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Resumen

Introduccion. Las nanoparticulas de plata se utilizan en
endodoncia por su actividad antimicrobiana, aunque se considera
que las bacterias son incapaces de desarrollar resistencia a las
nanoparticulas de plata. Los genes de resistencia a la plata se han
relacionado con la resistencia a nanoparticulas y antibidticos. La
presencia de estos genes de resistencia no se ha estudiado en
bacterias endoddnticas. El objetivo de este estudio es informar la
prevalencia de genes de resistencia a la plata en bacterias
endododnticas.

Métodos. Los dientes seleccionados se aislaron mediante un dique
de goma y se elimind cualquier restauracion, poste o caries. Se
desinfectd el campo operatorio y se elimind el material de
obturacion radicular. Las muestras se obtuvieron utilizando tres
puntos de papel estériles para absorber el liquido del conducto
radicular. Se extrajo el ADN de las muestras y del organismo de
control, y la deteccién de los genes de resistencia a silCBA se
realizé mediante PCR.

Resultados. Los resultados de este estudio muestran una alta
prevalencia (73,3%) de genes de resistencia a la plata silCBA. Se
utilizo el coeficiente de correlacion de rango de Spearman para
identificar correlaciones entre la presencia de genes y variables
clinicas.

Conclusiones. Este estudio reporta una alta frecuencia de genes de
resistencia a la plata relacionados con nanoparticulas resistentes a
bacterias.

Palabras claves: nanoparticulas, bacterias, resistencia, infeccion
endododntica secundaria



Abstract

Introduction. Silver nanoparticles are used in endodontics due to
their antimicrobial activity, although it is considered that bacteria
are unable to develop resistance to silver nanoparticles. Silver
resistance genes have been related to resistance to nanoparticles
and antibiotics. The presence of these resistance genes has not been
studied in endodontic bacteria. The objective of this study is to
report the prevalence of silver resistance genes in endodontic
bacteria.

Methods. The selected teeth were isolated using a rubber dam and
any restoration, post, or caries was eliminated. The operative field
was disinfected, and the root-filling material was removed. The
samples were obtained using three sterile paper points to absorb the
fluid of the root canal. The DNA from the samples and the control
organism was extracted, and the detection of the si/CBA resistance
genes was carried out by PCR.

Results. The results of this study show a high prevalence (73.3%)
of silCBA silver resistance genes. The Spearman rank correlation
coefficient was utilized to identify correlations between the
presence of genes and clinical variables.

Conclusions. This study reports a high frequency of silver
resistance genes related to nanoparticle resistant from bacteria.

Keywords: nanoparticles, bacteria, resistance, secondary
endodontic infection
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Tesis: Deteccion de genes relacionados
con resistencia a nanoparticulas de
plata en bacterias de infecciones
endodonticas secundarias.
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1. Introduccion

Las nanoparticulas (NP) se han utilizado ampliamente en diversas areas de la odontologia,
principalmente debido a sus propiedades antibacterianas [1]. En endodoncia, las
nanoparticulas de plata (AgNP) se utilizan para combatir la presencia de biopeliculas [2].
Esto se debe a que las AgNP tienen varias ventajas en comparacion con el NaOCl (el
estandar de oro de la desinfeccion en endodoncia). Las AgNP pueden conservar su
eficacia antibacteriana en presencia de dentina y tener una mayor biocompatibilidad,

especialmente a concentraciones bajas [3].

