con una mayor gravedad periodontal en la poblacion

analizada (Cuadro 4).

Cuadro 4. Gravedad de la enfermedad periodontal en los grupos de PE y
DMT2+PE

Grupo PE DMT2+PE Valor-p
(n=30) (n=30)
Frecuencia (%)
Estadio Il 4 (13.3) 2 (6.6)
Estadio I 14 (46.6) 9 (30) 0.189
Estadio IV 12 (40) 19 (63.3)

Prueba chi cuadrada; PE: Periodontitis; DMT2+PE: Diabetes mellitus tipo 2 mas
periodontitis; Estadio | (perdida de insercion clinica 1-2 mm, pérdida ésea radiografica
en el 1/3 coronal <15%, sin pérdida dentaria por periodontitis). Estadio Il (pérdida de
insercion clinica 3-4 mm, pérdida 6sea radiografica en el 1/3 coronal 15-30%, sin pérdida
dentaria por periodontitis). Estadio lll (pérdida de insercién clinica 25 mm, pérdida 6sea
radiografica con extension al 1/3 medio y apical, pérdida dentaria < 4 por periodontitis).
Estadio IV (pérdida de insercion clinica >5 mm, pérdida dsea radiografica con extension
al 1/3 medio y apical, pérdida dentaria = 5 por periodontitis).

Uno de los criterios clinicos utilizados en la clasificacidon del “estadio” periodontal es
la pérdida de dientes debido a periodontitis, lo que hizo pertinente analizar los
dientes cariados, obturados y perdidos por caries (indice CPOD). En el analisis
mediante Kruskal-Wallis con prueba post hoc de Dunn (ajuste Bonferroni) revelo
diferencias significativas en el numero de dientes sanos entre los grupos Control vs.
PE (p=0.021), Control vs. DMT2+PE (p<0.001) y DMT2 vs. DMT2+PE (p=0.001),
evidenciando una disminucion progresiva en salud dentaria asociada a la presencia
de comorbilidades como lo son la DMT2 y la PE. Asimismo, se observaron
diferencias en dientes perdidos entre los grupos Control vs. PE (p=0.006), Control
vs. DMT2 (p=0.021) y Control vs. DMT2+PE (p<0.001), lo que sugiere un impacto
acumulativo de la DMT2 y la PE sobre la pérdida dentaria, relevante para estrategias
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clinicas preventivas y terapéuticas. Finalmente, el grupo con DMT2+PE presento el
valor mas alto de indice CPOD general (4.16), seguido por el grupo con PE (3.68),
en comparacién con los grupos sin enfermedad periodontal (Control y DMT2, con

indices CPOD general de 2.93 y 2.84 respectivamente) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Distribucion del indice CPOD y sus elementos evaluados

Control PE DMT2 DMT2+PE

(n=30) (n=30) (n=30) (n=30) Valor-p
Elementos Promedio + DE
e indice (Rango)

Diente sano  14.7316.79 (1-26)  9.26+6.98 (0-25)  13.03%7.38 (0-26)  6.06%5.07 (0-17)  0.001*

Cariados 4.60+4.39 (0-17) 553528 (0-23)  3.30+2.15(0-7)  4.60+2.06 (1-9) 0.202

Perdidos 1.53+2.04 (0-6) 4.03+2.98 (0-8)  3.73+3.06 (0-8)  5.26:2.90 (0-8)  0.001*

Obturados  5.60+4.31 (0-16)  5.17+3.99 (0-15)  4.33%+3.77 (0-12)  6.80+3.44 (0-13)  0.083

CPOD 11.73t5.45 (2-22)  13.90£5.57 (0-23)  11.40£5.13 (2-20) 16.70£3.39 (9-22)  0.001*
CPOD (N=120)
Indice
CPOD 2.93 3.68 284 416 ]
general

CPOD: Indice de dientes cariados, perdidos y obturados; DMT2: Diabetes mellitus tipo 2; PE:
Periodontitis; DMT2+PE: Diabetes mellitus tipo 2 mas periodontitis; DE: Desviacion estandar;
*: Significancia estadistica; Kruskal-Wallis (Dunn post hoc [Bonferroni]): Diente sano (Control
vs. PE [p=0.021], Control vs. DMT2+PE [p<0.001], DMT2 vs. DMT2+PE [p=0.001]); Perdidos
(Control vs. PE [p=0.006], Control vs. DMT2 [p=0.021], Control vs. DMT2+PE [p<0.001]);
CPOD (Control vs. DMT2+PE [p<0.001], DMT2 vs. DMT2+PE [p<0.001]).

Las comparaciones por pares mediante la prueba de Dunn, con correccién de
Bonferroni, mostraron diferencias significativas entre los grupos Control y PE,
Control y DMT2+PE, y DMT2 vs. DMT2+PE. La presencia simultanea de DMT2 y
enfermedad periodontal se asocia a alteraciones notables en la variable de dientes

Sanos.

En cuanto al numero de dientes perdidos, se observaron diferencias entre el grupo
control y los grupos PE, DMT2 y DMT2+PE, sin embargo, no se detectaron

diferencias significativas entre estos ultimos. Estos hallazgos sugieren que la
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pérdida dentaria es prevalente en pacientes que presentan PE, DMT2 o la

coexistencia de ambas patologias.

A la totalidad de las muestras de placa microbiana oral de las 120 personas
reclutadas se les realiz6 aislamiento de ADN, seguido de la PCR punto final para
determinar la presencia de ocho GRA. En la Figura 8 se muestra un gel de agarosa
representativo con las bandas de ADN amplificado de uno de los genes de interés
(tetQ).

