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RESUMEN

La endocarditis infecciosa (El) es una enfermedad inflamatoria que pone en alto riego la vida de las
personas y en los Ultimos afios las conclusiones de estudios publicados han cuestionado la eficacia
de la profilaxis antimicrobiana para prevenir EI en aquellos pacientes que se someten a
procedimientos dentales invasivos siendo importante resaltar que en la cavidad oral existe una
flora bacteriana normal. Las superficie de las mucosa oral estdn pobladas por micro flora
enddgena, el trauma a la superficie mucosa permite que se liberen especies microbianas en forma
transitoria al torrente circulatorio (bacteremia transitoria) la cual puede ser causada por
Streptococos del grupo viridans y acompafiada de otra microflora oral, esto ocurre comdnmente en
extracciones dentales u otro procedimientos dentales. Los Streptococcus mutans son habitantes
normales de la mucosa oral que tiene por funcion mantener el equilibrio de la flora bacteriana
bucal, el Streptococcus mutans posee diferentes moléculas que les permiten colonizar e invadir
tejido como el diente, por lo tanto esas propiedades le permiten causar El cuando ingresa a
torrente sanguineo y encuentra tejido cardiaco que exponga fibras de colageno que interacciones
con la bacteria y para asi formar vegetaciones e instaurar la enfermedad. Tradicionalmente, los
estreptococos del grupo viridans han sido muy sensibles a la acciébn de beta lactdmicos; Sin
embargo se ha notificado en los dltimos estudios la existencia de cepas que se han aislado
clinicamente y son resistentes a este 3-lactdmico, el mecanismo mas comun de resistencia es la
produccion de enzimas como las betalactamasas. Por ello resulta interesante estudiar cual es la
resistencia de Streptococcus mutans a un clase de antibi6tico R-lactamico mas comunmente
utilizado por los odontélogos como profilaxis para sus pacientes que es la Amoxicilina y si el
mecanismo de resistencia es causado por la produccién de betalactamas. Se realizo el aislamiento
e identificacion de las cepas de Streptococcus mutans obtenidas de los pacientes que asistieron al
servicio de Cardiologia y Estomatologia del Hospital Central de la Policia Nacional y
posteriormente se evalud la susceptibilidad al antibiético betalactamico “Amoxicilina” por el método
de difusién en agar con discos y se prosiguid a la deteccién de enzimas betalactamasas en las
cepas resistentes por el método cefalosporina cromoégena nitrocefina. En conclusion se encontrd
que el 50% de los pacientes estudiados tenian en cavidad oral S.mutans y la resistencia de
S.mutans a la amoxiclina fue (15%) y el (20%) de las bacterias presentaron como mecanismo de
resistencia la produccion de beta-lactamasas.



TABLA DE CONTENIDO

L. INTRODUCCION .ottt et ee et ettt e et e e e e e et e et e e e e e ee e e e eeeeeee e 10
2. MARCO TEORICO ..ottt ettt e e e et e s e e e s e e e s b s e e e e e s e s st e s eeessesbaba s eesseesesranes 11-13
B JUSTIFICACION . ..ottt ettt et ettt e et e ettt e e et et e et e et e et e et e et e et e et e nnenens 13,14
E O 1IN 1 I Y/ @ 1 TR 14
B IMETODOLOGIA .ttt ettt et e e e et et et et e et e et e et e et e e et e et e et e st e nnesnens 15
ST 2l0] o] F-Toa [o ] Ie K<T=1s] (U o 1T NPT 15
5.2 CriterioS A  INCIUSTON ouviiee ittt e e e et e e et e e e e et e e e e saa e e s eaeeeeeataaes 15
5.3 CritEriOS A8 BXCIUSION ettt ettt e et e e e e e e s et e e s et e e e saa s e s saaeeeeatanes 15
LSO Y T =1 1 = N 16
5.5 TrANSPOITE. .o 16
5.6 Identificacion microbioldgica PresSuNtiVa ... 16,17
5.7 Ensayos de sensibilidad ...........ccc oo 17
5.8 Produccion de DetalaCtamaSas ...........eeiiiiiiiiieiiiiiei et e e e e eeae s e e e s e e s e e e e e s aeaaaes 17,18
5.9 CONSEIVACION UB CEPAS . .uuuriiiiiieee i i ittt et e e e s eetee et e e e e s s et be e et e e e s s asabaaeeeeaeeseanastaaeeeaeeesannnnreees 18
5.10 ANALISIS 08 FESUITATOS ...ovvveeiiiiiiieeee et e ettt e e e e e et e et e e e e e s e e arar e eeas 18
B. RESULTADOS ...ttt e e ettt e s e e e s et e ta b s e e e e esee et e seeeseesbaban s eeeaeseesranns 18-20
T DISCUSION ..o et ettt e e e ettt e e e eee s en e 21,22
8. CONGCLUSION ...ttt ettt et et ee e 22
9. BIBLIOGRAFIA ..o ettt et ettt 23-26
IO TR AN 1 O 1 27