En general, se menciona que las nanoparticulas de plata ejercen su accidn bactericida a
través de dos mecanismos. El primer mecanismo consiste en la penetracion directa de la
nanoparticula (<10 nm) en la célula bacteriana, y el segundo es la liberacion de iones de
plata que también pueden ingresar a las células bacterianas y reaccionar con sus
componentes provocando la muerte de las bacterias. Aunque se cree que las bacterias no
son capaces de desarrollar resistencia a las nanoparticulas de plata, esto no ha sido bien
estudiado, ademas, se ha informado de bacterias resistentes a la plata aisladas de entornos
clinicos y no clinicos [4, 5]. La primera bacteria clinica con resistencia a la plata descrita
fue Salmonella typhimurium. El primer plasmido descubierto que codifica la resistencia
bacteriana a Ag+ se aislo de esta bacteria. El plasmido se denominé pMG101 y confiere
resistencia a Ag +, Hg + y telurito, asi como a antibidticos, como ampicilina,
cloranfenicol, tetraciclina y estreptomicina. Este plasmido contiene una region de 14,2 kb
(operoén sil) con nueve ORF (marcos de lectura abiertos) dispuestos en tres unidades
transcripcionales (silCFBAGP, silRS y silE) expresadas cada una a partir de un promotor
diferente. Estas subunidades transcripcionales se denominan colectivamente operdn Sil
[6]. La primera unidad transcripcional estd compuesta por silCFBAGP. Esta unidad de
transcripcion codifica un complejo de proteina de membrana interna formado por tres
subunidades (silA, silB y silC). Estos tres componentes forman una bomba de eflujo que
es miembro de la familia de transportadores de resistencia, nodulacion y division celular
(RND) [7]. SilP es un miembro de la familia ATPasa de resistencia a metales pesados.
SilG y silF son chaperones de plata responsables de secuestrar los iones de plata y
transportarlos a los complejos silP y silCBA. En la segunda unidad de transcripcion y
corriente arriba de silE y en la misma orientacion de esta, hay un par de genes, silRS, que
codifica una proteina reguladora de la respuesta transcripcional y una quinasa sensible a

la membrana. La tltima unidad transcripcional estd compuesta por silE, que codifica una
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proteina periplasmica que también se une a Ag". Finalmente, entre silA y silP y entre silC
y silB, hay dos ORF de 105 y 96 aminoacidos, respectivamente, de funcidén no asignada
[8]. Las bombas de eflujo sintetizadas a partir de la expresion de los genes antes
mencionados (silCBA vy silP) podrian participar como mecanismo de resistencia a las
nanoparticulas de plata. Este mecanismo funcionaria mediante la expulsion de iones de

plata, evitando que estos afecten a los componentes internos de las bacterias.

Las bacterias endodonticas de infecciones secundarias presentan una alta prevalencia de
plasmidos portadores de genes de resistencia a los antibidticos [9]. Recientemente, se
descubrid que los plasmidos también pueden contener genes de resistencia a metales [10].
Esto se debe a una coestimulacion y seleccion conjunta de genes de resistencia [11]. Por
lo tanto, el objetivo de este estudio fue identificar la presencia de genes de resistencia a
la plata (silCBA) en bacterias de dientes con obturacion radicular. La deteccion de este
tipo de genes no se ha realizado anteriormente en bacterias de infecciones endoddnticas
secundarias. La presencia de estos genes en este tipo de infecciones resistentes llevaria a
reevaluar el uso a corto y largo plazo de nanoparticulas de plata como agentes

antimicrobianos en infecciones resistentes como una infeccidon endodontica secundaria.

2. Materiales y métodos

2.1. Cepa bacteriana

La cepa bacteriana Enterobacter cloacae 13047 se adquirid de la Coleccion Nacional de
Cepas Microbianas y Cultivos Celulares de CINVESTAV-IPN. Esta cepa bacteriana se
utiliz6 como control positivo para la deteccion de genes silCBA, segliin se inform6 en
estudios anteriores [12]. Se inoculd en una placa de agar de Infusion Cerebro-Corazén
(BHI) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) utilizando un asa estéril y se incub6
durante 24 h a 37 °C. Después del periodo de incubacion, se tom6 un indculo y se coloco
en un tubo Eppendorf con 1 ml de solucién salina tamponada con fosfato (PBS; Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y se congelo6 a -4 °C hasta su posterior procesamiento.