Figura 8. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio, visualizacion con luz UV de
amplicones del gen blaTEM mediante transiluminador. Se observan pozos cargados
con amplicones de muestras de personas sin enfermedades sistémicas (S17 a S22),
personas con periodontitis (P9 a P16); asi como los controles positivos (C+) y
negativo (C-).

En cuanto a la distribucién de GRA en la poblaciéon muestreada, tetQ y ermB fueron
los mas frecuentes (71.6% y 60.8% respectivamente). El gen que se presentd en
menor frecuencia fue ermC con apenas 4.1% (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Prevalencia de genes de resistencia a antibiéticos en la
totalidad de individuos

N=120
GRA tetW blaTEM ermB c¢fxA ermC tetQ mecA ermA
n 63 56 73 37 5 86 30 35
% 52.5 46.6 60.8 30.8 4.1 71.6 25.0 29.1

El 99.1% de la poblacion estudiada presentd por lo menos un GRA. La existencia
de distintos GRA en un mismo individuo fue un parametro de diversidad, la mayoria
de las personas presentaron entre uno y cuatro GRA. Interesantemente, tanto los
individuos del grupo control como los del grupo de PE presentaron de uno a tres
genes en un 56.6% y 66.6% respectivamente. En el grupo de DMT2 mayormente
presentaron de cuatro a cinco GRA (52.6%) y finalmente en el grupo de DMT2+PE
se proyectaron arriba de tres GRA hasta en un 73.2%. Solo dos personas
presentaron hasta seis GRA. Se observo preocupantemente que la mayoria de los
grupos posee hasta cuatro GRA distintos (Cuadro 7).
Cuadro 7. Frecuencia de muestras positivas a diferentes GRA de forma

simultanea
# Control PE DMT2 DMT2+PE

GRA (n=30) (n=30) (n=30) (n= 30) vl
Frecuencia (%)

Seis  1(3.3) 1(3.3) 0 0 0.5654
Cinco 2 (6.6) 3(10)  5(16.6) 5 (16.6) 0.5606
Cuatro 10(333) 5(16.6) 11 (36) 5 (16.6) 0.1479

Tres 6 (20) 6 (20) 9 (30) 12 (40) 0.2470

Dos 6 (20) 9(30)  4(13.3) 8 (26.6) 0.4203

Uo  5(16.6) 5(166)  1(3.3) 0 0.0401*

Cero 0 1(3.3) 0 0 0.6452

GRA: Genes de resistencia antimicrobiana; PE: Periodontitis; DMT2: Diabetes
mellitus tipo 2; DMT2+PE: Diabetes mellitus tipo 2 mas periodontitis; *:
Significancia estadistica. Prueba de chi cuadrada.

El gen tetQ se presentd de manera consistente en todos los grupos analizados

(p=0.9832). En contraste, el gen blaTEM mostré una menor frecuencia en personas
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con DMT2, mientras que el gen ermB se observé con mayor prevalencia en los
grupos sin PE. Por otro lado, el gen ermC no estuvo presente en personas con PE;
sin embargo, el gen cfxA se encontr6 aumentado en este mismo grupo en
comparacion con los demas (p=0.0036). En las personas con DMT2 se detecté un
incremento significativo de los genes tetW (p=0.0101) y ermA (p=0.0001).
Finalmente, el gen mecA exhibi6 una mayor prevalencia en personas

aparentemente sanas sin diagnéstico de PE ni DMT2+PE (Cuadro 8).

Cuadro 8. Distribucidon de ocho genes de resistencia a antibiéticos

GRA Control PE DMT2 DMT2+PE
(n=30) (n=30) (n=30) (n=30) Valor-p
Frecuencia (%)

tetW 9 (30.0) 14 (46.7) 20 (66.7) 20 (66.7) 0.0101*
blaTEM 17 (56.7) 16 (53.3) 10 (33.3) 13 (43.3) 0.2595
ermB 22 (73.3) 11 (36.7) 24 (80.0) 16 (53.3) 0.0021*
CfxA 4 (13.3) 14 (46.7) 4 (13.3) 5(16.7) 0.0036*
ermC 3(10.0) 0 (0.0) 1(3.3) 1(3.3) 0.2652
tetQ 21 (70.0) 22 (73.3) 22 (73.3) 21 (70.0) 0.9832
mecA 12 (40.0) 3(10.0) 6 (20.0) 9 (30.0) 0.0460*
ermA 3(10.0) 2 (6.7) 18 (60.0) 12 (40.0) < 0.0001*

PE: Periodontitis; DMT2: Diabetes mellitus tipo 2; DMT2+PE: Diabetes mellitus
tipo 2 y periodontitis; *: Significancia estadistica. Prueba de chi cuadrada

46



VII. Discusion
La cavidad oral alberga mas de 700 especies de microorganismos capaces de
actuar como reservorio de GRA (Almeida et al., 2020; Vazquez-Ramos et al., 2022).
El tejido gingival, hueso alveolar, ligamento periodontal y cemento dental conforman
el periodonto; estos tejidos en estados de salud brindan union y sostén a los dientes
dentro de la cavidad oral (Meyle & Chapple, 2015). La PE es un estado inflamatorio
cronico distinguido por dos eventos complejos: i) interacciones moleculares entre
biopeliculas patdégenas supra y subgingivales vy ii) el estado inmunoldgico del
huésped, estos mecanismos en estados patoldgicos resultarian en una destruccion
progresiva e irreversible del periodonto (Almeida et al., 2020; Tonetti et al., 2018).
La DMT2 mal controlada es considerada como uno de los factores de riesgo mas
importantes en presentaciones graves de PE (Wu et al., 2020). A pesar de esto aun
se tienen cuantiosas interrogantes del papel que desempeia la microbiota oral
como reservorio de los principales mecanismos de RA en personas con diagnostico
de DMT2 y PE, por lo que el presente estudio se centré en describir patrones de
presentacion de los principales GRA en este nicho patolégico oral de personas

expuestas a estados hiperglucémicos crénicos.