1. INTRODUCCION

Los estreptococos del grupo viridans son habitantes normales de la mucosa oral, donde cumplen
un importante papel como flora comensal que tiene por funcién prevenir la colonizacion de
patdégenos potenciales al competir metabdlicamente con ellos por sustratos, mantener el equilibrio
de la flora normal y bloquean los receptores celulares para patégenos orales. Las infecciones
clinicas a nivel oral ocurren principalmente tras una lesion en las barreras naturales de su habitat
normal, acompafiadas de un desequilibrio en la flora normal y favorecidas por una baja defensa del
sistema inmune. Microorganismos de este grupo como Streptococcus mutans se ven beneficiados
de las situaciones anteriores dado que tienen diferentes moléculas que les permiten colonizar e
invadir tejido incluyendo el diente. Entre dichas moléculas tenemos proteinas de adherencia a
tejidos como las proteinas de adherencia celular (PAC), proteinas de superficie de unién a
coldgeno y adhesina (CNM), moléculas para transferir y degradar sustratos que contribuyen a la
conformacion del biofilm como Glucosiltransferasas (GTFS), y Proteinas Fijadoras de Glucanos
(GBPs) entre otras, moléculas que son consideradas los factores de patogenecidad implicados en
la produccion del proceso cariogénico, y que facultan a la bacteria para causar bacteriemia y
endocarditis bacteriana, si esta llega a alcanzar el torrente sanguineo tras la realizaciéon de un
proceso dental de caracter invasivo y el paciente tiene un factor de riesgo para la enfermedad
(Kazuhiko y col, 2010). La prevalencia de cepas de S. mutans con CNM en la cavidad oral es del
10% a 20% y su presencia ha demostrado ser correlacionada con la caries, ya que se ha
observado la estructura de un diente en proceso de caries contiene colageno tipo |, dado que esta
proteina de union a colageno se encontré que se une a inmovilizados de colageno y laminina, por
eso es considerado un posible factor etiologico de trastornos de valvulas de corazén (Nomura y
col, 2009). Tradicionalmente, los estreptococos del grupo viridans incluyendo S. mutans han sido
muy sensibles a la accion de beta lactdmicos, macrélidos, aminoglucésidos, vancomicina,
rifampicina, cotrimoxazol, lincosamidas y el cloranfenicol. Sin embargo, a partir de 1949, se notifica
la existencia de cepas resistentes a la penicilina, y a partir de esa fecha, la frecuencia de
aislamientos clinicamente significativos resistentes a este R-lactamico, ha ido aumentando
progresivamente (Wilson y col, 1995), Los mecanismos de resistencia a los antibidticos
betalactamicos son: Las mutaciones en las proteinas ligadoras de penicilina (PBP), las bombas de
flujo y hidrélisis por medio de la produccién de enzimas betalactamasas (Bls) que hidrolizan el
anillo betalactamico de los betalactamicos y constituye uno de los principales mecanismos de
resistencia bacteriana, por lo tanto se han motivado la realizacién de estudios para detectar estas
enzimas en las bacterias y de esta manera implementar el desarrollo de diferentes estrategias de
tratamiento cuyo objetivo es neutralizar su accién. (Barcelona y Col, 2008) En el presente estudio,
se realizé una prueba piloto en 46 individuos con alto riesgo de endocarditis Infecciosa, que
asistieron al servicio de Cardiologia y Estomatologia del Hospital Central de la Policia Nacional
encontrandose que el 50% de los individuos tienen en su cavidad oral S.mutans de los cuales el
15% presentaron resistencia a la amoxicilina, estos datos corroboran la importancia identificar la
presencia y evaluar la susceptibilidad antibidtica de S.mutans aislados de cavidad oral en
pacientes que tienen alto riesgo a endocarditis infecciosa que se puedan someter a bacteremias
transitorias causadas por procedimientos odontol6gicos invasivos, por lo tanto es importante definir
protocolos de profilaxis adecuados antes de realizar intervenciones invasivas dependiendo los
resultados del laboratorio.
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2. MARCO TEORICO