2.2. Seleccion de pacientes

Todos los procedimientos realizados en los pacientes fueron aprobados por el Comité de
Etica de la Facultad de Estomatologia de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi,
Meéxico (CEI-FE-027-018). Los pacientes proporcionaron su consentimiento informado

por escrito antes de ser incluidos en el estudio. Los 30 pacientes tenian un diente tratado
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endodonticamente que requiri6 retratamiento endodontico. Los dientes incluidos en el
estudio tenian tratamiento endoddntico previo, sensibilidad a la percusion, dolor a la
palpacion, lesion periapical o trayecto fistuloso. Estas caracteristicas clinicas fueron
registradas. Se excluyeron pacientes que hayan recibido tratamiento antibidtico durante
los ultimos 3 meses o pacientes con dientes que presenten movilidad y/o bolsas
periodontales. Se eliminaron del estudio los dientes con fractura radicular o que no

pudieron aislarse.

2.3. Procedimiento de muestreo

Este fue un estudio descriptivo transversal con muestreo no probabilistico consecutivo.
El estudio se realizé de marzo a noviembre de 2018. Evaluamos a 735 pacientes, de los
cuales 30 cumplieron los criterios de inclusion. Los dientes seleccionados se aislaron
mediante un dique de hule y se elimin6 cualquier restauracion, poste o caries. El campo
operatorio se desinfectd utilizando perdxido de hidrogeno al 30% seguido de hipoclorito
de sodio al 5,25% [13]. Posteriormente, se utilizo tiosulfato de sodio al 10% (LabChem
Inc., Pittsburgh, PA) [14] para inactivar el hipoclorito de sodio. El material de obturacién
se eliminé utilizando limas K, brocas Gates Glidden, limas Hedstrom o limas rotativas
sin usar solventes. La longitud de trabajo se determin6 con el uso de un localizador de
apice (Raypex 5; VDW, Munich, Alemania) y se tomaron radiografias transoperatorias
para asegurar la eliminacion completa del material de obturacion. Se utilizoé una solucién
salina estéril para eliminar cualquier material de relleno restante y humedecer el conducto
radicular antes de tomar la muestra. Las muestras se obtuvieron utilizando tres puntas de
papel estériles colocadas en el conducto radicular durante unos 30s para absorber el
exudado presente en el conducto radicular [15]. En el caso de dientes multirradiculares,
la muestra se tomd del conducto radicular més ancho o del que presentaba alguna lesion
o exudado perirradicular. Después de recolectar las muestras, las puntas de papel se
transfirieron a un tubo de 1,5 ml con 1 ml de solucién salina tamponada con fosfato (PBS;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). Todas las muestras se congelaron a -4 °C hasta
su posterior procesamiento. Después de tomar la muestra, cada paciente recibid el

retratamiento de endodoncia indicado.

20



2.4. Extraccion de ADN

El ADN se extrajo de la muestra de un organismo de control (Enterobacter cloacae
13047) y de todas las muestras clinicas utilizando el siguiente protocolo de extraccion de
ADN total. Las muestras se centrifugaron y luego se decant¢ la solucion salina tamponada
con fosfato (PBS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU), luego se agregaron 500 pL
de tampén TES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.), 50 pL de Proteinasa K
(Invitrogen, Paisley, Reino Unido) y 40 puL de SDS al 10%. Estos reactivos se incubaron
a 55 ° C durante 3 h en un termobloque para su activacion. Después de la incubacion, la
suspension se centrifugd durante 15 min a 13000 rpm y el sobrenadante se transfiri6 a un
nuevo vial de 1,5 mL. Al sobrenadante recuperado se le afiadieron 578 ul de isopropanol
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) Y se dejo incubar durante toda la noche.
Después de la incubacién con isopropanol, el sedimento se lavo con etanol al 70% y se

resuspendid en 30 pL. de tampon TE.

