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RESUMEN 

 

La resistencia a antibióticos es un problema a nivel mundial, cada día se reconocen más 

bacterias resistentes a antibióticos, obstaculizando los tratamientos convencionales y, 

por tanto, poniendo en peligro la salud del paciente. En la cavidad oral, los 

estreptococos representan el género más frecuente y están relacionados ampliamente 

con la etiología de la caries dental, sin embargo, no se sabe si las especies más comunes 

de este género son reservorios frecuentes de resistencia a antibióticos cuando están 

presentes en la placa dentobacteriana.  Objetivo: Determinar si los estreptococos orales 

son un reservorio frecuente de genes de resistencia a antibióticos de uso común en el 

humano. Metodología: Se realizó un estudio experimental in vitro con muestras de 

placa dentobacteriana de sujetos con caries dental, se identificaron cinco especies de 

estreptococos orales y nueve genes de resistencia a antibióticos que estos portaban. 

Resultados: Se revisaron 120 sujetos, se llevó a cabo la identificación de estreptococos 

orales y genes de resistencia a antibióticos en las muestras de la placa dentobacteriana 

de 63 sujetos que cumplieron los criterios de selección, se cultivaron, aislaron e 

identificaron 33 colonias, en ellas se encontraron frecuentemente diversos genes de 

resistencia a antibióticos. Conclusión: Debido a las limitaciones de este estudio y bajo 

la propuesta para determinar cuándo una especie bacteriana es reservorio frecuente de 

genes de resistencia a antibióticos, sólo el S. sanguis puede ser considerado reservorio 

frecuente de los genes tetM y blaTEM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 
 

ABSTRACT 

 

 

Antibiotic resistance is a worldwide problem, every day more antibiotic-resistant 

bacteria are recognized, hindering conventional antibiotic treatments and therefore 

jeopardize the health of the patient. In the oral cavity, streptococci represent the most 

frequent genus and are widely related to the etiology of dental caries; however, it is not 

known whether the most common species of this genus are frequent reservoirs of 

antibiotic resistance when present in the dentobacterial plaque.  Objective: To 

determine whether oral streptococci are a frequent reservoir of antibiotic resistance 

genes commonly used in humans. Methodology: An experimental in vitro study was 

carried out with samples of dentobacterial plaque from subjects with dental caries, five 

species of oral streptococci, and nine antibiotic resistance genes that they carried were 

identified. Results: 120 subjects were screened, the identification of oral streptococci 

and antibiotic resistance genes was carried out in the dentobacterial plaque samples of 

63 subjects who met the selection criteria, 33 colonies were cultured, isolated, and 

identified, and several antibiotic resistance genes were frequently found in them. 

Conclusion: So far, with the limitations of this study and under the proposal to 

determine when a bacterial species is a frequent reservoir of antibiotic resistance genes, 

only Streptococcus sanguinis can be considered a frequent reservoir of tetM and 

blaTEM genes.  
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I. ANTECEDENTES 

 

La resistencia a los antibióticos se ha convertido en una grave amenaza para la salud 

pública a nivel mundial (Koukos et al. 2016). Es un fenómeno complejo, que involucra 

diversos factores, tales como el uso inapropiado (Gyssens 2011; Pallasch 2000) y abuso 

de antibióticos, programas débiles de control de infecciones y la existencia de pacientes 

con múltiples enfermedades. La principal consecuencia de la resistencia a los 

antibióticos es el fracaso del tratamiento, el aumento en la morbilidad y mortalidad, así 

como el incremento en los costos de la asistencia médica (García 2003), poniendo en 

peligro no sólo la terapia antibiótica para infecciones orales, sino también para las 

infecciones extraorales causadas por la translocación de bacterias de la cavidad oral 

hacia el torrente sanguíneo y en cualquier parte del cuerpo (Almeida 2020). 

La resistencia antibiótica es un fenómeno biológico natural, cada vez que se pone en uso 

un nuevo agente antibiótico en la clínica, se detectan a la par en el laboratorio cepas 

resistentes a este, es decir, cepas que son capaces de multiplicarse aun en presencia de 

concentraciones mayores a las dosis terapéuticas (García 2003).  

La función de los antibióticos en el medio ambiente natural (no clínico) no ha recibido 

suficiente atención. La mayoría de los antibióticos utilizados para tratar infecciones son 

producidos por microorganismos del medio ambiente, lo que significa que los genes de 

resistencia a antibióticos deben haber surgido en hábitats no clínicos (Mead 1977). 

En general, los mecanismos de resistencia a antibióticos pre-existen o se modifican en la 

naturaleza debido a mutaciones o transferencia de genes, que pueden ser localizados en 

el cromosoma bacteriano o en los plásmidos (García 2003).  

La elevada exposición de las bacterias a los antibióticos de amplio espectro ha 

producido las condiciones ideales para conferir resistencia a estos antibióticos. De 

acuerdo con la literatura la resistencia a los antibióticos puede ser debido a 5 

mecanismos clave: 

1) Resistencia intrínseca 

2) Inactivación enzimática 

3) Resistencia mutacional 

4) Presencia de bombas de salida 

5) Adquisición horizontal 
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1) Resistencia intrínseca, se refiere a la resistencia inherente, la que ocurre de manera 

natural y que puede ser considerada una característica de especies. Puede ser debido a la 

falta de enzimas necesarias para convertir el antibiótico en sus metabolitos activos 

(Walker 1996) o también puede deberse a una concentración inadecuada de antibiótico 

(Taraszkiewicz et al. 2013). 

2) Inactivación enzimática, las bacterias producen enzimas capaces de crear cambios 

en la estructura del antibiótico haciendo que éste pierda su funcionalidad, las más 

prevalentes son las β-lactamasas para las penicilinas, estas proteínas son capaces de 

hidrolizar el anillo β-lactámico que poseen los antibióticos de esta familia (Poole 2004). 

3) Resistencia mutacional, en esta, las células pueden convertirse en resistentes debido 

a una mutación, afectando el antibiótico de interés (Kanwar, Sah, and Suresh 2017). Las 

mutaciones espontáneas ocurren muy raramente, a una tasa de 10-6 a 10-10 por 

generación y frecuentemente no están relacionadas con la sobrevivencia de los 

organismos. Una mutación resulta del cambio de una sola base de un nucleótido en el 

ADN de un organismo que puede resultar en resistencia a cierto antibiótico. Esta 

resistencia es debido al cambio de un aminoácido en una proteína asociada a la 

permeabilidad de la membrana en la célula bacteriana (Walker 1996).  

4) Presencia de bombas de salida, estas bombas, transportan moléculas de antibiótico 

fuera de la célula bacteriana (Ian and Marilyn 2001). Estas bombas de salida o 

expulsión son proteínas integrales de membrana que utilizan energía metabólica para 

expulsar el antibiótico a través de la membrana contra el gradiente de concentración, 

con lo cual evitan que llegue a su sitio de acción (Kouidhi, Al Qurashi, and Chaieb 

2015). 

5) La transferencia horizontal de información genética, es un mecanismo 

imprescindible para la adquisición de nuevos rasgos genéticos y esto constituye una vía 

importante para la expansión de información genética entre bacterias, esta información 

permitirá adaptación y maximización de oportunidades dentro de un nicho particular 

(Roberts 2014). La transferencia horizontal ha surgido a través de las interacciones entre 

comunidades bacterianas, con el fin de adquirir rasgos para hacer frente a las bacterias 

transitorias que intentan perturbar su medio ambiente (Roberts 1999). 

Un ejemplo de la transferencia horizontal es la liberación de múltiples mecanismos de 

defensa entre bacterias que se comparten unas a otras para hacer frente a agresiones del 
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medio oral, entre ellos la producción de enzimas: lactoperoxidasa, lisozima, 

bacteriocinas, así como la producción de inmunoglobulinas (A, G y M), y el constante 

recambio de células epiteliales (Wilson 2005).  

El incremento en la evidencia de la transferencia horizontal de genes en la cavidad oral 

humana muestra que este proceso es indispensable para la adaptabilidad de la 

comunidad oral. La transferencia horizontal es una estrategia mucho más compleja que 

una simple adquisición de ADN. En bacterias orales, si estas requieren de un gen en 

específico, por ejemplo, algunos genes de resistencia a antibiótico, es posible que ya 

presenten el mecanismo de resistencia y sólo requiera la adquisición del gen necesario 

mediante varios mecanismos de transferencia horizontal (Roberts 2014). 

Una bacteria puede adquirir nuevo ADN por transferencia horizontal mediante 

transformación, transducción o conjugación (Roberts et al. 1999; Warburton et al. 

2007). 

La transformación es el proceso por el cual una bacteria adquiere segmentos de ADN 

libre de su medio ambiente que le rodea y lo incorpora dentro de su genoma. La fuente 

de la transformación es usualmente de ADN de células bacterianas lisadas. Es frecuente 

hacer que suceda en el laboratorio al insertar ADN de un organismo a otro (Roberts and 

Mullany 2010), pero en cavidad oral la generación de ADN en el biofilm oral por 

transformación de bacterias competentes no es bien entendida, aunque se ha revelado 

que entre los estreptococos cariogénicos, el Streptococcus mutans (S. mutans) libera 

ADN extracelular mediante vesículas membranosas dentro de la formación del biofilm 

dental y, por tanto, provee una fuente de material genético para otras especies dentro del 

mismo (Liao 2014). 