La endocarditis infecciosa (E.I) es una enfermedad inflamatoria, exudativa y proliferativa que afecta
el endocardio con la formacién de una vegetacion infectada debido a la colonizacion por gérmenes
circulantes en un agregado fibrinoplaquetar constituido sobre una lesién endotelial. Se ha
demostrado que hay una relacién entre determinados procedimientos y el hallazgo de bacteremia
por microorganismos comunmente asociados a endocarditis infecciosa algunos de estos
procedimientos son: Quirdrgicos (Amigdalotomia, Tonsilectomia, cirugia mucosa respiratoria,
cirugia de mucosa intestinal, cirugia de préstata, etc), Terapéuticos (Sonda uretral, aborto
terapéutico, dispositivos intrauterinos) y dentales que incluyen procedimientos de extraccién dental,
procedimientos periodontales , implantes subgingivales de tiras antibidticos, implantes bandas de
ortodoncia, inyeccion intraligamentosa de anestésicos y limpieza con sangrado, también es
importante resaltar que existen procedimientos dentales en los cuales no es necesario utilizar
profilaxis antibioética como son: Inyecciones de anestésicos no intraligamentarias, quitar puntos de
sutura, obtenciéon de impresiones dentales y extraccidon de primera denticion.(Vallés y col, 2000).
En condiciones inmunolégicas normales estos microorganismos serian eliminados rapidamente del
torrente sanguineo pero en personas que tienen sus valvulas cardiacas anormales
(malformaciones cardiacas congénitas, fiebre reumatoidea) las bacterias se alojan en lesiones
preexistentes y en ellas se multiplican quedando atrapadas por codgulos los cuales las protegen de
los anticuerpos y fagocitosis. (Tortora y col, 2007). La etiologia de la endocarditis infecciosa es
variada y se relaciona a bacteremias pueden ser producidas por un elevado numero de
microorganismos que incluye virus, hongos (candida y aspergillus) estos dos agentes se
encuentran un porcentaje relativamente bajo 5% y un conjunto de bacterias que producen el 80%
de las ElI como son: estafilococos (S.aureus, S.epidermidis), enterococos (E.faecalis) y
streptococos orales del grupo viridans siendo el S.mutans el mas representativo.( Echeverria y col,
2002). Streptococcus mutans fue previamente clasificado en cuatro serotipos (c,e,f,k) los cuales se
basan en la composiciéon quimica de serotipo especifico de polimeros de ramnosa de glucosa son
cocos gram positivos por coloracién de Gram, inmoviles, acidofilo, anaerobio facultativo, catalasa
negativo, hidroliza la esculina, fermenta manitol, rafinosa, inulina y sorbito ademéas de otros
azucares como la sacarosa para producir polisacaridos extracelulares (glucanos) donde se
distinguen 2 tipos: uno similar al dextrano y el denominado mutano. Ambos estan formados por la
polimerizacion de unidades de alfa D-glucosa unidas por enlaces o-glicosidicos alfa (1-3) y alfa (1-
6) con diferente grado de ramificacién (Davis HM 1986). Las dextranas son polisacaridos de
elevado peso molecular, formados por glucosas unidas por enlaces alfa 1-6 al menos en el 50%,
con ramificaciones enlazadas a-1.3 aunque también puede presentar otras unidas a-1.2 0 a-1.4, Su
formacién ocurre por la accién de la enzima dextranasacarasa. (Rodriguez y col, 2005), los cuales
le sirven como adherencia, por lo general son alfa 0 gamma hemoliticos aunque existen un bajo
porcentaje beta hemoliticos. (Nomura y col, 2009) (Shigeyuky y col, 1980). En los estudios de los
Ultimos afios sobre la patogenia de El ha involucrado a muchos microorganismos incluyendo
bacterias de la cavidad oral como el S.mutans el cual puede entra a circulacién sanguinea por la
practica de algunos procedimientos invasivos orales antes descritos y estando en sangre se
adhiere al tejido cardiaco por medio de 1. proteinas de adherencia celular (PAC) cuyo peso
molecular es de 190 kDa y También ha sido denominada antigeno I/1l, B, IF, P;, MSL-1. 2.
proteinas de superficie de union a colageno y adhesina (CNM) y Proteinas Fijadoras de Glucanos
(GBPs), para el S.mutans se adhiera necesariamente el tejido debe estar lesionado donde se
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exponen fibras de colageno y por lo tanto se puede adherir, este proceso va acompafiado de una
respuesta inflamatoria donde el tejido subendotelial que esta expuesto hace que haya un adhesion
plaguetaria mediante receptores de membrana: Gp la y Gp lla (en endotelio) y Gplb/IX (en la
membrana plaquetar) formando un puente con el factor von Willebrand (VWF) y simultdneamente
en el tejido llegan los monocitos que producen factor tisular activado y citoquinas que, a su vez,
activan la via intrinseca de la coagulacion que comienza con la activacion del factor Xl que junto
con la enzima calicreina activa al factor XI y este activado activa al factor 1X. El factor IX junto con
el factor VIl activado, calcio, tromboplastina y el factor VIII, activan al factor X, los factores X y V
activados, en presencia de calcio y fosfolipidos de plaquetas transforman la protombina en
trombina y esto hace que el fibrinbgeno pase a fribina (Juan M2 y col, 2000), formando un deposito
de fibrina y plaquetas en el cual se originan sitios de formacion de trombos estériles o trombos
fibroplaquetarios que ayudan a que se adhiera el S. mutans; todo este conjunto de agregados van
creciendo lentamente a medida que se agregan por superposicién mas de todos estos elementos y
se forma un agregado fibrinoplaquetario no vascularizado (Vegetaciones), en cuya matriz hay
colonias de bacterias y escasos leucocitos polimorfonucleares y hematies, la concentracion
bacteriana es de aproximadamente 10 bacterias por gramo de tejido, el tamafio y la forma son
variables. (Spicer y col, 2009). Las formas clinicas de la El en general sin importar el agente causal
son sintomas como astenia, anorexia, fendmenos embolicos o vasculares, sintomatologia