2.5. Primers y protocolo de PCR

Las reacciones de PCR para cada una de las muestras y el control positivo se prepararon
utilizando 1 pL de ADN total, para un total de 25 pL de reaccion. En el control negativo,
se utilizo 1 pL de agua milliQ como plantilla. Los primers utilizados para la deteccion de
los genes silCBA fueron los reportados por Woods et al. [5]. Los primers se adquirieron
en T4oligo Company (Guanajuato, México). Las secuencias de los primers del gen
SilCBA fueron las siguientes: silCBA foward cgggaaacgctgaaaaatta y silCBA reverse
gtacgttcccagcaccagtt. Las PCR se llevaron a cabo utilizando el siguiente protocolo de
PCR: la temperatura de desnaturalizacion fue de 95 °C durante 3 min seguida de 45 ciclos
que consisten en una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 40s; la temperatura de
alineacion fue de 56 °C durante 40s y una temperatura de extension de 72 °C durante 40s.
Se realiz6 un paso de extension final a 72 °C durante 10 min. Todas las amplificaciones
se realizaron en un ciclador térmico C1000 Touch ™ (Bio-Rad, California, EE. UU.). Los
productos de la PCR se separaron mediante electroforesis en gel; con un gel de agarosa
al 2% tefiido con 0,5 mg/mL de bromuro de etidio y TAE (Tris-acetato-EDTA) como
tampon de funcionamiento. En cada gel de agarosa, se cargd una escalera de ADN de 50
pb (Invitrogen, Paisley, Reino Unido) para definir los tamafios de los fragmentos de PCR
junto con el control positivo, el control negativo y las muestras. La electroforesis consistio
en lh a 70 V/cm. Los geles de agarosa se revelaron en un sistema de documentacion de

gel ENDURO ™ GDS (Labnet International).
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2.6. Caracteristicas clinicas
Los datos de las caracteristicas clinicas y los genes detectados se ingresaron en una hoja

de calculo y se analizaron.

2.7. Analisis estadistico

Las variables categoricas se reportaron con frecuencias y porcentajes, mientras que las
continuas se reportaron con medias y desviaciones estandar (DE). Las variables
categoéricas se analizaron como ausente= 0 y presente= 1 para calcular correlaciones. Se
realizaron pruebas de Shapiro-Wilk y Brown Forsythe para determinar la distribucion de
las variables. Se utilizo el coeficiente de correlacion de rango de Spearman para
identificar todas las correlaciones. Una p<0.05 se consider6 estadisticamente
significativa. Los datos se analizaron utilizando el software estadistico JMP ver. 9.0 (SAS
Institute, Cary, NC, EE. UU.) Y Stata ver. 11.0 (Stata Corp LP, College Station, TX, EE.
Uu.).

3. Resultados

La edad media de los pacientes fue de 46.43 anos (rango, 11-76). Hubo mas pacientes
mujeres (21=70%) que hombres (9=30%) (Tabla 1). Los dientes de los que se tomaron
las muestras fueron 2 incisivos, 1 canino, 4 premolares y 23 molares. De los molares, 14
eran mandibulares y 5 maxilares. De todas las muestras analizadas, 22 (73,34%) muestras
fueron positivas para los genes de resistencia silCBA. Las muestras que resultaron
negativas para los genes de resistencia analizados fueron 8 (22,6%) (Cuadro 2). A pesar
de la diferencia entre hombres y mujeres, la frecuencia de genes silCBA en ambos grupos
fue muy similar, 76,1% para mujeres 'y 77,77% para hombres. Las muestras positivas con
lesion fueron 9 (40,9%). Las muestras positivas con sintomatologia fueron 15 (68,1%).
Las muestras positivas que presentaron lesion y sintomatologia fueron 5 (22,72%).
Algunas bandas de ADN son apenas visibles en los geles de agarosa (Figura 1), lo que
sugiere que los genes estan presentes en un nimero de copias relativamente bajo en

algunas muestras.
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Figura 1.

Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR de muestras de bacterias extraidas
de dientes con infeccion endoddntica secundaria. En el primer pozo, se cargo6 el marcador
de pares de bases (50 pb). En los siguientes pozos, se cargaron el control negativo (agua
milliQ) y positivo (Enterobacter cloacae 13047). Los productos de amplificacion de cada

muestra se cargaron por triplicado a partir de reacciones individuales.