La RA es una de las principales amenazas a la salud publica global (Darby et al.,
2023). La exposicion acentuada de agentes antimicrobianos conlleva una
diseminacion de GRA, estos genes se propagan por mecanismos conjugativos
gracias a la formacién de biopeliculas patégenas. Esto es ain mas preocupante en
poblaciones con una sobreutilizacidén de antibiéticos, como en el caso de personas
con DMT2 (Boyanova & Mitov, 2013).

La DMT2 es una enfermedad pandémica (Sanz et al., 2018), y segun la Federacién
Internacional de Diabetes (IDF), su prevalencia ha aumentado dramaticamente en
las ultimas décadas. En 2021, se estimaba que 537 millones de adultos vivian con
diabetes, y este numero se proyecta que alcance los 783 millones para 2045
(International Diabetes Federation, 2021), por lo cual, la comunidad internacional es

cada vez mas consciente de que la diabetes es una amenaza monumental para la
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salud mundial, que plantea desafios cada vez mayores para la salud publica y los

sistemas de atencién de la salud en todo el mundo (Ong et al., 2023).

En el presente estudio, la evaluacion se centrd unicamente en el grado de severidad
de la enfermedad periodontal inicial utilizando criterios primarios; no se incluyo la
progresion de la enfermedad periodontal considerando la DMT2 como factor
influyente en el control de la patologia (Kornman & Papapanou, 2020). Aunque las
diferencias entre los grupos con diagndstico de periodontitis no fueron
estadisticamente significativas (p=0.189), se observdé una tendencia a mayor
severidad periodontal en el grupo DMT2+PE, predominando el Estadio IV. Este
resultado es coherente con investigaciones previas que relacionan la DMT2 con una
progresion mas rapida de la enfermedad periodontal, potencialmente explicada por
mecanismos inflamatorios, inmunolégicos y microvasculares. Esta tendencia podria
indicar la necesidad de enfoques diagndsticos y terapéuticos especificos en
pacientes con comorbilidades metabdlicas (Montero et al., 2024; Ziukaite et al.,
2018).

Aunque se consideraron las diferencias en edad, sexo y glucemia entre los grupos
al interpretar los resultados, no se realizdé un ajuste estadistico multivariado. Por
tanto, no puede descartarse la influencia de variables residuales como el control
glucémico prolongado o la presencia de comorbilidades. Se requieren estudios
longitudinales que incluyan mediciones continuas de hemoglobina glicosilada y

marcadores inflamatorios para clarificar la relacién causal.

Los datos sociodemograficos aqui reportados, como la edad, mostraron que las
personas que presentaban tanto DMT2 como PE tienen en promedio una edad
mayor (56.46 + 7.63) en comparacion con los demas grupos; estos datos podrian
ser los primeros en describir la edad de prevalencia en un grupo de personas con
ambas patologias. Estos resultados estarian sustentados principalmente porqué: i)
el envejecimiento es un factor de riesgo considerable tanto en la DMT2 como en la
PE, ii) ambas son enfermedades crénicas no trasmisibles que se presentan con

mayor frecuencia en personas adultas vy iii) el pico de mayor prevalencia esta entre
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los 60 afos en el caso de la PE y los 65 afos para las personas con DMT2 (Chen
et al., 2021; Ong et al., 2023; Sanz et al., 2018). Aunado a esto, las principales guias
de practica clinica recomiendan un cribaje de la DMT2 a partir de los 35 afos
(American Diabetes Association Professional Practice Committee, 2024; Secchi-
Nicolas et al., 2024). Motivos por los cuales la poblacion seleccionada para esta

investigacion estuvo conformada entre los 35 y los 65 afios.

De la misma manera, el IMC en este estudio se reporté aumentado en el grupo con
PE+DMT2 (29.46 + 5.55). Esto podria estar asociado a los reportes previos que han
descrito a la obesidad como uno de los factores de riesgo mas importantes en la
presentacion de la DMT2 (Sczepanik et al., 2020) y recientemente también asociado
a la aparicién de la PE (Reytor-Gonzalez et al., 2024). Si a esto le sumamos que
siete de cada diez mexicanos presentan sobrepeso y obesidad, predisposicion
genética particularmente alta en la poblacidon mexicana en desarrollar la DMT2
(Montoya et al., 2023) y por lo tanto también PE (Preshaw & Bissett, 2019),
explicaria que gran parte que la poblacién aqui estudiada con diagnostico de

DMT2+PE presentara un IMC mayor en personas con ambas patologias.