Por otro lado, la transducción es el proceso por el cual el ADN bacteriano se 

empaqueta erróneamente en las cabezas de los bacteriófagos, cuando el fago infecta a 

otra célula bacteriana el ADN empaquetado es incorporado dentro del genoma del 

hospedador (Krishnakumar, Kuzhimattam, and Kumar 2015). En cavidad oral no se han 

reportado observaciones de transducción, hay evidencia que los bacteriófagos son 

abundantes en la cavidad oral, pero no que son capaces de transferir información 

genética (Roberts 2014). 

El mecanismo más común de transferencia de genes de resistencia a antibióticos es por 

conjugación. Este proceso requiere el contacto célula-célula y a través de un pilli e 
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involucra la transferencia del plásmido o transposón de ADN de una bacteria donadora 

a la bacteria aceptora. Los plásmidos son pequeños elementos extracromosomales que 

pueden ser fácilmente intercambiados entre bacterias de la misma especie o incluso 

entre bacterias de diferente especie (Krishnakumar, Kuzhimattam, and Kumar 2015). En 

general, los mecanismos de resistencia a antibióticos preexisten o se modifican en la 

naturaleza, pueden ser localizados en el cromosoma bacteriano o en los plásmidos 

(García  2003).  

La transferencia horizontal de genes puede contribuir a la sobrevivencia bajo presión 

antibiótica, esto es, cuando la bacteria adquiere proteínas de resistencia antibiótica. Es 

importante recalcar que no sólo por medio de pillis se da lugar a la transferencia 

horizontal de genes de resistencia, también es posible a través de transposones 

conjugativos vía poro de apareamiento, estos transposones son elementos móviles que 

se integran en el genoma de su anfitrión. Ellos codifican toda la información necesaria 

para la transposición intracelular y la conjugación intercelular. Los transposones 

conjugativos pueden llevar genes accesorios, los cuales frecuentemente codifican para 

resistencia a más antibióticos (Roberts and Mullany 2010) y son clasificados como 

elementos genéticos móviles (EGM). El oligonucleótido EGM es el transposón Tn916, 

siendo el principal responsable de la transferencia de una multitud de resistencia a 

antibióticos en la cavidad oral. Tn916 normalmente confiere resistencia a tetraciclina y 

minociclina por codificación de la proteína tetM, una proteína de protección ribosomal 

la cual se une de manera reversible a la subunidad 23S del ARN ribosomal, previniendo 

la unión de la tetraciclina y, por tanto, impidiendo la síntesis de proteínas o en su 

defecto, removiendo la molécula de tetraciclina (Roberts 2014). 

Los genes de resistencia a la tetraciclina se han encontrado justamente en los 

transposones conjugativos (Lancaster et al. 2005).  De los 29 genes identificados 

relacionados con tetraciclinas (Ian and Marilyn 2001), el gen de resistencia más común 

es el tetM presente en el transposón conjugativo Tn916, capaz de ser transferido de una 

cepa comensal a un patógeno endodóntico, por ejemplo (Moon, Kim, and Cha 2011). 

Las tetraciclinas fueron descubiertas en la década de 1940, son una familia de 

antibióticos que inhiben la síntesis de proteínas al impedir la unión del aminoacil-ARNt 

al sitio A de la subunidad menor del ribosoma. Son agentes de amplio espectro, exhiben 

actividad contra bacterias gram positivas, gram negativas, así como para otros 

organismos, tales como la clamidia, micoplasma, rickettsia y parásitos protozoarios. Las 
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propiedades antimicrobianas favorables y la ausencia de efectos secundarios adversos 

importantes han llevado al uso extenso de las tetraciclinas en infecciones humanas y 

animales (Ian and Marilyn 2001). 

Las proteínas de eflujo son las más estudiadas de las proteínas tet. Los genes tet 

codifican para proteínas asociadas a la membrana que exportan tetraciclina de la célula. 

La exportación reduce la concentración del fármaco intracelular y por lo tanto protege a 

los ribosomas dentro de la célula. Estos genes se encuentran tanto en gram positivos 

como en gram negativos (Ian and Marilyn 2001). 

Los genes de resistencia para la tetraciclina que se han mencionado con mayor 

frecuencia son los genes tetM, tetQ, tetW en saliva (Seville et al. 2009), en biofilm 

subgingival (Lancaster et al. 2005) y en infecciones endodónticas (Jungermann et al. 

2011; Rôças and Siqueira Jr 2012; Lins et al. 2013; Rôças and Siqueira Jr 2013). 

Aproximadamente la mitad de las cepas aisladas resistentes a tetraciclina son también 

resistentes a la β-lactámicos, debido a que los genes que codifican resistencia a ambos 

antibióticos pueden ser transferidos juntos (Walker 1996). 

Los antibióticos β-lactámicos son los más populares, usados con frecuencia en el 

tratamiento de una gran variedad de infecciones por bacterias gram positivas y gram 

negativas (John 2004). Estos agentes representan ˃65% de los antibióticos utilizados en 

el mundo, con más del 50% de los fármacos comercializados en los cuales se incluyen 

penicilinas, cefalosporinas, carbapenem, y más recientemente mezclas de penicilina con 

cefalosporina (Dalhoff and Thomson 2003). Estos antibióticos son caracterizados por 

tener 4 anillos β-lactámicos, sitios específicos para las enzimas bacterianas de la pared 

celular o también llamadas proteínas de unión a penicilina (Siu 2002; Essack 2001). 

La resistencia a estos puede ocurrir debido a la disminución de la permeabilidad de la 

célula bacteriana al antibiótico, alteración de la penicilina unida a proteínas o la 

producción de una enzima inactivadora: una β-lactamasa (Walker 1996).  

La presencia de genes asociados con la resistencia a los β-lactámicos ha sido evaluada 

en el medio ambiente oral. De acuerdo a la literatura los genes encontrados con mayor 

frecuencia son cfxA/cfxA2 y el gen blaTEM  en muestras de conductos radiculares 

(Jungermann et al. 2011; Rôças and Siqueira Jr 2012; 2013) y los genes pbp1a, pbp2x y 

pbp2b que se han encontrado en muestras de saliva (Nakayama et al. 2006) . 
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Finalmente, el tercer grupo de antibióticos más utilizados es la eritromicina, la cual 

tiene como modo de acción interferir con la síntesis de proteínas mediante la 

disociación del peptidil ARNt de los ribosomas bacterianos durante el proceso de 

translocación. La resistencia a este macrólido en las bacterias gram positivas puede 

ocurrir debido a una mutación que resulta en disminución de la afinidad ribosomal para 

el antibiótico. Esta resistencia está mediada por la alteración del sitio de unión de la 

eritromicina al ribosoma por metilación de residuos de adenina de una enzima 

codificada por el gen erm, que induce un cambio conformacional que impide la unión al 

sitio de unión ribosomal (subunidad 23S), tanto de macrólidos, como de lincosamidas y 

estreptograminas B. La resistencia también puede ser adquirida mediante material 

genético exógeno que puede localizarse en un plásmido o transposón que codifica 

resistencia por el mismo mecanismo (Walker 1996). 

Del total de la microbiota cultivable analizada para la resistencia a la eritromicina dos 

genes de resistencia han sido los más comúnmente encontrados: gen mef y ermB 

(Roberts and Mullany 2010). El gen ermC ha sido detectado en muestras en infecciones 

endodónticas. Tanto ermA y ermB no han sido identificados en muestras de conducto 

radicular, mientras que el gen ermB ha sido encontrado en saliva con alta frecuencia 

(Seville et al. 2009; Jungermann et al. 2011; Rôças and Siqueira Jr 2012; 2013) . 

Este intercambio genético es un fenómeno biológico natural entre las bacterias que guía 

a la propagación, por ejemplo, de genes de resistencia a antibióticos entre los habitantes 

del biofilm dental. La formación de biofilm casi siempre da lugar al incremento en la 

resistencia a antibióticos (amoxicilina, doxiciclina, metronidazol) en primer lugar al 

restringir la penetración del mismo  (Melo and Perussi 2013; Marsh 2009) y en segundo 

lugar por la transferencia de genes entre géneros y/o especies que codifican resistencia 

(Lancaster et al. 2005) .  

En el biofilm dental la composición en adultos sanos es generalmente estable, 

encontrando como género predominante a los estreptococos (Kumar 2013). Se ha 

identificado que en los pacientes sanos se obtiene una comunidad más diversa de 

microorganismos comparado con aquellos pacientes con enfermedad periodontal donde 

la diversidad de la microbiota se ve disminuida (Almeida 2020). 

El primer científico que describió la presencia de bacterias adheridas a las superficies 

dentales fue Van Leeuwenhoek en el siglo XVII, al utilizar su microscopio de luz 
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(Barceló et al. 2016), a partir de ese momento mucho se ha reportado acerca de la 

microbiota de la cavidad oral. Actualmente se sabe que es muy diversa, más de 700 

especies bacterianas han sido detectadas (Paster et al. 2005). Estas bacterias juegan un 

rol importante en el mantenimiento de la salud oral y en la etiología de enfermedades 

orales en humanos (Socransky, Smith, and Haffajee 2002; Kumar et al. 2005).  