Presence of silver resistance genes (silCBA) in triplicates

200 pb
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Tabla 1. Deteccion de genes de resistencia a plata en bacterias de infecciones endoddnticas secundarias

Pacientes Sexo Edad(afos) Lesion Sintomatologia Dientes  Genes
1 Mujer 38 Si Si 44 Si
2 Mujer 53 Si No 14 Si
3 Hombre 66 No Si 22 No
4 Mujer 14 No No 26 No
5 Hombre 42 No No 36 Si
6 Mujer 44 No No 45 No
7 Mujer 45 Si Si 26 Si
8 Hombre 40 Si Si 26 No
9 Mujer 49 Si Si 46 Si
10 Mujer 30 Si No 46 Si
11 Mujer 76 No No 14 No
12 Hombre 59 No Si a7 Si
13 Mujer 67 No Si 34 Si
14 Hombre 41 Si Si 37 No
15 Mujer 26 Si No 47 Si
16 Mujer 39 Si Si 36 No
17 Mujer 70 Si Si a7 No
18 Hombre 25 No Si 11 Si
19 Hombre 58 No Si 16 Si
20 Mujer 18 Si Si 46 Si
21 Mujer 11 Si Si 36 Si
22 Mujer 55 No Si 16 Si
23 Mujer 68 No Si 37 Si
24 Hombre 36 No No 37 Si
25 Mujer 63 No Si 37 Si
26 Mujer 62 No Si 17 Si
27 Mujer 48 No Si a7 Si
28 Hombre 36 No No 25 Si
29 Mujer 68 No Si 15 Si
30 Mujer 46 Si No 24 Si
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Tabla 2. Resumen de frecuencias reportadas.

Variables Frecuencia(%)

Sexo

Mujer 21 (70)

Hombre 9 (30)

Tipo de Diente

Anterior 3 (10)

Posterior 27 (90)

Genes de resistencia

Ausente 08 (26.66)

Presente 22 (73.34)

Sintomatologia

Ausente 10 (33.33)

Presente 20 (66.66)

Lesion Periapical

Ausente 17 (56.66)

Presente 13 (43.34)

Promedio + desviacion

estandar

Edad (anos) 46.43 +17.42
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4. Discusion

El objetivo de este estudio fue identificar la presencia de genes silCBA en un grupo de
bacterias de dientes con infeccion endoddntica secundaria. Durante la revision de la
literatura, no se encontraron estudios similares al nuestro en bacterias endodonticas. Los
resultados de este estudio muestran una alta presencia de genes de resistencia a la plata
silCBA. De todas las muestras analizadas, el 73,3% de las muestras fueron positivas para
los genes deseados. Esta es la primera vez que se identifican genes de resistencia a la plata
en bacterias de dientes con infeccion endoddntica secundaria. Solo hay un informe
anterior en el que fue posible aislar dos cepas de Enterobacter cloacae resistente a la plata
a partir de muestras de dientes extraidos. En ese estudio, solo se identifico la presencia
del gen de resistencia a la plata silE en el ADN genomico y plasmidico de las dos cepas
de Enterobacter cloacae resistente a la plata. El gen, silE, solo codifica una proteina
transportadora de iones de plata y no siempre esta presente junto con los otros genes que
constituyen el operon sil. En nuestro estudio analizamos la presencia de genes silCBA,
ya que estos son los que codifican la bomba de eflujo de iones de plata, que es el principal
mecanismo de resistencia [16]. Consideramos que la presencia de los genes silCBA
reportados en este estudio es alta en comparacion con lo reportado anteriormente. Por
ejemplo, Davis et al. aislaron 97 bacterias, de las cuales solo 2 fueron resistentes a
AgNO:s. Estas dos bacterias (Enterobacter cloacae Ag703 y Enterobacter cloacae
Agl157) también fueron positivas para la presencia de los genes silE que representan el
2% del total de bacterias aisladas [16]. Finley y col. analizaron la presencia de los 8 genes
del operon sil en 859 cepas bacterianas aisladas de pacientes en un centro de atencion
terciaria. Encontraron que estos genes estaban presentes en 32 de las 859 bacterias
aisladas, lo que representa el 3,7% del total de muestras [12]. Woods y col. reportaron la
presencia de genes sil en 6 de 172 (3.4%) bacterias aisladas de heridas cronicas en
humanos y caballos. Siitterlin y col. analizaron la presencia de genes de resistencia a la
plata (silE, silS y silP) en 839 cepas bacterianas aisladas durante un periodo de 10 afios.
Al menos uno de los tres genes de resistencia a la plata analizados estaba presente en 176
(21%) cepas de las 839 cepas analizadas [17]. En un estudio, encontramos una prevalencia
de genes sil similar a la informada por nosotros. Andrade y col. analizaron la presencia
de silA en 27 bacterias de la especie Enterobacter cloacae Complex (EcC) y 8 de
Enterobacter aerogenes. Encontraron el gen silA en 21 de 27 (78%) aislados de EcC,