Aunque todas las personas de este estudio tenian cobertura de salud principalmente
en el sistema publico, el padecer DMT2 es un desafio personal en cuanto al
adecuado monitoreo y control. Incluso se puede decir que el sistema de salud
publico mexicano ha sido ineficiente en contrarrestar la enfermedad, esto explicaria
las cifras cada vez mas preocupantes en el 2021 como el aumento de las tasas de
incidencia en la poblacion menor de 55 afios, un ascenso de la enfermedad notable
en mujeres de 20 a 49 afos y aumento en las tasas de mortalidad en hombres desde
los 35 a 89 afos. Aunque la deteccién y la atencion de la DMT2 es un programa
prioritario solo el 12.2% de las personas accede a una prueba de tamizaje, 35% de
las personas diagnosticadas logra un control glucémico 6ptimo, y el 9% recibe

atencion médica adecuada (Montoya et al., 2023).

Si a las estrategias insuficientes del sistema de salud publico mexicano en cuanto

a la prevencién de la DMT2, le sumamos la inexistente o nula participacion del
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servicio de odontologia para el diagndstico inicial de la DMT2, implicaria que se
podria estar pasando por alto una gran parte de la poblacién subdiagnosticada con
la enfermedad. Los servicios de salud oral pueden ser estratégicos en el escudrifio
de la DMT2 en la consulta de rutina. Ver al servicio de odontologia (publico o
privado) unicamente como el responsable de tratar las principales complicaciones
bucales asociadas a la diabetes ya es un razonamiento arcaico. Potencializar la
participacion del profesional de la salud oral en programas de deteccion de la
enfermedad puede implicar una contribucién trascendente en revertir las cifras tan

preocupantes en el control de la diabetes en México.

Lo anterior se sustenta acorde a parametros internacionales, con acciones de
importancia global llevadas a cabo por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
Servicios Nacionales de Salud en Reino Unido, Organizacién Mundial de Médicos
Familiares, IDF, Federacion Europea de Periodontologia (Yonel et al., 2023) y la
Asociacion Americana de Diabetes (American Diabetes Association Professional
Practice Committee, 2024), los cuales ya incorporan la participacion de los servicios
de odontologia dentro de sus guias de practica clinica, y esto ha impactado de
manera positiva las politicas de salud tanto en el diagndstico como en la prevencion

de diabetes.

El control y educaciéon de la salud bucal en la poblacion vulnerable mexicana
tampoco muestra un panorama favorable. A pesar de la creacion de la direccion de
odontologia por parte de la Secretaria de Salud (SSA) en la década de los 60, y
después de implementar programas prioritarios en indicadores de salud bucal en
1981 con metas y objetivos en reducir los indices de los dos problemas
fundamentales como lo son la caries y la PE (Medina-Solis et al., 2006), en México
la PE sigue siendo un problema de salud actual con un indice periodontal
comunitario estancado en un 58.8%, segun el sistema de vigilancia epidemiolégica

reportado en por lo menos dos sexenios (Secretaria de Salud, 2017, 2024).

Interesantemente los resultados aqui obtenidos sugieren que la mayor pérdida de

dientes podria estar asociada principalmente a la enfermedad periodontal en
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comparacion con la caries. Lo anterior debido a que los indices de CPOD son bajos
en los grupos de personas que no presentan enfermedad periodontal (2.93 en el
grupo control y 2.84 en el grupo de DMT2). Incluso los pacientes que viven con
diabetes sin periodontitis tienen un CPOD ligeramente inferior al de personas sanas,
lo cual sugiere la necesidad de explorar posibles factores de confusién (edad,

habitos y el adecuado control glucémico).

También es importante destacar que los indices de CPOD son elevados en
personas con diagnodstico conjunto de DMT2 + PE, en este grupo de personas
también se observa el mayor numero de individuos con un estadio IV de severidad
en la enfermedad periodontal: lo que sugiere que los mecanismos destructivos tanto
dentales como periodontales también son potenciados a la inflamacion crénica y al
deterioro metabdlico sistémico acelerando el deterioro de la salud bucodental en

general.

En un vago contraste en México los servicios de salud privados como la consulta
odontoldgica y la asistencia a medicina preventiva son los servicios menos visitados
en este sector (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2023), estos datos
podrian resultar en diferentes deducciones desde una apatia en la salud general del
individuo, o de manera contraria una baja incidencia o inclusive inexistencia de
patologias bucales como la PE y/o sistémicas en el caso de la DMT2 en una parte
de la poblacién que no acude a servicios de salud publica. Lo que si es seguro es
que la desigualdad en la salud en el contexto latinoamericano es una realidad, tanto
que ha sido descrita como un “mosaico epidemiolégico” (Medina-Solis et al., 2006).
La salud en la poblacion mexicana, aunque tiene su particularidad biolégica en cada
individuo, tiene determinantes sociales y ambientales; por lo que, el mejoramiento
de la salud puede consumarse a través de acciones a nivel individual, de la
prestacion de servicios individuales y comunitarios, y de las intervenciones en salud
publica. Por todo lo anterior podemos decir que, a grandes rasgos, los esquemas

de educacion dental en las universidades, los servicios clinicos en el sector publico
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y privado, y los esquemas preventivos de cubrimiento masivo conforman un

mosaico inconexo (Medina-Solis et al., 2006).

En este estudio, los pacientes con diagnéstico de DMT2 tenian por lo menos cinco
afios con la enfermedad determiné acorde a las probabilidades de la aparicion de
complicaciones por la DMT2. Este tiempo supondria resultados mas estables para
describir los patrones de presentacion de la RA. Ya que el 75% de la poblacion tiene
una progresion lenta de las principales comorbilidades por diabetes y el tiempo en
que pueden llegar a presentarse es muy heterogéneo. Sin embargo, una parte
grande de la poblacion puede desarrollar una progresion rapida de las
complicaciones asociadas a DMT2 y las cuales pueden comenzar a suscitarse

después de dos afios de haberse dado el diagndstico (Thomas et al., 2018).