La formación del biofilm oral comienza en el mismo instante que comienza la erupción 

dental, la superficie de los dientes es cubierta por la película adquirida, se ha 

documentado que este proceso puede tomar minutos (Hannig 1999). La película 

adquirida está compuesta por diversas moléculas, entre ellas, proteínas que actúan como 

receptores que son reconocidos por diversas bacterias (Hannig, Hannig, and Attin 2005; 

Siqueira et al. 2010). Aquellas bacterias que pueden reconocer esos receptores y que se 

unen a la película adquirida de la superficie de los dientes se conocen como 

colonizadores tempranos (Roberts and Mullany 2010). 

La principal proteína que actúa como receptor es la α-amilasa, presente en grandes 

cantidades en la saliva. Se han identificado como los primeros colonizadores a los 

Streptococcus spp., debido a que tienen la habilidad de unirse a esta proteína de unión 

de la saliva (Kolenbrander et al. 2002). A medida que las bacterias se unen, crecen y se 

dividen, comienzan a expresar el fenotipo de biofilm (Stephens 2002). 

Cuando se expresan en biofilm, las bacterias secretan sustancias poliméricas 

extracelulares (SPE), que incluye polipéptidos, carbohidratos y ácidos nucleicos, 

además de incorporar agua en su estructura, ésta matriz física (agua, microorganismos y 

SPE) proporciona estabilidad a las células y microcolonias  (Gibbons 1989) a las 

fuerzas de cizallamiento experimentadas en la cavidad oral (Post et al. 2007). 

Se calcula que un milímetro cúbico de biofilm dental contiene alrededor de 100 

millones de bacterias (Jenkinson and Lamont 2005; Chung et al. 2016). Los biofilms 

bacterianos representan una estrategia antigua de supervivencia procariota esto debido a 

que las bacterias logran ventajas significativas, pues les proporcionan protección frente 

a las fluctuaciones medioambientales de humedad, temperatura y pH, al igual que les 

proporciona nutrientes de manera concentrada, y facilitan la eliminación de sus 

desechos (Post et al. 2007). 

Los biofilms dentales son encontrados en salud y ciertas bacterias comensales tienen el 

potencial de excluir patógenos, con el fin de no competir por los nutrientes y sitios de 
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unión (Van Hoogmoed et al. 2008). Cuando ocurre acumulación de biofilm dental, éste 

es acompañado de cambios en la composición bacteriana, guiando el inicio de la 

enfermedad dental, tal como caries, gingivitis, y periodontitis (Baehni and Takeuchi 

2003).   

La Organización Mundial de la Salud (OMS), ha definido a la caries dental como un 

proceso localizado de origen multifactorial que se inicia después de la erupción 

dentaria, comenzando con el reblandecimiento del tejido duro del diente y 

evolucionando hasta la formación de una cavidad. Si no se atiende oportunamente, 

afecta la salud general y la calidad de vida de los individuos (Godínez Morales and 

Luengas Quintero 2009).  

Se ha considerado al S. mutans como el principal agente etiológico bacteriano de la 

caries dental (Maheswari et al. 2015; Hamada and Slade 1980; Loesche 1986). S. 

mutans es uno de los colonizadores primarios así como otros estreptococos del grupo 

viridans como son: S. oralis, S. mitis, S. sanguis, S. salivarius y S. gordonii, estos 

colonizadores primarios son ubicuos, constituyen el 80% (Nyvad and Fejerskov 1987) 

de la microbiota total cultivable (Nyvad and Kilian 1990), presentes principalmente en 

el biofilm dental (Axelsson 2000; Li and Tanner 1998).  

La adherencia de S. mutans a las superficies dentales es el primer paso en la formación 

de los biofilms (Cvitkovitch, Li, and Ellen 2003; Ohta et al. 2017). S. mutans, es 

acidúrico y acidogénico, expresa una gran variedad de adhesinas de superficie 

(Jenkinson and Demuth 1997) que pueden unirse a la α-amilasa de la película adquirida 

salival en los dientes (Mitchell 2003) y provee también un sitio para la adhesión inicial 

para otros microorganismos (Kishimoto, Hay, and Gibbons 1989). Esta bacteria 

sintetiza grandes cantidades de glucanos extracelulares y fructanos a partir de sucrosa 

usando glucosiltransferasas y fructosiltransferasas. Estos glucanos proveen de sitios 

específicos de unión para la colonización bacteriana en la superficie de los dientes y da 

la integridad estructural de la matriz extracelular (Bowen 2002). 

Además de S. mutans también se ha identificado la presencia de S. gordonii como 

colonizador primario en los biofilm dentales, se ha documentado que interactúa con la 

α-amilasa salival, lo cual sugiere que contribuye a la unión de S. gordonii a la superficie 

dental (Rogers et al. 2001). Se ha revelado la existencia de un antagonismo con S. 

gordonii teniendo un interesante mecanismo de liberación de ADN. Las bases 
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moleculares de este antagonismo son dependientes de la producción de bacteriocinas 

(Kreth, 2005). 

Las bacteriocinas son proteínas antimicrobianas que inhiben la competencia de otras 

especies bacterianas, S. mutans produce una cantidad enorme de bacteriocinas, 

reguladas por un sistema de competencia, es decir, se da la liberación de una proteína 

ComE reguladora transcripcional que se encuentra en la secuencia promotora de muchas 

bacteriocinas para activar la cascada de competencias y dar lugar a la activación de la 

transcripción y también activa los genes responsables para el consumo de ADN. 

Experimentos in vitro con S. mutans y S. gordonii han confirmado la inducción del 

sistema de competencia, donde S. mutans da lugar a la liberación de bacteriocinas para 

la destrucción de S. gordonii, el cual libera su ADN que queda libre y S. mutans lo 

captura para su transformación, adquiriendo así nuevos rasgos genéticos (Kreth 2006). 

Mientras que S. mutans ataca a S. gordonii, también existe un mecanismo por el cual S. 

gordonii junto con S. sanguis puede inhibir a S. mutans, y esto es a través de la 

producción de peróxido de hidrógeno para el cual S. mutans es sumamente susceptible 

(Kreth 2008).  

Interesantemente la producción de peróxido de hidrógeno está íntimamente 

correlacionada con la liberación de ADN.  La enzima responsable de la producción de 

peróxido de hidrógeno en estas dos especies se ha identificado como piruvato oxidasa, 

una enzima oxido-reductasa que cataliza la conversión de piruvato, fosfato inorgánico y 

oxígeno molecular para dar lugar al peróxido de hidrógeno en un medio aeróbico. 

Además, se ha revelado que esta enzima piruvato oxidasa también la presentan S. oralis 

y S. mitis; constituyentes importantes del biofilm dental (Zhu 2014). 

En condiciones anaeróbicas, la producción de peróxido de hidrógeno se ve disminuida, 

con una reducción significativa de la concentración extracelular de ADN (Itzek 2011). 

Mientras que existen constantes fluctuaciones de alimentos y bebidas, la principal 

fuente de nutrientes de las bacterias orales es la saliva, también lo es la alimentación, 

existen diversos carbohidratos que pueden ser utilizados rápidamente y proveen ventaja 

para algunos microorganismos, en cambio, otras especies requieren de los productos 

elaborados por otras bacterias para su nutrición, tal es el caso de Veillonella que 

consume el lactato producido por los estreptococos cariogénicos toda vez que 

metabolicen los azúcares simples de la dieta (Roberts 2014). 
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Por su parte, S. sanguis es otra de las primeras bacterias que se adhiere selectivamente y 

coloniza los dientes cubiertos de saliva. Esta especie aparece generalmente en la 

cavidad humana después de la erupción dental y se convierte en un habitante normal de 

la boca (Gong, Mailloux, and Herzberg 2000).  

Específicamente S. sanguis, se ha asociado a sitios de los dientes libres de enfermedad, 

es decir, estaría compitiendo por la colonización de la superficie de los dientes desde del 

momento de la erupción con otros estreptococos potencialmente cariogénicos como el S. 

mutans.  S. sanguis se ha propuesto como un microorganismo protector en los dientes 

de sujetos adultos jóvenes ya que se ha reportado que al tener una mayor presencia de S. 

sanguis presentan bajo riesgo de desarrollar lesiones cariosas en la superficie de los 

dientes (Giacaman 2012).   

Mientras que S. oralis se relaciona con la sobrevivencia y persistencia de los demás 

estreptococos, al metabolizar glucoproteínas del hospedador para dar lugar a la 

liberación de monosacáridos (Byers et al. 1999). Por otra parte, a S. mitis se reconoce 

por causar bacteriemia o endocarditis infectiva relacionado a tratamiento dental 

(Sabella, Murphy, and Drummond-Webb 2001). 

Diferencias en las proporciones relativas de otras especies de estreptococos han sido 

identificadas entre la microbiota temprana en caries activa e individuos libres de caries. 

Específicamente la proporción de S. mitis es mayor que la proporción de S. sanguis en 

individuos con caries activa (De Soet, Nyvad, and Kilian 2000). 