mientras que el gen silA se encontrd s6lo en un aislado de E. cloacae [18].
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La diferencia de los resultados mencionados con los de nuestro estudio puede deberse a
que en los estudios mencionados se realiz6 una preseleccion de bacterias capaces de
crecer en agar suplementado con AgNOs3 [5]. Esta preseleccion de cepas bacterianas pudo
haber causado una reduccion considerablemente en el numero de cepas a partir de las
cuales se llevo a cabo la deteccion de genes de resistencia. Ademas, es posible que algunas
bacterias tengan genes de resistencia, pero no los expresen en cantidades suficientes para
permitirles crecer en agar suplementado con AgNOs. Esto pudo haber provocado su
eliminacion incorrecta del total de cepas bacterianas estudiadas. Estos factores podrian
ser la causa de la prevalencia extremadamente baja reportada en estudios previos en
comparacion con la alta prevalencia reportada en este estudio. Otra diferencia entre
nuestro estudio y los estudios anteriores es que hicimos la deteccion de genes en muestras
bacterianas mixtas, mientras que la mayoria de los informes anteriores hicieron la

deteccion de genes a partir de cultivos puros de cepas bacterianas.

La alta prevalencia de los genes de resistencia silCBA en bacterias endoddnticas de
dientes con infeccion endodontica secundaria reportada en este estudio puede deberse al
hecho de que estos genes se informaron previamente en bacterias como Enterobacter
cloacae, Enterococcus sp., Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus [12]. Algunas de estas bacterias
también se han informado en dientes con infecciones endoddnticas persistentes. Por
ejemplo, Murad et al. reportaron la presencia de Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae y Staphylococcus aureus en
diferentes porcentajes usando hibridacion ADN-ADN en tablero de ajedrez [19]. Sunde
y col. detectaron Staphylococcus aureus en lesiones perirradiculares persistentes después
del tratamiento de endodoncia [20]. Peciuliene et al. aislaron Proteus mirabilis, Klebsiella
pneumoniae y E. faecalis de dientes con tratamiento endoddntico y con periodontitis
apical cronica [21]. Aunque los genes del operdn sil solo se expresan en bacterias gram
negativas, algunos estudios también informan de la presencia de estos genes en bacterias
gram positivas [12]. Esto podria deberse al hecho de que estos genes se mueven junto con
genes de resistencia a antibidticos en plasmidos que podrian estar presentes en ambos

tipos de bacterias.

Aunque los genes del operdn sil no se pueden expresar en bacterias gram positivas, su

presencia en este tipo de bacterias es importante. En condiciones de estrés, estos genes
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podrian transmitirse a cepas bacterianas con la capacidad de expresarlas [22, 23] debido
a la transferencia horizontal de genes, la cual aumenta en las biopeliculas que son la
principal forma de crecimiento bacteriano en los conductos radiculares infectados [24,

25].