totalmente inespecifica y un sindrome febril prolongado de origen desconocido con un trascurso
mayor de 3 semanas es una manifestacion clinica muy frecuente; se han descrito dos tipos de
endocarditis infecciosa dependiendo su curso clinico: aguda y subaguda. La endocarditis aguda
tiene un curso clinico corto y comienzo de sintomas breves y mas graves, puede producirse en
dias 0 semanas y el estado fisico del paciente se deteriora rapidamente, el agente causal suele ser
de mayor virulencia se observa habitualmente S. aureus y Gram negativos. La endocarditis
subaguda en la cual esta ubican agentes causales como los estreptococos alfa hemoliticos
caracteristica de S.mutans tiene un curso clinico mas largo y con una instauracion gradual de los
sintomas que pueden ir desde semanas e incluso meses.( Bucher L, 2004). En actualidad se
resalta la necesidad del empleo de medidas profilacticas en paciente con riesgo de El, existen
recomendaciones mantenimiento de la salud oral y de la higiene para reducir la incidencia de
bacteremia la cual se puedan adquirir en actividades diarias ej: sangrado de encias, asi como
quimioprofilaxis antes de determinados procedimientos dentales. La American Heart Association
(AHA) en 1997 publica pautas de profilaxis antibiética recomendadas en pacientes con riesgo de
Endocarditis Infecciosa antes de someterse a manipulaciones odontolégicas y es la utilizacién en
primera opcidn amoxicilina 2g 1hr antes de la intervencién y en pacientes alérgicos a la penicilina
administrar Clindamicina 600 mg 1hr antes la intervencién; la BSAC (British Society for
Antimicrobial Chemotherapy) de 1993 y la EUROPEAN CONSENSUS de 1995 proponen el mismo
protocolo y solo difieren en la cantidad para administrar.( Carmona y col, 2004). La frecuencia de
resistencia a multidrogas de los estreptococos viridans ha incrementado dramaticamente durante
las pasadas dos décadas. Esta resistencia incrementada ha reducido la eficacia y el nimero de
antibioticos disponibles para el tratamiento de El, la amoxicilina es la eleccion preferida para la
terapia oral por que es bien absorbida en el tracto gastrointestinal y proporciona altas y sostenidas
concentraciones séricas, es un antibiotico semi-sintetico analogo de la ampicilina que pertenece al
grupo de las penicilinas por que en su estructura quimica tienen un anillo betalactamico y un anillo
de tiazolidina, tiene actividad bactericida lenta, su mecanismo de accion es inducir un efecto
autolitico e inhibir la sintesis del peptidoglucano de la pared celular bacteriana, el peptidoglucano
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esta constituido por cadenas largas de glacidos, moléculas de N-acetiimuranico y N-
acetilglucosamida que se unen entre si (transpeptidacion) por la acciéon de las proteinas con
actividad enzimatica (transpeptidasa y carboxipeptidasas) las cuales tienen como funcion formar
tetrapeptidos y unirlos, estas enzimas también tienen la capacidad de fijar las penicilinas por lo
tanto también reciben el nombre de PBP (proteinas fijadoras de penicilina), estas PBP toman el
anillo betalactamico de la amoxicilina el cual tiene una estructura quimica similar a los péptidos (D-
alanina) que conforman la pared celular y lo unen covalentemente en un lugar activo donde ocurre
la transpeptidacién por lo tanto bloquea la formacion de peptidoglucano. (Marin y col, 2003).
Algunos estudios de patrones de susceptibilidad del grupo de estreptococo viridans (S.mutans)
recuperado de pacientes con El diagnosticada se ha encontrado tasas de resistencia del 15% para
amoxicilina. (Wilson y col, 2007) Esta refractariedad al tratamiento se debe a que las bacterias
como S.mutans tienen la capacidad de desarrollar resistencia a los betalactamicos por diferentes
mecanismos como el genético que puede ser cromosémico donde se producen mutaciones o
plasmidico el cual es auto transferible entre bacterias. Los mecanismos implicados son:
Alteraciones de permeabilidad; Modificacién de las dianas en este caso las bacterias modifican las
PBS y por lo tanto el antibiético no puede ejercer su accion bactericida; Produccién de enzimas el
cual es considerado actualmente el principal mecanismo de resistencia a los bectalactamicos,
(Marin y col, 2003) Las betalactamasas son las enzimas cataliticas que produce la bacteria contra
los antibidticos betalactamicos, se han descrito mas de 190 tipos y se han dividido en 4 clases
siendo la clase B metaloenzimas y la clase A, C, D las que tienen como sitio activo la serina y
también estan compuestas por secuencias de aminoacidos muy similares a las proteinas PBPs los
cuales son el blanco de accion de los antibidticos betalactamicos, estas enzimas son producidas
por bacterias que tengan peptidoglicano y por algunos hongos, ademas tienen como sitio activo la
serina que interactua con el antibiético,( Abarca y col, 2001) su actividad enzimética esta
principalmente dirigida a la hidrdlisis del anillo betalactamico antes que se una con las PBP, el
grado de resistencia se determina por la concentracion de esta enzima , la afinidad que tenga
hacia los betalactamicos y las propiedades hidroliticas; la produccion de betalactamasa puede ser
constitutiva o inducible en este ultimo la bacteria posee el gen de la betalactamasa y en contacto
con el antibiético betalactamico se activan los genes que codifican para la produccién de esta
enzima, por lo tanto en ausencia del agente antimicrobianos se cesa la produccion enzimatica. Las
bectalactamasas constitutivas son las enzimas que la bacteria produce continuamente. (Wilson y
col, 2007) Las betalactamasas de las bacterias Gram positivas tienen como caracteristicas por
localizacion/excrecién que son exoenzimas, por codificacion son extracromosomicas y por lo
general tienen actividad penicilinasa. (Barcelona y col, 2008)