Por otro lado, para que se dé lugar a la maduración del biofilm se requiere de la unión 

de otras bacterias a las previamente unidas al diente, secuencialmente aparece una 

superficie naciente que forma el puente con otras células bacterianas co-agregadas. La 

co-agregación es uno de los mecanismos más importantes subyacentes a la colonización 

bacteriana y formación del biofilm dental al servir como puente entre colonizadores  

(Kolenbrander et al. 2002). La co-agregación entre bacterias orales se cree que 

contribuye no sólo a la colonización a través de mecanismos físico-químicos, también a 

la comunicación metabólica e intercambio genético debido a que cada bacteria puede 

fácilmente acceder a la célula bacteriana vecina y sus metabolitos (Hojo et al. 2009). 

Este intercambio genético es clave si de genes de resistencia a antibióticos se trata. 
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Planteamiento del Problema 

 

La resistencia a antibióticos se ha convertido en un problema de salud a nivel mundial, 

comprometiendo la eficacia de los mismos para las infecciones humanas. 

Es razonable suponer que en cavidad oral, en donde existe una gran diversidad 

microbiana y diversos nichos en donde alojarse, existe un gran potencial de 

transferencia de genes de resistencia a antibióticos, y que las comunidades de bacterias 

cariogénicas, que son comensales comunes y constantes en el humano, pudieran estar 

actuando como reservorios de genes de resistencia, lo que podría estar ocasionando que 

otros microorganismos comensales y/o patógenos adquieran esa misma resistencia, 

generando así graves problemas a la salud del paciente.  
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Justificación 

 

A pesar de que se han identificado diversos genes de resistencia a antibióticos en 

distintos nichos de la cavidad oral (conducto radicular, saliva, fluido crevicular) esta 

identificación se ha realizado en condiciones de enfermedad, en comunidades 

microbianas en desequilibrio, y hasta el momento no se ha investigado la posibilidad de 

que los estreptococos orales sean reservorios frecuentes de genes de resistencia a 

antibióticos.  

El que se determine si son reservorios frecuentes es fundamental en el estudio de la 

resistencia a antibióticos, pues implica que un grupo de microorganismos que es 

constante y común en los seres humanos podría ser capaz de almacenar y transmitir 

información genética a otros microorganismos que estén de paso por la cavidad oral y 

que tengan potencial patogénico en otras partes del cuerpo. 

Este proyecto pretende, además, revalorar a la subestimada “caries” y su atención. Pues 

muestra que los microorganismos capaces de causarla también tendrían que ser 

considerados como reservorios frecuentes de genes de resistencia a antibióticos y por lo 

tanto la eliminación o al menos el control de estos microorganismos tendría que ser más 

efectiva, y la atención odontológica no sólo en función de prevenir y contrarrestar 

enfermedades dentales, sino también prevenir la resistencia a antibióticos y, por lo 

tanto, impactar en la salud general del individuo y de la comunidad en general. 
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II. HIPÓTESIS 

 

Hipótesis de trabajo 

 

Los estreptococos orales frecuentemente presentan genes de resistencia a 

antibióticos cuando están presentes en la microbiota de la placa dentobacteriana. 

 

Hipótesis nula  

 

Los estreptococos orales no presentan frecuentemente genes de resistencia a 

antibióticos cuando están presentes en la microbiota de la placa dentobacteriana. 
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III. OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar si los estreptococos orales presentan frecuentemente genes de resistencia 

a antibióticos cuando están presentes en la microbiota la de placa 

dentobacteriana.    

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1) Identificar por PCR la presencia o ausencia de cinco especies de 

estreptococos orales (S. oralis, S. mutans, S. sanguis, S. salivarius y 

S. gordonii) y nueve genes de resistencia a antibióticos (blaTEM, 

cfxA, mecA, ermA, ermB, ermC, tetM, tetQ, tetW) en cada una de las 

placas dentobacterianas recolectadas. 

2) Cultivar, identificar y aislar estreptococos orales (S. oralis, S. 

mutans, S. sanguis, S. salivarius y S. gordonii) a partir de cada una 

de las placas dentobacterianas. 

3) Establecer por PCR la presencia o ausencia de nueve genes de 

resistencia a antibióticos (blaTEM, cfxA, mecA, ermA, ermB, ermC, 

tetM, tetQ, tetW) en cada una de las especies de estreptococos orales 

aislados. 

4) Contrastar los perfiles de resistencia genética a antibióticos de la 

placa dentobacteriana y del estreptococo aislado de la misma placa 

dentobacteriana. 
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IV. METODOLOGÍA 

 

La fase experimental fue llevada a cabo en el Laboratorio de Investigación 

Odontológica Multidisciplinaria (LIOM) de la Facultad de Medicina de la Universidad 

Autónoma de Querétaro.  

 

El proyecto se dividió en tres grandes fases: 

 

I. Identificación por PCR de las cinco especies de estreptococos orales en cada una 

de las muestras, así como identificación de los nueve genes de resistencia a 

antibióticos. 

II. Identificación por PCR de las UFCs de estreptococos cultivados y aislados de 

cada uno de los participantes seleccionados.   

III. Identificación por PCR de la presencia o ausencia de nueve genes de resistencia 

a antibióticos en cada una de las especies de estreptococos orales aislados de 

cada uno de los participantes.  

 

FASE I 

4.1 Identificación por PCR de las cinco especies de estreptococos orales en cada 

una de las muestras, así como identificación de los nueve genes de resistencia a 

antibióticos. 

4.1.1 Obtención de la placa dentobacteriana.  

1.- Se invitaron a participar en el protocolo de investigación a 120 pacientes de la 

Clínica de Admisión y Diagnóstico de la Clínica Odontológica de la Facultad de 

Medicina que acudieron a solicitar atención odontológica, de los cuales 63 

cumplieron con los criterios de selección y firmaron el consentimiento informado 

después de explicarles a detalle los objetivos y requerimientos del estudio.  

Los criterios de selección fueron: Inclusión: 18 a 50 años, con al menos 28 órganos 

dentales, entre 9 y 13 caries activas sin compromiso pulpar. Y de exclusión: Pacientes 

con gingivitis o periodontitis, con enfermedades sistémicas, fumadores, pacientes que 

reportaron la ingesta de fármacos de cualquier tipo, incluidos los suplementos y 
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vitaminas y sobre todo antibióticos en los últimos 6 meses y aquellos pacientes que 

reportaron haber cepillado sus dientes 3 horas antes de la toma de muestra. 

 

2.- Como parte del protocolo para su atención en la Clínica Odontológica, todos 

los pacientes pasaron por el Triage telefónico y presencial antes de su ingreso, 

posteriormente los encargados de la m i s m a ,  e n  e l  á r e a  d e   Admisión y 

Diagnóstico realizaron su expediente digital completo, el cual incluye un 

odontograma que permite establecer la cantidad de dientes afectados por caries; 

en promedio la población de 18 - 62 años oscila entre 9 a 13 piezas afectas,  

s iendo estos pacientes a  l o s  q u e  se les invitó a participar. 

 

3.- Se tomó una muestra de placa dentobacteriana supragingival de al menos 10 

superficies dentales, de dientes anteriores y posteriores, incluyendo superficies bucales, 

linguales y caras oclusales utilizando una cureta de Lucas, colocándolas en tubos de 

ensayo con 6ml de BHI estéril; los cuales fueron identificados con un número. 

 

4.- Cada una de las muestras fue llevada a un periodo de incubación a 36°C durante 

12 horas antes de su procesamiento (Figura 1). 

 

Figura 1. Incubación de las muestras. 
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4.1.2 Aislamiento de ADN de la muestra de placa dentobacteriana total 

1.- Se llevó a cabo un concentrado de la muestra, centrifugando por 3 ocasiones 1ml de 

BHI a 13,000 rpm por 10 minutos, entre cada centrifugación fue descartado el 

sobrenadante y se lavó la muestra con 1000 µL con PBS. 

2.- Se agregaron 30 µL de solución de lisis y 30 µL de proteinasa K y se incubaron los 

tubos durante 5 minutos a 80 º C. 

2.- Se incubaron a 37º C durante 30 minutos.  

3.- Se agregaron 1.5 µL de RNAasa. 

4.- Se agregaron 100 µL de solución de precipitación de proteínas para ser llevadas al 

vórtex por 20 segundos. 

5.- Se centrifugaron durante 10 minutos a 13,000 rpm, y se colectó el sobrenadante a un 

tubo nuevo.  

6.- Se agregaron 500µL de fenol-cloroformo alcohol isoamílico y se mezcló invirtiendo. 

7.- Se centrifugó durante 10 minutos y posteriormente se llevó la capa acuosa a un 

nuevo tubo. 

8.- Se agregaron 400 µL de isopropanol al 100% y se mezcló invirtiendo. 

9.- Se incubaron los tubos en hielo durante 10 minutos, se centrifugaron y fue 

descartado el isopropanol. 

10.- Se lavó el pellet con 500 µl de etanol al 70% y se centrifugó 10 minutos para 

posteriormente descartar el etanol. 

11.- Se mantuvo secando el pellet por 4 horas.  

12.- Se agregaron 60 µl de agua estéril para hidratar el DNA. 

13.- Se almacenó a -70°C hasta su utilización. 