Concentraciones sistémicas persistentes 2200 mg/dl (211.1 mmol/l) de glucosa en
sangre sugieren un pobre control de la DMT2. Y la hiperglucemia mal controlada es
la principal causante de la aparicidn de las complicaciones por la diabetes y hace
que los pacientes con diabetes sean susceptibles a distintas infecciones
recurrentes, tanto del tracto urinario, de vias aéreas como neumonia, piel, incluido
el pie diabético, osteomielitis, peritonitis, PE, tuberculosis o incluso infecciones
potencialmente mortales como una sepsis. Lo anterior se asocia estrechamente con
la disminucion significativa en la funciéon de los neutrdfilos, lo que implica una
pérdida de hasta un 50% de su capacidad para fagocitar patdgenos. Estas
alteraciones en los neutroéfilos contribuyen asi a un desequilibrio de las comunidades
microbianas en distintos nichos del cuerpo humano, incluyendo los diferentes

microambientes de la cavidad oral (Allen et al., 2011; Boyanova & Mitov, 2013).

Las PRGP en la seleccion de los pacientes aqui incluidos, se centrd en garantizar
que la poblacion sin diagnéstico DMT2 no perteneciera a un grupo de personas con
un subdiagndstico de la enfermedad, por tal motivo los individuos con sospecha de
prediabetes y que cumplian con el resto de los criterios de seleccion se incluyeron
en los grupos de personas sin la enfermedad (Control y PE). Esto con base en las

guias de practica clinica donde recomiendan que una glucemia en ayunas mayor a
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126 mg/dl o una glucosa plasmatica postprandial a las 2 horas mayor a 199 mg/dI
son criterios para el diagnostico de DMT2 (American Diabetes Association

Professional Practice Committee, 2024; Secchi-Nicolas et al., 2024).

Interesantemente, en los resultados de esta investigacion se observa un aumento
significativo en las concentraciones de glucosa plasmatica (180.2 + 57.04) en
ayunas de los pacientes pertenecientes al grupo de DMT2+PE (P=0.0001). Estos
datos podrian ser explicados por la asociacion positiva entre los estados
hiperglucémicos y la presencia de PE (Preshaw & Bissett, 2019). Sin embargo, los
efectos adversos bidireccionales que ocurren entre estas dos enfermedades suelen
ser independientes, lo que representa que un mal control de cada una de ellas por
separado podria agravar aun mas la condicién clinica de la otra (Morita et al., 2012;
Preshaw & Bissett, 2019).

Por otro lado, en el contexto de la relacion PE-DMT2, se ha destacado la posibilidad
de que los periodontopatégenos ingresen al torrente sanguineo, lo que podria
provocar bacteriemia, y como resultado, una respuesta inflamatoria sistémica o
también denominada “inflamaciéon metabdlica”. En este proceso se reclutan células
inmunitarias como los neutrofilos y los linfocitos T en tejidos metabdlicos, como el
higado o el tejido adiposo. Durante este proceso, dichas células, liberan citocinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF)-a, interleucina (IL)-1pB, IL-
6 y el inhibidor del activador de plasminégeno (PAI)-11, ademas de la proteina C-
reactiva, que favorecen un estado de estrés oxidativo periférico (Blasco-Baque
etal.,, 2016; Meyle & Chapple, 2015; Morita et al., 2012). A largo plazo, esta
inflamacion contribuye al dafio de las células-B pancreaticas y las células
endoteliales. La reaccién inflamatoria encabezada principalmente por TNF-a y la
proteina C-reactiva tiene un efecto acumulativo sobre la resistencia a la insulina, ya
que afecta la senalizacion de los receptores de insulina al activar el sistema inmune
innato. Asimismo, los estados proinflamatorios mencionados contribuyen al dafo
vascular, lo que afecta la sefalizacién de la insulina en el tejido endotelial (Kim et al.,

2020). Entonces, en el contexto de la inflamacién sistémica de bajo grado, donde
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se desencadena la disbiosis de la microbiota periodontal, se ha indicado a
Fusobacterium nucleatum como uno de los principales periodontopatégenos
asociados con la resistencia a la insulina (Shoer et al., 2023). Lo anterior podria
explicar las concentraciones (180.2 + 57.04) significativamente altas (p=0.0001) de
glucosa plasmatica observadas en el grupo DMT2+PE en comparacion con el grupo

control.

El microbioma oral aun ha sido poco estudiado si lo comparamos con el microbioma
mas abundante, que es el intestinal. La tendencia en los estudios de biomas es el
aprovechamiento de tecnologias “libres de cultivo” como lo es la secuenciacion de
ADN de nueva generacion (NSG). Esto ha podido mitigar algunas limitantes en el
estudio de biomas orales, ya que tan solo se conoce el nombre oficial del 57% de
las especies bacterianas de la cavidad oral y solo el 70% ha podido ser cultivable
(Willis & Gabalddén, 2020). Estos estudios metagendmicos han asistido y confirmado
muchos de los nexos entre la composicion bacteriana oral con estados de salud y
enfermedad ya sea local o sistémica. Por lo que la PE no solo se ha asociado con
la DMT2 sino con diversas enfermedades sistémicas en las que se encuentran
enfermedades cardiovasculares, Alzheimer, fibrosis quistica, cancer colorrectal,
cancer pancratico, cancer de esofago y artritis reumatoide (Bui etal., 2019;
Sczepanik et al., 2020; Sharma et al., 2016; Willis & Gabalddn, 2020).