3. JUSTIFICACION

El tratamiento de las infecciones odontogénicas se fundamenta en dos pilares: el mecanico-
quirargico y la antibioticoterapia. El tratamiento antibiotico normalmente se da de forma empirica,
basado en la gravedad del cuadro clinico, lo cual trae como consecuencia la refractariedad al
tratamiento debido entre otros a la aparicion de microorganismos resistentes 0 incluso
multiresistentes a los antibitticos (Berini, 1999 y Dubreil 1994). S. mutans tradicionalmente es
sensible a betalactamicos y como microorganismo perteneciente al grupo viridans resulta ser
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resistente a los aminoglucésidos, mas tradicionalmente se considera que hay una actividad
sinérgica entre los dos grupos de antibidticos. Sin embargo, estudios in vitro e in vivo han
demostrado que esta relacién suele ser incierta y se ha visto que hay diferencias geograficas en la
resistencia que presentan las cepas en general del grupo viridans, mostrando resistencia
antibidtica variable, en virtud de la especie y del origen de su aislamiento (Bresco, 2006) El
Streptococcus mutans se incluye en el grupo con altas tasas de resistencia entre los
Streptococcus, hecho que no es comdn y su importancia radica, que al estar relacionado con la
etiologia de la bacteremia — endocarditis infecciosa se requiere conocer el tipo de cepa que hay en
Colombia, el grado de resistencia a betalactamicos como la amoxicilina y el mecanismo por medio
del cual crea la resistencia. La aparicion de esta resistencia se puede dar por dos factores
fundamentales: la transferencia entre células bacterianas de genes determinantes y la presion de
seleccion que ejercen los antibiéticos que permiten la supervivencia de cepas resistentes que
portan genes de resistencia. Uno de los mecanismos moleculares de resistencia mas comun
generado por las bacterias pero no el Unico contra los bectalactamicos es la inactivacion
enzimética mediante la produccion de betalactamasas que son enzimas codificadas por genes
cromosOmicos de la bacteria y su accién es la degradacion del antibiético mediante la ruptura del
enlace amino del anillo beta-lactamico para producir metabolitos inactivos.