4.1.3 Identificación de la posible presencia de cinco estreptococos orales en la placa 

dentobacteriana total por PCR. 

1.- Se realizaron cinco PCR a cada uno de los tubos de ensayos (N=63) para 

asegurar la presencia de cada uno de los cinco estreptococos orales.   

2.- Se utilizaron oligonucleótidos específicos (Tabla 1), en reacciones de 20 µl, la 

reacción se llevó a cabo colocando 6 µl de agua bidestilada estéril, 0. 8 µl de cada 

uno de los oligonucleótidos 10 µl de Taq y 2 .4 µl del ADN previamente aislado; 

para ser colocadas las reacciones en el termociclador y llevar a cabo los 30 

ciclos necesarios para dar lugar al producto deseado (Figura 2). 
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Figura 2. Termociclador 

3.- Cada producto fue cargado en geles de agarosa al 2% y sometido a 

electroforesis (Figura 3). 

Tabla 1. Oligonucleótidos específicos para i d en t i f i ca r  estreptococos orales. 

 

Estreptococo 

oral 

Nombre Secuencia  del  oligonucleótido Alineamiento 

(ºC) 

Tamaño 

(pb) 

S. mutans MKD-F 

MKD-R 

5’GGCACCACAACATTGGGAAGCTCAGTT3’  

5’GGAATGGCCGCTAAGTCAACAGGAT3  ’ 

70 433 

S. salivarius MKK-F 

MKK-R 

5’GTGTTGCCACATCTTCACTCGCTTCGG3’ 

5’CGTTGATGTGCTTGAAAGGGCACCATT

3’  

66 544 

S.  sanguis MKP-F 

MKP-R 

5’GGATAGTGGCTCAGGGCAGCCAGTT3’ 

5’GAACAGTTGCTGGACTTGCTTCTC3’ 

70 313 

S. oralis MKR-F 

MKR-R 

5’TCCCGGTCAGCAAACTCCAGCC3’ 

5’GCAACCTTTGGGATTTGCAAC3’ 

66 374 

S.  gordonii MKG-F 

MKG-R 

5’CTATGCGGATGATGCTAATCAAGTG3’ 

5’GGAGYCGCTATAATCTTGTCAGAAA3’  

55 440 
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                                                     Figura 3. Electroforesis 

 

 

4.- Se tiñó cada gel con bromuro de etidio y se observó en un transiluminador 

UV (Figura 4 y 5). 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 4. Gel teñido. Figura 5. Transiluminador UV. 
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5.- Se identificaron y documentaron la presencia o ausencia de bandas en el gel, 

de  lo s  es t rep tococos  presentes  en  cada una de  las  mues t ras  de los 

pacientes (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.4. Identificación por PCR de la presencia o ausencia de nueve genes 

de resistencia a antibióticos en    cada una de las muestras de cada uno de 

los pacientes. 

 

1.- A cada uno de los aislamientos de ADN de la muestra de cada uno de los 63 

pacientes i n c l u i d o s ,  se le realizaron nueve PCR, cada uno con 

oligonucleótidos específicos (Tabla 2) para identificar la presencia o ausencia de 

los genes de resistencia  a antibióticos comunes. 

 

 

 

 

                 Figura 6. Visualización de gel de agarosa. 
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2.- Se realizaron reacciones de 20µl, la reacción se llevó a cabo colocando 6µl de 

agua bidestilada estéril, 0.8µl de cada uno de los oligonucleótidos, 10µl de Taq y 

2.4µl del ADN previamente aislado (Figura 7). 

 

Figura 7. Termociclador. 

 

Tabla 2. Oligonucleótidos y condiciones utilizadas para la detección de los 

nueve genes de resistencia a antibióticos. 
 

Gen de  

Resistencia  a 

Antibiótico 

 

Secuencia  del  Oligonucleótido 

Temperatura de 

Alineamiento 

(ºC) 

Amplicón 

(pb) 

 

blaTEM 

 

5’CCAATGCTTAATCAGTGAGG3’  

5’ATGAGTATTCAACATTTCCG3’  

 

50 
 

858 

 

ermC 

5’AATC GGCTCAGGAAAAGG3’ 

5’ATCGTC AATTCCTGCATG3’ 
50  

562 

 

cfxA 

5’GCGCAAATCCTCCTTTAACAA3’  

5’ACCGCCACACCAATTTCG3’ 
55  

802 

 

tetM 

5’GTGGACAAAGGTAC  AACGAG3’  

5’CGGTAAAGTTCGTCACACAC  3’ 
55  

406 

 

tetW 

5’GAGAGCCTGCTATATGCCAGC3’ 

5’GGGCGTATCCACAATGTTAAC3’ 
55  

168 

 

tetQ 

5’TTATACTTCCTCCGGC ATCG3’ 

5’ATCGGTTCGAGAATGTCCAC3’ 
55  

904 

 

ermA 

5’AACACCCTGAACCCAAGGGACG3’  

5’CTTCACATCCGGATTCGCTCGA3’ 
 

50 
 

420 

 

ermB 

5’GAAAAGGTACTCAACCAAATA3’  

5’AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC3’ 
 

55 
 

639 

 

mecA 

5′-TAGGTAAAATGTCTGGACATG3′ 

5′ GCATCAASTGTATTGGATAGC3′ 
 

55 
 

533 
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3.- Cada producto fue cargado en geles de agarosa al 2% y sometido a 

electroforesis (Figura 8). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        
 

 

4.- Se tiñó cada gel con bromuro de etidio y se observó en un transiluminador 

UV. 

5.- Se identificó y documentó la presencia o ausencia de los nueve genes de 

resistencia a antibióticos mediante bandas en el gel, en cada una de las 63 muestras 

de los pacientes.  

 

FASE II 

 

4.2 Identificación por PCR de las UFCs de estreptococos cultivados y aislados de 

cada uno de los participantes seleccionados.   

 

Para llevar a cabo esta segunda fase, fueron seleccionadas las 20 muestras con mayor 

número de genes de resistencia a antibióticos, primero se dio lugar al aislamiento de las 

colonias, para ello se sembraron 15 µl de la muestra contenida en tubos de ensayo con 

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los 9 genes de resistencia a 

antibióticos. 
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BHI en cajas Petri con agar TYS20B (Tripticasa de soja-extracto de levadura-sucrosa-

bacitracina), agar específico para el crecimiento y desarrollo de estreptococos orales.  

A continuación, se detalla la forma de preparación del agar y el método de sembrado y 

aislado de cada una de las colonias, así como su identificación mediante el uso de la 

técnica molecular PCR. 

4.2.1 Preparación de medio de cultivo Tripticasa soya-extracto de levadura-

Sucrosa-Bacitracina Agar (TYS20B). 

 

1.- Se pesaron 40g del medio base agar tripticasa de soya, 10g de extracto de levadura y 

15g de sacarosa en una báscula analítica. 

2.- Se mezclaron en 1lt de agua destilada usando un matraz Erlenmeyer. 

3.- Se calentó hasta su punto de ebullición con agitación hasta disolverse 

completamente (Figura 9). 

4.- Se llevó el matraz a la autoclave y se esterilizó la solución a 121°C por 15 minutos. 

5.- Una vez estéril, se dejó enfriar hasta los 40°C y se añadieron 0.2U/ml de Bacitracina 

y se agitó hasta disolver. 

6.- Se distribuyó la mezcla homogénea en cajas Petri y se esperó hasta que estas 

gelificaron. 

7.- Todas las placas se mantuvieron en refrigeración hasta su uso.   

 

 

Figura 9. Preparación del agar TYS20B. 



34 
 

4.2.2 Aislamiento e identificación de las UFCs de estreptococos orales. 

1.- Cada microtubo fue vigorosamente agitado (vortex) y se tomaron 15 µl que fueron 

depositados en cajas Petri previamente identificadas y preparadas con medio de cultivo 

selectivo para estreptococos orales (TYS20B). 

 

2.- Se colocaron las cajas de cultivo en incubación durante 24 horas a 37°C en la 

incubadora microbiológica, bajo anaerobiosis parcial (Figura 10). 

 

Figura 10. Incubación bajo anaerobiosis. 

 

3.- Pasadas las 24 horas se observó crecimiento de diferentes colonias.  

 

4.2.3 Identificación por PCR de las especies de estreptococos orales aislados de 

cada uno de los participantes. 

 

De cada caja Petri, se aislaron de una a cuatro colonias con distinta morfología o 

colonias separadas entre sí con un asa bacteriológica en tubos Eppendorf con 1ml de 

PBS estéril (Figuras 11 y 12). 
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Figura 11. Observación y elección de colonias en estereomicroscopio. 

                 

 

 

 

Figura 12. Caja de cultivo de estreptococos orales. 
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4.2.4 Aislamiento del ADN de las colonias aisladas 

 

1.- Cada uno de los tubos Eppendorf con 1ml de PBS con la colonia aislada, se colocó 

en la centrifuga a 13,000 rpm por 10 minutos, se descartó el sobrenadante y se lavó la 

muestra con 1000 µL con PBS. 

2.- Se agregaron 30 µL de solución de lisis y 30 µL de proteinasa K y se incubaron los 

tubos durante 5 minutos a 80 º C. 

2.- Se incubaron a 37º C durante 30 minutos.  