La presencia de genes de resistencia a la plata en las bacterias endodonticas podria
deberse al hecho de que estos genes se mueven junto con los genes de resistencia a los
antibioticos que se encuentran en los plasmidos, y las cepas clinicas de especies de
bacterias asociadas con infecciones del conducto radicular (como Enterococcus faecalis)
pueden portar una gran variedad de plasmidos [9]. Por ejemplo, Pal et al. analiz6 la
secuencia gendémica de pldsmidos de la base de datos del genoma bacteriano NCBI.
Informaron que con frecuencia en el mismo pldsmido se podian encontrar genes de
resistencia a antibioticos y metales [26]. Incluso las bacterias no patdogenas como E. coli
tienen una gran presencia de plasmidos con ambos tipos de genes de resistencia [10]. El
hallazgo de estos genes en bacterias endodonticas es importante ya que las bombas de
eflujo que expresan se han relacionado con el desarrollo de resistencia a nanoparticulas y
antibidticos; y hasta la fecha, este tipo de resistencia no se ha estudiado en bacterias
endodonticas. Por ejemplo, Jianhua et al. expuso Pseudomonas aeruginosa PAOI1 a
diferentes concentraciones (1, 10 y 50 mg/ml) de nanoparticulas de cobre. Descubrieron
que esto provocaba una regulacion positiva de los genes de resistencia que codifican los
transportadores facilitadores de la difusion de cationes, la bomba de eflujo ATPasa de
tipo P y las bombas de eflujo de cobre de la familia RND [27]. Yang y col. también expuso
a Pseudomonas aeruginosa PAO1 auna concentracion baja (160 nM) de puntos cudnticos
(QD) intactos y degradados (7.4 £ 1.1 nm). Después de la exposicion subletal a los QD,
el andlisis transcriptomico reveld una regulacion positiva en la unidad transcripcional
czcABC que codifica tres proteinas (CzcA, CzcB y CzcC) que juntas forman una bomba
de eflujo de la familia RND. Un efecto secundario de la exposicion subletal fue el
aumento de la resistencia antibiotica a diferentes antibidticos (ampicilina, cloranfenicol,
kanamicina y tetraciclina) debido al aumento de las concentraciones minimas inhibitorias
(hasta el 100% en algunos casos) [28]. Los genes de resistencia (silCBA) que estudiamos
en este estudio también codifican para bombas de eflujo de la familia RND (silCBA).
Ademas, el operdn sil contiene el gen silP que codifica una bomba de eflujo de la familia
ATPasa, aunque esta bomba de salida no se ha caracterizado bien [29]. Hay informes en

los que las bacterias gram negativas y positivas generan resistencia a las nanoparticulas
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de plata después de la exposicion a dosis subletales, pero ninguno de estos estudios evaliia
la participacion de los genes de resistencia a la plata que codifican las bombas de eflujo
de la familia RND [30, 31]. Por ejemplo, Kaweeteerawat et al. expusieron bacterias gram
negativas (E. coli) y gram positivas (S. aureus) a dosis subletales de nanoparticulas de
plata y observaron un aumento en las concentraciones minimas inhibitorias después de
solo cuatro rondas de subcultivo. Los autores de este articulo no investigaron la
participacion de las bombas de eflujo de iones de plata de la familia RND en este tipo de
resistencia [32]. Mishra y col. analizaron un Enterobacter cloacae 13047 tratado y un
Enterobacter cloacae multirresistente, expuestos a una concentracion subletal de AgNP
(6 mg / ml) y nanoparticulas de plata-metal-carbohidrato (Ag-MCNP) (0,75 mg / ml) por
0, 30, 60, 120 y 180 min. No encontraron un aumento significativo en la expresion de la
bomba de eflujo de AcrAB-TolC. En este estudio, los autores tampoco analizaron la
participacion de las bombas de eflujo de iones de plata en el desarrollo de resistencia. Los
autores solo analizaron la participacion de la bomba de eflujo AcrAB-TolC, que no
participa en el eflujo de iones de plata. La bomba de salida AcrAB-TolC solo participa

en la expulsion de farmacos antibacterianos [33].