PREGUNTA
¢Cual es la proporcién de resistencia de S.mutans a los antimicrobianos betalactamicos en
pacientes con alto riesgo de endocarditis infecciosa?
4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo General
Identificar la proporciéon de Streptococcus mutans resistentes a la amoxicilina mediante la
produccion de betalactamasas en cepas aisladas de cavidad oral en individuos con riesgo
alto de endocarditis infecciosa.
4.2 Objetivos especificos

Determinar la proporcion de S.mutans, aislados en cavidad oral en pacientes con riesgo a
endocarditis infecciosa.

Determinar el porcentaje de resistencia a la amoxicilina de S.mutans aislados en pacientes
con alto riesgo de endocarditis infecciosa.

Identificar el porcentaje de cepas de S.mutans productoras de enzimas betalactamasas.
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5. METODOLOGIA

MODELO DE INVESTIGACION: Estudio observacional con disefio transeccional descriptivo.

5.1 Poblaciéon estudio:

MUESTRA: El tamafio de la muestra se determin6 por conveniencia donde se obtuvo un ndmero
total de 46 pacientes con alto riesgo a Endocarditis Infecciosa, y correspondiente a un grupo de
pacientes que asistieron al servicio de Cardiologia y Estomatologia del Hospital Central de la
Policia Nacional en el mes de agosto de 2010 y clasificados por encuesta segun el riesgo en 3
grupos a saber:

ALTO RIESGO: Proétesis valvular cardiaca, historia clinicas previas de endocarditis, enfermedades
congénitas (Tetralogia de Fallot, ventriculo Unico transposicion de grandes vasos), valvulopatias
pos quirdrgicas.

MODERADO RIESGO: Enfermedades congénitas (persistencia ductus arterioso), Comunicacion
interauricular ostium primun, coartacion aorta. Aértica bicuspide, Disfuncion valvular adquirida
(enfermedad cardiaca reumatica,22 enfermedades colageno), Prolapso valvula mitral con
regurgitacién, Mi cardiopatia hipertrofica.

RIESGO BAJO: Comunicacion interauricular tipo ostium secundum, Reparacién quirdrgica
comunicacién interauricular, comunicacion, Interventricular o de persistencia ductus arteriosos,
Cirugia previa de bypass arteria coronaria, Prolapso valvula mitral sin regurgitacion, Soplo
fisiolégico, funcional o inocente, Enfermedad de Kawasaki previa sin disfuncion valvular,
Antecedentes de fiebre reumatica sin disfuncion valvular, Portador de marcapasos o desfibrilador
cardiaco, Lupus eritematoso, Artritis reumatoidea.

5.2 Criterios de inclusion:

En el estudio solo se incluyeron todos los pacientes que asistieron al servicio de Estomatologia y
servicio de Cardiologia del Hospital Central de la Policia, durante el mes de agosto de 2010 y que
estaban dentro de los grupos de riesgo ya mencionados. Es requisito para participar en el estudio
fue la autorizacion paciente firmando el consentimiento informado aprobado por el comité de ética
de la Clinica de la Policia Nacional y de la facultad de odontologia de la Pontificia Universidad
Javeriana (Wilson et al, 2007).

5.3 Criterios de exclusién:
Se excluyeron pacientes con factor de alto riesgo de Endocarditis con los cuales no sea posible la

comunicacion, pacientes que no estén de acuerdo con participar en el estudio, y paciente con
alergia al algodon, material de los hisopos para la toma de la muestra.
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5.4 Muestra:

Usando dos hisopos previamente esterilizados se realiz6 un barrido de la cavidad oral de los
pacientes obteniendo muestra salival y de mucosas, se transfirieron al medio de transporte (caldo
de tioglicolato) un hisopo por tubo. Se cerraron inmediatamente los tubos esto se llevo a cabo
siguiendo los lineamientos establecidos por el manual de tomas de muestras microbiolégicas de la
secretaria distrital de salud, y de acuerdo al protocolo institucional establecido en la clinica (SDS,
2008). Dado que este trabajo estaba enmarcado dentro de un macroproyecto, las muestras fuerén
tomadas en colaboracién con los residentes de cirugia maxilo facial de la Facultad de Odontologia
Universidad Javeriana.