3.- Se agregaron 1.5 µL de RNA asa. 

4.- Se agregaron 100 µL de solución de precipitación de proteínas para ser llevadas al 

vórtex por 20 segundos. 

5.- Se centrifugaron durante 10 minutos a 13,000 rpm, y se colectó el sobrenadante a un 

tubo nuevo.  

6.- Se agregaron 500 µL de fenol-cloroformo alcohol isoamílico y se mezcló invirtiendo 

el tubo. 

7.- Se centrifugó durante 10 minutos y posteriormente se llevó la capa acuosa a un 

nuevo tubo. 

8.- Se agregaron 400 µL de isopropanol al 100% y se mezcló invirtiendo. 

9.- Se incubaron los tubos en hielo durante 10 minutos, se centrifugaron y fue 

descartado el isopropanol. 

10.- Se lavó el pellet con 500 µl de etanol al 70% y se centrifugó 10 minutos para 

posteriormente descartar el etanol. 

11.- Se mantuvo secando el pellet por 4 horas.  

12.- Se agregaron 60 µl de agua estéril para hidratar el DNA. 

13.- Se almacenó a -70°C hasta su utilización. 

 

4.2.5 Identificación de la especie de estreptococo aislada. 

1.- Se realizaron 5 PCR a cada uno de los tubos Eppendorf (uno a cinco 

posibles) obtenidos de cada caja de cultivo.  

2.- Se utilizaron oligonucleótidos específicos (Tabla 1), en reacciones de 20 µl, la 

reacción se llevó a cabo colocando 6 µl de agua bidestilada estéril, 0. 8 µl de cada 

uno de los oligonucleótidos, 10 µl de Taq y 2 .4 µl del ADN previamente 
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aislado; para ser colocadas las reacciones en el termociclador y llevar a cabo los 

30 ciclos necesarios para dar lugar al producto deseado. 

                                              

3.- Cada producto fue cargado en geles de agarosa al 2% y sometido a 

electroforesis. 

4.- Se tiñó cada gel con bromuro de etidio y se observó en un transiluminador 

UV. 

5.- Se identificaron y documentaron la presencia o ausencia de bandas en el gel, 

hasta lograr identificar todos los estreptococos orales en cada una de las colonias 

aisladas de cada una de las cajas petri. 

 

FASE III 

 

4.3. Identificación por PCR de la presencia o ausencia de nueve genes de 

resistencia a antibióticos en    cada una de las especies de estreptococos orales 

aislados de cada uno de los participantes seleccionados. 

1.- A cada uno de los tubos de estreptococos previamente identificados se le 

realizaron 9 PCR, cada uno con oligonucleótidos específicos (Tabla 2) para 

identificar la presencia o ausencia de los genes de resistencia a antibióticos 

comunes.  

2.- Se utilizaron reacciones de 20µl, la reacción se llevó a cabo colocando 6µl de 

agua bidestilada estéril, 0.8µl de cada uno de los oligonucleótidos, 10µl de Taq y 

2.4µl del ADN previamente aislado. 

3.- Cada producto fue cargado en geles de agarosa al 2% y sometido a 

electroforesis.      

4.- Se tiño cada gel con bromuro de etidio y se observó en un transiluminador 

UV. 

5.- Se identificó y documentó la presencia o ausencia de los nueve genes de 

resistencia a antibióticos mediante bandas en el gel, en cada una de los 

estreptococos orales obtenidos de cada paciente. 
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DESECHOS  

Los cultivos generados producto de la investigación, fueron neutralizados en 

autoclave a 121°C durante 20 minutos, garantizando la eliminación de 

microorganismos patógenos y posteriormente fueron eliminados en bolsas de 

color rojo transparente, se llenaron al 80 por ciento de su capacidad, siendo 

etiquetadas para luego ser llevadas al almacenamiento temporal de la Facultad de 

Medicina. 

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM -087-ECOL-SSA1-2002, se 

estableció el manejo de residuos peligroso biológico-infecciosos en el Laboratorio 

de Investigación Odontológica Multidisciplinaria (LIOM). 
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V. RESULTADOS  

 

 

Se revisaron 120 sujetos, de los cuales se incluyeron 63 sujetos que cumplieron los 

criterios de selección a los cuales se les tomó muestra de placa dentobacteriana  

Las características de la población incluida se muestran en la tabla 3. 

 

 

Tabla 3. Características de los pacientes 

incluidos (n=63) 

 X± DE (Rango) 

Edad 35.47 ± 11.89  

(18-62) 

  

Genero Frecuencia (%) 

Femenino 42 (66.66) 

Masculino 21 (33.33) 

 

En cada una de las muestras de placa dentobacteriana se realizó PCR para identificar la 

presencia o ausencia de cada una de las cinco especies bacterianas de interés con la 

finalidad de conocer la prevalencia de dichas especies en la población muestreada y 

asegurar su presencia en la muestra que sería seleccionada para la etapa dos de la 

investigación. Los resultados se muestran en la tabla 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 4. Frecuencia y porcentaje de las cinco especies de estreptococos en los 

63 sujetos incluidos. 

Especie bacteriana Frecuencia (%) 

S. oralis 56 (88.8) 

S. sanguis 44 (69.8) 

S. gordonii 44 (69.8) 

S. salivarius 41 (65.0) 

S. mutans 28 (44.4) 
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En la tabla 5 se muestra el número de especies que presentaron los sujetos incluidos en 

la placa dentobacteriana. 

 

  

De igual forma, en cada una de las muestras de placa dentobacteriana se realizó PCR 

para cada uno de los nueve genes de resistencia a antibióticos con la finalidad de 

conocer la prevalencia de dichos genes en cada una de las muestras de placa dental total 

de toda la población muestreada y asegurar su presencia en la muestra que sería 

seleccionada para la etapa dos. Los resultados se muestran en la tabla 6. 

 

 

Tabla 5. Frecuencia y porcentaje de especies de estreptococos en la población 

muestreada (n=63). 

Numero de especie bacteriana Frecuencia (%) 

5 especies 17 (26.9) 

4 especies 18 (28.5) 

3 especies 9 (14.2) 

2 especies 10 (15.8) 

1 especies 9 (14.2) 

Tabla 6. Frecuencia y porcentaje de los nueve genes de resistencia de interés en 

la placa dental total de la población incluida (n=63). 

Genes de resistencia a antibióticos Frecuencia (%) 

tetM 53 (84.1) 

tetQ 16 (25.3) 

tetW 24 (38.0) 

ermA 5 (7.93) 

ermB 35 (55.5) 

ermC 17 (26.9) 

blaTEM 27 (42.8) 

cfxA 9 (14.2) 

mecA 5 (7.9) 
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En la tabla 7 se muestra el número de pacientes que presentó diferente número de genes 

de resistencia a antibióticos en su placa dentobacteriana total. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para la siguiente etapa de la investigación, se seleccionaron las 20 muestras con mayor 

número de genes de resistencia a antibióticos (5 muestra con 6 genes y 15 muestras con 

5 genes).  

Después de sembrar e incubar las muestras, se seleccionaron entre una y cuatro UFCs 

de cada caja, preferentemente de distinta morfología o si eran iguales que estuvieran 

alejadas entre sí. Se recolectaron 41 UFC, cada una de las UFC seleccionadas se 

almacenó por separado, se le extrajo ADN y se le realizó PCR para identificarlas como 

alguna de las especies de interés.  

Tabla 7.  Frecuencia y porcentaje de genes de resistencia a 

antibióticos en la población (n=63). 

Número de genes de resistencia  

a antibióticos 

Frecuencia (%) 

9 0 

8 0 

7 0 

6 5 (7.9) 

5 15 (23.8) 

4 9 (14.2) 

3 9 (14.2) 

2 7 (11.1) 

1 9 (14.2) 

0 9 (14.2) 
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Debido a que solo se identificó una cepa de S. mutans y tres de S. salivarius (pero dos 

provenían del mismo paciente) Se trabajó solo con S. oralis, S. sanguis y S. gordonii. 

De estas tres cepas se excluyeron las cepas que procedían de un mismo paciente, de 

forma que al final se trabajó con: siete cepas de S. sanguis; seis cepas de S. oralis; 

nueve cepas de S. gordonii. 

A cada una de las cepas se les realizó PCR para identificar la presencia o ausencia de 

los 9 genes de resistencia a antibióticos de interés.  

 

Tabla 9. Frecuencia y porcentaje en la que se encuentran los genes de resistencia a 

antibióticos en las 22 cepas procedentes de sujetos con cinco o seis genes de resistencia 

a antibióticos en su placa dental 

 
S. sanguis 

(n=7) 

S. oralis 

(n=6) 

S. gordonii    

(n=9) 

tetM 7 (100) 4 (66.7) 5 (55.6) 

blaTEM 5 (71.4) 5 (83.3) 3 (33.3) 

tetW 3 (42.9) 5 (83.3) 5 (55.6) 

ermC 2 (28.6) 3 (50) 1 (11.1) 

mecA 1 (14.3) 3 (50) 1 (11.1) 

ermB 2 (28.6) 1 (16.7) 1 (11.1) 

tetQ 1 (14.3) 0 1(11.1) 

ermA 0 0 0 

cfxA 0 0 0 

 

Tabla 8. Número de cepas seleccionadas e identificadas. 