Recientemente, se ha planteado la hipdtesis de que la presencia de este tipo de genes en
bacterias se debe no solo a la presencia de metales en el medio, sino que son el resultado
del desarrollo de defensas frente a organismos depredadores de bacterias como los
protozoos o como defensa frente a otras bacterias o a células del sistema inmunolédgico
como los macrofagos. Por ejemplo, tanto los protozoos como los macréfagos emplean
Zn+y Cu+ para atacar grupos de Fe-S (esencial para la supervivencia bacteriana) durante
la fagocitosis de bacterias. Por lo tanto, la resistencia a la plata puede ser un subproducto
de la resistencia al cobre y al zinc desarrollada por bacterias para sobrevivir a la
fagocitosis por protozoos y macrdfagos. Esta hipotesis se debe a que la mayoria de los
denominados determinantes sil son parte de una isla gendémica mas grande (recientemente
denominada “isla de patogenicidad del cobre”) que confiere resistencia al cobre y la plata

[34].

Después de una revision de la literatura, hasta donde sabemos, no existen estudios en la
literatura de endodoncia en los que la presencia de genes de resistencia se correlacione
con los diferentes sintomas clinicos de infecciones resistentes (endodoncia secundaria

infeccion). Muchos estudios se han centrado unicamente en detectar la presencia de genes
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de resistencia en diferentes entornos orales, incluyendo bacterias aisladas de diferentes
tipos de endodoncia infecciones [35, 36]. Otros estudios solo se han dedicado a asociar la
presencia de ciertas especies bacterianas con la presencia de sintomas clinicos [37]. El
unico estudio similar al nuestro que encontramos durante la revision de la literatura es el
de De Lima et al. En este estudio, los autores solo analizaron la asociacion entre la
presencia genes de resistencia lactamica (blaTEM) y parametros clinicos (diagndstico
pulpar, tracto sinusal, dolor e hinchazon); pero no encontraron asociaciéon entre estas
variables [38]. La correlacion de la presencia de genes de resistencia con los sintomas
clinicos de la infeccion endoddntica podria proporcionar informacidon sobre por qué
ciertas bacterias estdn presentes en ciertos tipos de infecciéon y cémo influyen en su
sintomatologia. En nuestro estudio, considerando las tres variables, la correlacion mas
alta identificada fue entre la presencia de genes de resistencia a la plata con dientes
posteriores. Esto se debe a que este tipo de dientes es el primero en estar presente en la
cavidad bucal y, por lo tanto, es el primero en desarrollar caries profunda y presentar
infeccion endodontica. Ademads, la anatomia interna de este tipo de dientes es mas

compleja, por lo que tienden a tener una mayor diversidad de microorganismos [39].

S. Conclusion

Este estudio demuestra una alta prevalencia de genes de resistencia a la plata en bacterias
endodonticas. Esto podria indicar que las bacterias endodonticas pueden desarrollar
resistencia a nanoparticulas de plata a largo plazo. Esto también nos invita a reevaluar el
uso de nanoparticulas (especialmente plata nanoparticulas) como agentes antimicrobianos
en endodoncia, ya que el aumento de este tipo de resistencias podria traer efectos
secundarios graves como la coestimulacion y aumento de resistencia a antibidticos y otros
agentes antimicrobianos, lo que haria que el manejo de infecciones resistentes (como

infecciones endodonticas secundarias) sea ain mas dificil.

5.1. Perspectivas futuras.
A pesar de la gran variedad de estudios evaluando la capacidad antimicrobiana de las
nanoparticulas, pocos estudios se han dedicado a estudiar los mecanismos de defensa de
las bacterias frente a las nanoparticulas. Es necesaria una mejor comprension de las
interacciones a largo plazo entre nanoparticulas y microbios. Es importante determinar
todos los posibles mecanismos de resistencia bacteriana no solo a las nanoparticulas de

plata sino también a la amplia variedad de nanoparticulas metalicas y de oxido de metales.
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Se necesitan mas estudios para determinar qué bacterias tienen mecanismos de resistencia
a las nanoparticulas, la capacidad de las bacterias para mantener los mecanismos de
resistencia y transmitirlos a otras especies, y como se podria mejorar el manejo de las
infecciones resistentes. Esto nos ayudara a evitar en el futuro la aparicion de este tipo de
resistencia y sus posibles efectos secundarios, que, como ya se menciono, puede ser la
coestimulacion de la resistencia a los antibidticos y otros agentes antimicrobianos, que ya

es un grave problema de salud mundial.
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