5.5 Transporte:

Siguiendo las indicaciones establecidas por las normas de bioseguridad y preservaciéon de la
secretaria distrital de salud para toma y transporte de muestras, estas se recolectaré6n en medio de
transporte enriquecido para Stafilococos/Streptococos de cavidad oral (BHI con 30 % de glicerol y
suplementado con oxacilina) y tubo adicional de tioglicolato prereducido, para su posterior
embalaje y transporte al laboratorio de bacteriologia especializada de la Universidad Javeriana en
un periodo de tiempo inferior al limite critico de 2 horas (Thomson y Miller, 2003).

5.6 Identificacion microbioldgica presuntiva:

Se realizd la identificacion desde medio de Agar tripticasa soya y agar mitis salivarius. Se
seleccionaron las colonias con caracteristicas morfolégicas y tintoriales (Coloracién de Gram) del
Género Streptococcus (fig.1-2), después las colonias fueron cultivadas (fig.2) y posteriormente se
identificadas bioquimicamente: catalasa negativa, bilis esculina positiva, manitol e inulina
(fermentan).

Fig 1. Crecimiento de colonias presuntivas de S.mutans Fig 2. Coloraciéon de Gram (Observacion de cocos Gram
positivos)
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Fig 3. Crecimiento en medio Agar tripticasa soya S.mutans

5.7 Ensayos de sensibilidad

Las bacterias se cultivarén en 5 ml de caldo tripticasa de soya sin antibiétios durante la noche (24-
78 horas). La sensibilidad a antimicrobianos se realizé por el método de difusién en agar con
discos, segun las normas del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2006). El antibiético
utilizado fue amoxicilina en sensidisco de 10 pg incubandose a 35 grados C por 24 h; (Koneman,
1999)

Fig 4. Sensibilidad de S.mutans a la amoxicilina
5.8 Produccién de betalactamasas
Las cepas de S.mutans resistentes a la amoxicilina se les realizo la prueba de (-lactamasa por
el método cefalosporina cromdgena nitrocefina. En presencia de la betactamasa y de la apertura

del anillo betalactamico, aumenta la conjugacion del grupo dinitroestirilo en la posiciéon 3 de anillo
dihidrotiazina con un cambio de color de amarillo a rojo. ( Jean F. Mac Faddin, 2003)
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Fig 5. Prueba para la deteccion de betalactamasas.

5.9 Conservacion de las cepas S.mutans:

Las cepas resistentes a amoxacilina se conservaron por el método de crioconservacion a-70°C, en
medio Mueller-Hinton con 30 % de glicerol y suplementado con oxacilina, con el fin de utilizarlas
posteriormente en la fase Il del macroproyecto correspondiente a la caracterizacion molecular de
los genes de resistencia.

Fig 6. Alicuotas de las cepas S.mutans para congelar.

5.10 Andlisis de resultados

Los datos se tabularon en tabla Excel y siendo un estudio descriptivo se sacaron los respectivos
porcentajes para las variables de cada uno de los objetivos planteados.

6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas de la poblacion de estudio

La poblacion de 46 pacientes incluida en el estudio se caracterizé porque tenia una edades entre
19 y 75 afios con una media de 61.76 (DS 11,817) donde el 65% (30) correspondia a hombre y
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35 % (16) a mujeres (figura 7) y de acuerdo a los criterios de inclusion acudieron a consulta por:
procesos endodénticos, obturacion de conductos, cirugias gingivales, y procesos dentales
acompafiados de sangrado y ruptura de tejido con factores asociados a riesgo de valvulopatias al
2%, endocarditis infecciosa como antecedente 2% y prétesis valvular 96%. (figura 8)

Poblacion (Genero)

EHombres EMujeres

\
/

292%

=

M Protesis Valvular

M Endocarditis
Previa

W Valvulopatia
Postquirurgica

Figura 7. Distribucién de poblacién por genero

Figura 8. Distribucién de factores de riesgo en los pacientes

6.2 Identificacién fenotipica y porcentaje de S.mutans

Para cumplir con el objetivo general del estudio, se identificaron inicialmente las cepas del genero
Streptococcus mutans por métodos bioquimicos manuales. De la poblacion de 46 (100%)
pacientes estudiada, 27 (58%) pacientes presentaban colonias presuntivas de S.mutans (figura 9),
después de realizar la identificacidn microbiologica solo 23 pacientes tenian S.mutans (50%)

(figura 10).

M pacientes con sospecha de s.mutans

i pacientes sin s.mutans

Porcentaje de S.mutans

M Otras bacterias M s.mutans

Figura 9. Porcentaje de pacientes con sospecha de S.mutans

Figura 10. Porcentaje de pacientes con S.mutans en la poblacién de estudio.