Especie bacteriana Identificadas 

S. oralis 8 

S. sanguis 9 

S. gordonii 12 

S. salivarius 3 

S. mutans 1 

Ninguna 8 
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Tabla 10. Frecuencia y porcentaje en la que se encuentran diferente número de genes de 

resistencia a antibióticos en las 22 cepas obtenidas de sujetos con 5 o 6 genes de resistencia a 

antibióticos en su placa dentobacteriana. 

 
S. sanguis 

(n=7) 

S. oralis 

(n=6)  

S. gordonii 

(n=9) 

6-9 genes 0 0 0 

5 genes 0 3 (50) 0 

4 genes 2 (28.5) 1 (16.6) 1 (11.1) 

3 genes 3 (42.85) 0 2 (22.2) 

2 genes 2 (28.5) 1 (16.6) 3 (33.3) 

1 gen 0 0 1 (11.1) 

Ninguno de los genes 0 1 (16.6) 2 (22.2) 
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VI. DISCUSIÓN 

 

Este estudio incluyó a una población de entre 18 a 62 años de edad, rango en el cuál de 

acuerdo al SIVEPAB se presenta el mayor número de órganos dentales con presencia de 

caries y que oscila entre nueve y 13 piezas afectadas (Nathan and Scobell 2012). El 

género femenino fue el más frecuente (63%) debido a que la mayor parte de los 

pacientes que acuden en busca de atención Odontológica a la Clínica de Odontología de 

la Facultad de Medicina, son mujeres. Se ha reportado que las mujeres tienen mayor 

conciencia de prevención y se preocupan más por su salud oral que los hombres, 

además que poseen menor temor a la consulta dental (Redondo 2006; Beaton 2014). 

Durante la etapa de recolección de muestras, se examinaron 120 pacientes con caries, de 

los cuales se incluyeron 63 que cumplieron con los criterios de selección y a los que les 

fue tomada una muestra de placa dentobacteriana.  

Primeramente y a partir del ADN obtenido de una alícuota de cada una de las muestras 

y por medio de la técnica de PCR y oligonucleótidos específicos se realizó la búsqueda 

de las cinco especies de interés (S. mutans, S. oralis, S. salivarius, S. sanguis y S. 

gordonii.). De esta forma se pudieron elegir las muestras de los pacientes en donde se 

tendría mayor probabilidad de identificar y aislar la mayor cantidad de las especies.   

Esta primera parte del protocolo también generó resultados relevantes, pues no existen 

reportes previos de la frecuencia con que se encuentran estas especies bacterianas en la 

placa dentobacteriana de sujetos con caries sin otro tipo de infección oral o enfermedad 

sistémica.  

De forma interesante, se encontró que, del total de las muestras, solo el 26.9% presentó 

simultáneamente las cinco especies de interés, esto resulta distinto a lo reportado en el 

único trabajo de referencia en población mexicana que buscó estas mismas especies 

bacterianas (Loyola et al. 2017), donde el 47.5% de las muestras las presentaron. Sin 

embargo esta mayor frecuencia seguramente está asociada a que las muestras fueron 

tomadas de un nicho de la cavidad oral distinto, en nuestro caso las muestras fueron de 

placa dentobacteriana y en el caso de Loyola y colaboradores se tomaron del conducto 

radicular en donde existen condiciones nutritivas, temperatura y de concentración de 

oxígeno distintas, lo que resulta en poblaciones bacterianas diferentes, además y más 

importante, fueron tomadas durante el curso de un proceso infeccioso.  
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Por otro lado, se observó de forma interesante que S. mutans fue la especie menos 

frecuente en nuestras muestras, a pesar de que ha sido la bacteria más asociada con 

caries dental (Warren 2009), lo que pone en evidencia un área de investigación que 

necesita ser más explorada, pues hay que recordar que uno de los criterios de selección 

de los pacientes era que presentaran caries dental y se esperaría una alta frecuencia de S. 

mutans en estas muestras.  

De la misma forma y para ayudar en la selección de las muestras que se debían cultivar, 

se realizó la búsqueda de los nueve genes de resistencia a antibióticos de interés (tetM, 

tetW, tetQ, ermC, ermB, ermA, mecA, blaTEM, cfxA). Los resultados de esta búsqueda 

también proporcionaron información relevante que si bien, por el número limitado de 

muestras procesadas no es contundente, al menos da una aproximación epidemiológica 

de la prevalencia con la que se presentan actualmente dichos genes de resistencia a 

antibióticos en nuestra población. 

Se observaron frecuentemente los genes de resistencia a tetraciclinas (tetM 84.1%), 

eritromicinas-macrólidos (ermB 55.5%) y penicilinas-betalactámicos (blaTEM 42.8%) 

lo que en cierta forma era de esperarse pues son los antibióticos que más se utilizan en 

México (Ponce 2019). Mientras que uno de los genes menos encontrado fue mecA 

(7.9%), el cual está relacionado con resistencia a meticilina un antibiótico no muy 

utilizado (Pyzik 2019) solo cinco pacientes lo presentaron.  

Al realizar el análisis por número de genes de resistencia a antibióticos en cada uno de 

las muestras se observó que ningún paciente presentó más de siete, pero de forma 

preocupante 20 pacientes (31.7%) presentaron entre cinco y seis. Mientras que solo 

nueve pacientes (el 14.2%) resultaron negativos a los nueve genes de resistencia a 

antibióticos.  

La frecuencia con que se presentan estos genes de resistencia a antibióticos ha sido 

parcialmente reportada en algunas investigaciones para distintas poblaciones y a partir 

de muestras obtenidas de diferentes nichos de la cavidad oral, entre ellos los carrillos, 

lengua, bolsa periodontal, conductos radiculares, y hasta de saliva. 

El primero al que se debe hacer mención es a un trabajo publicado por este mismo 

grupo de investigación (Pérez-Serrano 2020) que, aunque su objetivo fue otro, se generó 

información en cuanto a la frecuencia con que se presentaron seis de los genes de 

resistencia a antibióticos en placa dental de adultos con similares características en 



46 
 

México. Algunos de los genes se presentaron con marcadas similitudes, por ejemplo, el 

gen tetM fue el que se presentó más frecuentemente en ambos trabajos (84% y 60%, 

respectivamente). Los genes tetW, blaTEM y ermC los reportaron en el 31.6, 36.6 y 

16.6% respectivamente, mientras que en la presente investigación se encontraron en el 

38, 42.8 y 26.9% respectivamente.  

Por otra parte, en Grecia, Ioannidis (2009) buscaron la presencia de los genes de 

resistencia a antibióticos: tetM, tetQ, y blaTEM en muestras de placa dentobacteriana, 

de pacientes adultos; en su investigación se observó una alta prevalencia de tetM 

(69.2%) y blaTEM (46.2%), similar a lo obtenido en nuestros resultados tetM (84%) y 

blaTEM (42.8%). Con respecto al gen tetQ, dichos autores lo encontraron en un 76.9%, 

mientras que en este estudio se encontró en el 25.3%. Años más tarde, también en 

Grecia, Kuokos (2016) determinó la presencia del gen blaTEM en muestras de placa 

dentobacteriana encontrándolos con muy alta frecuencia (71%) en contraste con el 

estudio de Ioannidis (46.2%) y con los resultados de esta investigación (42.8%), pero de 

forma importante, ellos reportan una correlación de esa alta frecuencia con el elevado 

consumo de beta-lactámicos en su población muestreada, lo que explica su alta 

frecuencia. 

Como ya se mencionó, no existen trabajos similares con los que se puedan contrastar 

totalmente los resultados. Se ha reportado la frecuencia con que se presentan los genes 

de interés en la cavidad oral, pero en otros nichos distintos al de nuestro interés. Uno de 

los más populares es el conducto radicular, un nicho de donde solo se pueden obtener 

muestras cuando existe un proceso patológico en la pulpa dental y esta ya se encuentra 

necrótica y en el espacio que ocupaba ahora se encuentran microorganismos. Rocas y 

colaboradores (2012) buscaron la presencia de algunos de los genes de resistencia a 

antibióticos con los que se trabajó en esta investigación en microorganismos presentes 

en este nicho. Los genes más frecuentes que ellos reportaron fueron blaTEM  y ermC 

presentándose ambos en un 24% (en nuestro caso 42 y 26% respectivamente), seguidos 

de tetW en un 12% (nuestro caso 38%) y tetM en un 8% (en nuestro caso 84%). 

Además, reportan no haber encontrado la presencia de tetQ, ni de cfxA; mientras que, en 

esta investigación, ambos fueron encontrados en el 25.3 y 14.2% respectivamente. 

Resultan muy evidentes las diferencias en la presencia de estos genes en ambos nichos. 