Gracias al proyecto del microbioma humano se ha podido dilucidar que el
microbioma oral es el segundo mas abundante, y a diferencia de los principales
nichos del cuerpo humano reportados, como lo son el tracto gastrointestinal,
genitourinario, tracto respiratorio, piel y sangre, el microbioma oral ha exhibido la
presencia de material genético en todos ellos. Dicha relacidén no la presenta ninguno
de los demas microbiomas; esto quiere decir que ocurre una THG entre nichos
distantes, con una estimacion de mas del 60% si se compara con la THG que ocurre
en el mismo nicho. Esto abre la posibilidad de la diseminacién de genes de
resistencia y virulencia entre los diferentes nichos existentes dentro del cuerpo

humano (Baron et al., 2018; Jeong et al., 2019).

54



Los estudios con tecnologia NSG en PE han observado que el enriquecimiento
taxondémico bacteriano de la cavidad oral en personas con y sin PE en ausencia de
enfermedades sistémicas no es significativo (Almeida et al., 2020). Incluso la
composicidon de la biopelicula oral en personas con DMT2 y PE tampoco muestra
cambios significativos con respecto a los grupos control. Sin embargo, la cronicidad
de la PE y un pobre control de la DMT2 (HbA1c >8%) si se han reportado con
diferencias significativas en cuanto al enriquecimiento bacteriano. Y la principal
hipotesis es que las concentraciones de glucosa elevadas en suero y
posteriormente en el liquido crevicular podrian estimular el crecimiento selectivo de
bacterias, facilitando el crecimiento de bacterias fermentadoras Gram positivas

facultativas como estreptococos, lactobacilos y Actinomyces (Casarin et al., 2013).

No obstante, pese a las tecnologias que permiten el analisis de genomas completos
para identificacion de taxones bacterianos, la falta de identificacion directa de genes
ha limitado potencialmente la comprension de los distintos microbiomas (Ranjan
et al., 2016). Si a esto le sumamos que el microbioma oral es genéticamente mas
variable que el microbioma intestinal, ya que dos cepas de la misma especie pueden
diferir de su composicién genética hasta en un 5%. Esto genera fenotipos y efectos
distintos en el huésped que pueden pasar desapercibidos en los analisis de
composicién (Shoer et al., 2023). Por tal motivo, el actual proyecto precisa la
evidencia molecular en cuanto a la prevalencia de ocho GRA en la microbiota oral

de personas con PE y compromiso sistémico como la DMT2.

De acuerdo con el analisis realizado por PCR punto final, los resultados mostraron
una alta prevalencia con diferencias significativas de los genes tetW, ermBy ermA
en los grupos de DMT2 y DMT2+PE. Esto sugiere que estas condiciones podrian
estar asociadas con un mayor riesgo de adquirir y mantener estos GRA en la
microbiota oral. De la misma manera se observd una presencia alta del gen tetQ en
los cuatro grupos de estudio, lo cual coincide con informes previos vinculados como
el gen de mayor prevalencia en la biopelicula subgingival de individuos con PE

cronica (Brooks et al., 2022). Interesantemente, los genes mencionados estan
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vinculados a la proteccion ribosomal de las células bacterianas (Blair et al., 2015;
Darby et al., 2023).

Los genes tetQ y tetW que confieren resistencia a tetraciclinas son genes implicados
en codificar proteinas de proteccion ribosomal para la subunidad 30S, y las cuales
actuarian como factores de elongacion en el proceso de traduccién, permitiendo la
sintesis proteica bacteriana aun en presencia de estos farmacos (Donhofer et al.,
2012; Nguyen et al., 2014). En el presente estudio, tetQ fue el gen de resistencia
mas prevalente (71.6%), lo que sugiere una presion selectiva sostenida hacia la
resistencia a tetraciclinas en la biopelicula oral. Esta alta frecuencia podria
explicarse por el uso historico de tetraciclinas en la poblacién estudiada y por la
amplia distribucion de tetQ en especies comensales y patdgenas, lo que favorece
su presencia transversal en todos los grupos analizados, incluyendo individuos

aparentemente sanos.

Por otro lado, los genes ermA, ermB y ermC codifican la resistencia a macrolidos,
estudios in silico han demostrado que el mecanismo se basa en la dimetilacion de
un residuo de adenina en su grupo amino del anillo de 6 atomos; esta accion ocurre
antes del ensamblaje de la unidad 70S, especificamente en la subunidad 50S en el
ARNr23S, y debido a la incapacidad del grupo dimetilamino para servir como
donante de un enlace hidrégeno no podria participar en la coordinacion una
molécula de agua, ademas estos grupos metilo desplazan fisicamente a la molécula
de agua, dejando a la desosamina sin un socio para el enlace de hidrégeno;
modificando el sitio e impidiendo la unién de los macrdlidos en la unidad ribosomal
50S (Beckert et al., 2021; Svetlov et al., 2021).

Los genes ermB y ermA mostraron una distribucion amplia, principalmente en
individuos con DMT2; en contraste, el gen ermC presentd una prevalencia muy baja
(4.1%) en todos los grupos. Esta baja prevalencia podria indicar que su capacidad
de adaptacién ecoldgica es limitada dentro de la microbiota oral, especificamente
en las biopeliculas periodontales. Ademas, ermC tiene una menor frecuencia de

transferencia interfilo, posiblemente por estar asociado a plasmidos no conjugativos
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con menor compatibilidad entre los filos dominantes en biopeliculas periodontales.
Esto contrasta con tetQ, el cual se transfiere activamente entre los filos principales
como Firmicutes y Proteobacterias (Parras-Molto et al., 2025). Por lo que no esta
clara la presencia de ermC en biopeliculas supra y subgingivales y podria estar
mayormente vinculado a nichos especificos, como el conducto radicular, donde se
ha reportado con mayor frecuencia (Brooks et al., 2022; Vazquez-Ramos et al.,
2022).