Es fácil pensar que estas diferencias son principalmente debido a los diferentes nichos, y 

a que la microbiota existente en cada uno de ellos es distinta, principalmente por las 
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diferencias ambientales de cada uno de ellos que promueve el crecimiento de distintos 

géneros y especies bacterianas). Sin embargo, en otro estudio realizado a partir también 

de muestras de conducto radicular y que fue realizado en nuestra población y por 

nuestro grupo de investigación (Domínguez-Pérez 2018) se identificó que las 

frecuencias con las que se encontraron dichos genes fueron mucho más altas a las 

reportadas por Rocas (en el mismo nicho, conducto radicular) y más similares a lo que 

se encontró en la presente investigación lo que indudablemente nos lleva a pensar en 

que en general y sin importar mucho la procedencia especifica de la muestra (nicho), 

mientras esta provenga de algún nicho de la cavidad oral, las diferencias o similitudes se 

pueden atribuir más a la población muestreada, ya que dicha población está expuesta 

por ejemplo a diferentes regímenes antibióticos, ya sea de forma directa, por consumo 

terapéutico, o indirecta por alimentos o contacto con otros seres humanos o animales. 

Por ejemplo, el gen tetM se encontró en el 83.9% en el conducto radicular, mientras que 

en esta investigación (en placa dentobacteriana) se encontró en el 84.1%.  Por otra parte, 

también se pudo confirmar que los genes tetQ y cfxA son de los que menos 

frecuentemente están en nuestra población, pues en su caso (Domínguez-Pérez 2018) no 

los encontraron en ninguna muestra, mientras que en esta investigación se encontraron 

en el 25.3% y 14.2% respectivamente, siendo ambos de los menos frecuentes.  

Finalmente, y una vez que se caracterizaron las 63 muestras de los pacientes se eligieron 

las 20 con el mayor número de estreptococos y genes de resistencia a antibióticos, las 

cuales fueron cultivadas en agar y de donde se realizó el aislamiento e identificación de 

41 cepas. Solo 33 fueron identificadas y se trabajó solo con 22 cepas que provenían de 

distinto paciente (nueve de S. gordonii, siete de S. sanguis y seis de S. oralis). A cada 

una de estas cepas se le caracterizo buscando la presencia de los nueve genes de 

resistencia a antibióticos y así determinar si cada cepa especifica podría ser considerada 

como reservorio frecuente de alguno de los genes de resistencia a antibióticos.  

No existen precedentes que intenten establecer si una especie bacteriana especifica 

puede ser considerada como reservorio frecuente de genes de resistencia a antibióticos. 

Por lo tanto, no existe un método o una fórmula para determinarlo. Nuestra propuesta 

para esto es considerar que una especie bacteriana es reservorio frecuente de un gen 

especifico de resistencia a antibióticos cuando el gen de interés se presenta en la 

muestra de placa dentobacteriana de al menos 10 pacientes y que posteriormente 

estando aisladas esas 10 cepas el gen se presenta en más del 50% de ellas, en el 



48 
 

entendido de que al presentarlo exactamente en el 50% de las cepas se tendrían las 

mismas probabilidades de ser o no reservorio del gen, y que presentarlo en menos del 

50% de las cepas se considerará que dicha especie bacteriana no es reservorio frecuente 

de ese gen especifico.  

Cabe señalar que esta propuesta aún no pudo ser aplicada en este trabajo ya que debido 

a complicaciones técnicas derivadas de la contingencia que causó la pandemia por 

COVID-19 no se lograron tener 10 cepas de cada una de las especies de interés, sin 

embargo, en algunos casos ya se pueden observar resultados que al completar las 

muestras solo serían confirmados. 

S. sanguis del cual solo se pudieron identificar y aislar siete cepas, resultó ser una 

especie que puede ser considerada reservorio frecuente de los genes de resistencia tetM 

y blaTEM ya que se encontraron en el 100 y 71.4% y con la posibilidad de que también 

lo sea de tetW que actualmente se encontró en el 42.9%. De los genes de los cuales 

definitivamente no es reservorio frecuente son ermA y cfxA pues no se encontraron en 

ninguna cepa. Tampoco podrían serlo de los genes ermC, mecA, ermB ni tetQ, pues se 

presentaron en el 28.6, 14.3, 28.6 y 14.3% y aunque salieran positivos en las tres 

muestras que faltan, ya no podrían llegar a presentarse en más del 50%. 

Con respecto a S. gordonii del que se pudieron identificar y aislar 9 cepas, existe la 

posibilidad de que pueda ser considerado reservorio frecuente de los genes tetM y tetW 

pues actualmente se presentaron en el 55.6% de las muestras. De los genes para los que 

definitivamente no es un reservorio frecuente son blaTEM, ermC, mecA, ermB, tetQ, 

ermA y cfxA pues ni, aunque se presentaran en la muestra que falta para completar el 

grupo se lograría que estén en más del 50%. 

Por último, S. oralis del que solo se pudieron identificar y aislar 6 cepas, existe la 

posibilidad de que pueda ser considerado reservorio frecuente de los genes mecA, ermC, 

tetW, blaTEM y tetM pues al completar la muestra, podrían estar presentes en más del 

50%. De los genes de los cuales definitivamente no puede ser considerado reservorio 

frecuente son ermB, tetQ, ermA ni cfxA, pues ni, aunque estuvieran presentes en las 

cepas faltantes podrían alcanzar más del 50% (Tabla 10). 
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Resulta fundamental el poder completar cada uno de los grupos y así tener los 

resultados definitivos, aunque en algunos casos los resultados ya son contundentes. 

Por otro lado, se pudo observar aún con los resultados parciales, que S. oralis fue la 

especie que presentó más genes de resistencia distintos, el 50% de las cepas presentaron 

cinco de los genes de interés. S. sanguis presentó en el 42.8% de las cepas, tres genes y 

S. gordonii presentó en el 33.3% solo dos de los genes de interés.  

Debido a las limitaciones de este estudio, principalmente a la falta de muestras que 

completen los grupos de interés, no se puede determinar hasta el momento si los 

estreptococos orales estudiados son reservorio frecuente o no de todos los genes de 

resistencia a antibióticos, hace falta completar los grupos y continuar con mas 

investigaciones que ayuden a demostrarlo. 

 

 

CONCLUSIÓN 

 

Hasta el momento y bajo la propuesta para determinar cuándo una especie bacteriana es 

reservorio frecuente de genes de resistencia a antibióticos, solo el S. sanguis puede ser 

considerado reservorio frecuente de los genes tetM y blaTEM.  

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 11. Genes de resistencia a antibióticos de los que pueden o no ser reservorios frecuentes 

las especies de interés.   

Especie bacteriana 
Reservorio 

frecuente 
Posible reservorio NO es reservorio frecuente 

S. sanguis tetM, blaTEM tetW 
ermA, ermB, ermC, mecA, 

cfxA, tetQ 

S. gordoni --------------- tetM, tetW 
blaTEM, ermA, ermB, ermC, 

mecA, cfxA, tetW. 

S. oralis --------------- 
mecA, ermC, tetW, 

blaTEM, tetM 
ermB, tetQ, ermA, cfxA 
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VIII. ANEXOS 

 

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO  
 

 

Yo, __________________________________________________________he leído y 
comprendido la información anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera 
satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser 
publicados o difundidos con fines científicos. Convengo en participar en este estudio de 
investigación.  

 

Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento  

 

_________________________________________  
 

Firma del participante Firma del padre o tutor  

 
 

Fecha: ____________________  

Testigo 1. ________________________________________________________  
Testigo 2. ________________________________________________________ 

 

 

 Esta parte debe ser completada por el Investigador (o su representante): He explicado al Sr(a). 
______________________________________________ La naturaleza y los propósitos de la 
investigación; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participación.  

 

He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna 
duda.  

 

Acepto que he leído y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigación con 
seres humanos y me apego a ella.  

 

Una vez concluida la sesión de preguntas y repuestas, se procedió a firmar el presente 
documento.  

 

 

 
Nombre y firma del investigador. LO. ERB. Verónica Morales Dorantes, alumna de 4to 
semestre de la Maestría en Ciencias en Biomedicina en la Facultad de Medicina de la UAQ 
Correo electrónico: veronica.morado@live.com.mx  

Fecha: ____________________________________  
 

 

 
 

 

 
 

 

mailto:veronica.morado@live.com.mx
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CARTA DE REVOCACIÓN DEL CONSENTIMIENTO  
 

Título del protocolo:  

 

ESTREPTOCOCOS ORALES Y SU POSIBLE ROL COMO RESERVORIOS DE GENES DE RESISTENCIA A 
ANTIBIÓTICOS  

 
Investigador principal: LO. ERB. Verónica Morales Dorantes, alumna de 4to semestre de la 
Maestría en Ciencias en Biomedicina en la Facultad de Medicina de la UAQ Sede donde se 
realizará el estudio: Laboratorio de Investigación Odontológica Multidisciplinaria (LIOM).  

 

 

Nombre del participante: 
_____________________________________________________________  

 

Por este conducto deseo informar mi decisión de retirarme de este proyecto de investigación 
por las siguientes razones (opcional): ----------------------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 

 
 

 Si el paciente así lo desea, podrá solicitar que le sea entregada toda la información que se 
haya recabado sobre él, con motivo de su participación en el presente estudio. Nombre y firma 
del paciente: ________________________________________  
 

 

Nombre y firma del padreo o tutor: ____________________________________  

Nombre y firma de un testigo: ______________________________________  

Fecha: _______________________  

 
 

 

c.c.p El paciente. (Se deberá elaborar por duplicado quedando una copia en poder del 
paciente) 

 

 