La coexistencia de genes erm y tet en la microbiota oral, particularmente en
pacientes con comorbilidades como DMT2 y periodontitis, sugiere una dinamica de
coseleccion y transferencia horizontal que merece ser analizada desde una
perspectiva filogenética y ecoldgica. Dentro de los resultados reportados por
Moreira y colaboradores en 2020 con respecto a la prevalencia de GRA en
enfermedad periodontal, la variante erm fue la mas frecuente (58.2%) (Almeida
et al., 2020). Los resultados aqui reportados coinciden con la presencia de genes
ermB y ermA en personas sanas y con PE; sin embargo, estan aumentados en

presencia de DMT2.

El que la alta prevalencia de resistencia a tetraciclinas vaya de la mano con el
aumento de genes que codifican resistencia a los macrolidos en el presente estudio,
podria ser explicado por el fendmeno de coseleccidon. Pues tanto los genes erm
como los tet suelen estar contenidos en transposones conjugativos de la familia
Tn916, elementos genéticos moviles que albergan multiples genes y confieren
resistencia a diferentes antibioticos de los cuales también se suman la kanamicina
y algunos antisépticos (Ciric et al., 2011, 2012). Evento que abre la posibilidad de la
adquisicidon de resistencia cruzada por la exposicidon a bajas concentraciones de
clorhexidina, antiséptico de uso habitual en el control de biopeliculas orales (Cieplik
et al.,, 2019). Esto es particularmente preocupante ya que tanto las tetraciclinas
como los macrolidos son de uso comun en infecciones no solo de la cavidad oral si

no en infecciones de otros sitios del cuerpo humano, la resistencia dada por estos

57



genes podria complicar el tratamiento de diversas infecciones en pacientes con

diagndstico tanto de diabetes como de periodontitis en un solo individuo.

Los genes de resistencia a betalactamicos, particularmente los relacionados con la
produccion de la enzima betalactamasa como blaTEM, no mostraron una diferencia
estadisticamente significativa entre los cuatro grupos estudiados; no obstante, se
observdé una presencia considerable. Esto coincide con reportes previos de
biopeliculas orales provenientes del conducto radicular con presencia de
periodontitis periapical, en los cuales se exhibié una prevalencia elevada tanto en
personas sanas como en personas con DMT2; en este mismo informe el gen cfxA
si presentod diferencia estadistica en cuanto su presencia aumentada en personas
con DMT2 (Vazquez-Ramos et al., 2022). En el presente estudio, el gen cfxA, el
cual habla de resistencia a cefalosporinas, no estuvo aumentado en dos de los
grupos esperados, DMT2 y DMT2+PE. Interesantemente, su presencia fue
significativamente mayor dentro del grupo de PE en comparacion con los demas

grupos.

Finalmente, mecA que confiere resistencia a la meticilina, gracias a que codifica
proteinas de unién a penicilinas 2a (PBP2a), una enzima responsable de la
reticulacion de los peptidoglicanos en la pared celular bacteriana. Dicha enzima
tiene una baja afinidad por los B-lactamicos, por lo que resulta en una resistencia a
toda esta clase de antibidticos (Turner et al., 2019). Anteriormente se pensaba que
mecA tenia una frecuencia de transmision limitada entre Streptococcus aureus. Sin
embargo, ahora es bien sabido que el gen mecA es transportado por muchas
especies de estafilococos ademas de S. aureus, aunque aun se desconoce su
mecanismo de transferencia especifico (Katayama et al., 2000). Las implicaciones
de que las bacterias orales posean resistencia a meticilina a través de mecA es
realmente amenazante para la salud humana. Especialmente en contextos
hospitalarios donde las infecciones por Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) son preocupantes tanto en México como en Latinoamérica, por

enfermedades potencialmente mortales como la endocarditis bacteriana, neumonia,
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osteomielitis, infeccion de prétesis articulares e infecciones de piel y tejidos blandos
(Yoo et al., 2018; Turner et al., 2019; Negrete-Gonzalez et al., 2020; Leme et al.,
2021). Estos hallazgos mostraron la presencia de este GRA aumentado en
personas del grupo control, pese a ello, un porcentaje considerablemente alarmante
(30%) de individuos con DMT2+PE presento el gen. Asi que su relevancia clinica
radica en la ya descrita plausibilidad de una potencial bacteriemia y, por lo tanto, la
THG en nichos distantes favorecida por la PE. Por lo que se recomienda seguir
evaluando otros nichos simultaneamente, como sangre o infecciones en piel en el
caso del pie diabético, para determinar si la presencia de este gen tiene relacion

con la pobre respuesta a los farmacos empleados.

Asi mismo se observé que los individuos con DMT2, con o sin PE, tienen una mayor
prevalencia a partir de mas de cuatro GRA en comparacién con el grupo control.
Esto podria estar relacionado con la alteracién del ambiente microbiano debido a la
hiperglucemia, que se ha descrito como un factor que predispone al individuo a
infecciones recurrentes y al uso frecuente de antibioticos, lo que a su vez confluye

en la seleccion de cepas resistentes (Boyanova & Mitov, 2013).

Si comparamos los reportes previos en los patrones de presentaciéon de GRA en
periodontitis apical (Vazquez-Ramos et al., 2022), tienen una distribucién diferente
a los hallazgos aqui reportados, donde en la placa microbiana oral supra y
subgingival predominé la presencia de GRA enfocados en la proteccidon ribosomal
como los genes fet y erm principalmente en personas con DMT2. Las diferentes
formas de presentacion de patrones de resistencia a antibioticos en dos diferentes
nichos de la cavidad oral podrian atribuirse a la biogeografia microbiana, con una
organizacion espacial tanto en estructura como en composicién muy diferentes. Lo
que afecta negativamente su riqueza ambiental pero positivamente la prevalencia
de especies orales (Baker et al., 2024). Y también la inestabilidad fenotipica de la
microbiota oral por la exposicién a multiples factores locales, como por ejemplo el
uso de enjuagues antisépticos orales que pueden participar en las modificaciones

fenotipicas del microbioma oral (Bescos et al., 2020), o la exposicion a diferentes
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microbiotas orales entre humanos o animales (Pérez-Serrano et al., 2020; Shoer
et al., 2023).

Segun nuestra hipotesis, el grupo DMT2+PE fue el de mayor riesgo, pues muestra
una tendencia a tener mas GRA por individuo que los otros grupos, sugiriendo una
sinergia negativa en la diabetes y la periodontitis que podria fomentar la adquisiciéon

y resistencia de GRA de manera acelerada.

A pesar de que se observo que las concentraciones de glucosa en el momento de
la toma de muestra con la PRGP fueron muy heterogéneas, del total de individuos
solo se reportaron 19 (15.8%) con glucosa de mas de 180 mg/dL, por lo tanto,
profundizar en conocer si las concentraciones de glucosa plasmatica con HbA1c
>8% pueden tener una asociacion positiva o negativa en la presentacion de GRA

es imperativo para investigaciones futuras.

Dentro de las implicaciones clinicas, nos encontramos con la dificultad de
tratamiento debido a la presencia de multiples GRA en pacientes con DMT2+PE, lo
que podria complicar notablemente el tratamiento de infecciones orales o
infecciones distantes en estos pacientes, aumentando el riesgo de fallos
terapéuticos. Este hecho resalta lo fundamental y necesario de mantener un
enfoque basado en la vigilancia de las comorbilidades de cada paciente, dando cada

vez mas importancia a la medicina individualizada.

Los resultados también enfatizan que la seleccion de antibidticos para estos
pacientes deberia ser cuidadosa, tratando de evitar aquellos antibiéticos a los que
se muestra una resistencia significativa, lo que nuevamente nos impulsaria al paso
de la personalizacion del tratamiento en la medicina en lugar de seguir enfoques

generalizados.

La personalizacion del tratamiento antibidtico podria estar basada en pruebas de
sensibilidad como la PCR que proporciona informacion especifica con un enfoque
basado en la evidencia molecular y reduce la probabilidad de prescribir antibiéticos

inadecuados, minimizando la exposicion innecesaria y disminuyendo la presion
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selectiva que conduce a una resistencia antibidtica mayor, propiciando una terapia
dirigida a las necesidades individuales de estos pacientes, minimizando el impacto
en la microbiota comensal oral y del tracto digestivo, asi como previniendo la

exacerbacion de estas enfermedades cronicas y relacionadas al aumento de GRA.

La presente investigacion generd datos relevantes en el entendimiento de los
patrones de RA desde distintos angulos, siendo uno de los primeros reportes que
aborda a pacientes con DMT2 y PE. La descripcion aqui mostrada puede ser un
preambulo en donde se puedan encontrar obstaculos de evolucion hacia la
resistencia de los patdgenos mediante analisis de la abundancia y el patron de
resistencia en la microbiota humana en contextos ecologicos y distintas situaciones
sistémicas del huésped, que nos permitan predecir la situacion de resistencia
regional, e indirectamente también proporcionar indicaciones del uso histérico de
antibioticos. Esto se superpone con los principales objetivos de la vigilancia clinica
clasica de la resistencia, que es fundamental para guiar el tratamiento empirico,
evaluar las intervenciones e identificar tendencias regionales y temporales de la

resistencia (Larsson & Flach, 2022).

Las perspectivas del grupo de trabajo estan dirigidas a la medicina personalizada,
monitoreo y ajuste de tratamiento de acuerdo con las comorbilidades del paciente.
Asi como prevencion de la resistencia a largo plazo y uso racional de los
antibidticos. Adicionando un impacto en la calidad de vida del paciente con

condiciones complejas como son la DMT2 y la PE.
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VIll. Conclusion

La presencia de GRA en la microbiota de la cavidad oral de personas con
diabetes y comorbilidades como la enfermedad periodontal mostraron una
diversidad aumentada en la presentacion de patrones de GRA como eritromicina

y tetraciclinas principalmente, y en menor medida a los betalactamicos.

Entender los patrones de RA regionales es critico para reconocer patrones
globales de resistencia y mejorar el uso de antibidticos, por lo que también, la
presencia de multiples GRA observada en el grupo control confirma que la
vigilancia es vital para observar el comportamiento de la RA. Mayores estudios
encaminados a la variedad de antibidticos utilizados por region, el control en su
prescripcion y la presencia de GRA en diferentes nichos del cuerpo humano en

este tipo de poblacion son imperativos para profundizar en los patrones de RA.
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