19



6.3 Identificacion de S.mutans resistentes a los bectalactamicos (amoxicilina)

A las muestras de los pacientes que presentarébn S.mutans se les realizo pruebas de
susceptibilidad antibiética por método manual Kirby bauer encontrdndose que de los 23 (50%)
pacientes con S. mutans , 18 (78%) pacientes presentaban S.mutans sensibles a la amoxicilina y
5 (22%) resistentes a la amoxicilina. (figura 11)

6.4 Deteccion de la enzima Betalactamasa en cepas de S.mutans

De los 5 pacientes que presentaron S.mutans resistentes a la amoxicilina, 4 (80%) de ellos
presentan S.mutans no productores de la enzima betalacamasa y 1(20%) productor de la enzima.
(figura 13)

Porcentaje de S.mutans Su(ceptibilidad a la amoxicilina
B Otras bacterias W s.mutans S.mutans

| — Resistentes

. 22%

!

Sensibles
78%

]
1

1
1
1
I\ ! \

I
Figura 10. Porcentaje de pacientgs cof S.mutans en la poblacién de estudio. Figura 11. Porcentaje d¢ S.mutans resistentes y sensibles a la amoxicilina
1 \

/ \ n '}

7 A} T
Suceptibilidad/Bacterias Cavidad Oral Deteccién de production de
/ etalactamasag

=y

M resistentes M sepsibles

N
11%

Figura 12. Porcentaje de suceptibilidad antimicrobiana Figura 13. Porcentaje de pacientes que presentan como
de bacterias de cavidad oral en la poblacién de estudio. mecanismo de resistencia la produccién de enzima betalactamasa
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7. DISCUSION

La endocarditis infecciosa (El) es una enfermedad inflamatoria poco comuin pero que pone en alto
riego la vida de las personas. En la actualidad se han obtenido avances en el diagnostico, técnicas
quirldrgicas, terapia antimicrobiana, etc. A pesar de estos avances aun hay altas tasas de
morbilidad y mortalidad en pacientes con El. En los uUltimos afios las conclusiones de estudios
publicados han cuestionada la eficacia de la profilaxis antimicrobiana para prevenir El en aquellos
pacientes que se someterian a procedimientos gastrointestinales, genitourinarios y dentales
invasivos. Las superficie de las mucosas estan pobladas por microflora endégena, el trauma a la
superficie mucosa permite que se liberen especies microbianas en forma transitoria al torrente
circulatorio y por lo tanto causan bacteremia transitoria causada por Streptococos del grupo
viridans y acompafiada de otra microflora oral esto ocurre cominmente en extracciones dentales u
otro procedimientos dentales y actividades de la rutina diaria. (Wilson y col, 2007)

Kazuhiko Nakano y col en 2006, demostraron la presencia de bacterias orales analizando 62
pacientes con enfermedades cardiovasculares donde 35 pacientes (entre 46 a 84 afios) tenian
dafio en valvulas de corazén (mitral o tricispide) y 27 pacientes (45 a 81 afios) con placa de
arteroma (aneurisma aortica o abdominal) siendo aislado con mayor frecuencia streptococos
orales, para lograr la identificacién de las especies que conforman el grupo de streptococos se
utilizo el método PCR, encontrandose que S.mutans tenia una prevalencia en tejido de valvula de
corazén del (68.6%) y en placa de arteroma (74.1%). En un caso clinico reportado en Francia de
un paciente de 63 afios alcohdlico con estenosis aortica que presento episodios transitorios de
fiebre durante el periodo de mayo de 1997 y diciembre de 1998, fue tratado con antibidticos por
una infeccién del tracto urinario causada por Escherichia coli, se le realizaron hemocultivos los
cuales eran positivos para E.coli y ecografia transesofagica donde se observaron vegetaciones en
la valvula aortica, le realizaron reemplazo de la valvula por una proétesis de St. Jude, a la véalvula
aortica extraida le realizaron cultivo el cual salid6 negativo , coloracién de Gram en la cual se
evidencio presento cocos Gram positivos y analisis de ADN bacteriano de las vegetaciones por
PCR donde se identifico S.mutans el cual es el agente responsable de la Endocarditis infecciosa
en el paciente. (Gauduchon y col,2000). En estudios realizados por la Fundacién Clinica A. Shaio
(Colombia) en pacientes hospitalizados con diagnostico de Endocarditis Infecciosa pacientes entre
nueve meses y 83 afios, fue identificado como agente causal mas frecuente a Staphylococcus
aureus y Streptococcus viridans, predominio de casos en el sexo masculino con relacion al
femenino y compromisos cardiovasculares de mayor frecuencia es la valvula aortica seguida de la
valvula mitral.( Echeverria y col, 2002). El servicio de Cardiologia del Hospital Reina Sofia de
Cordoba y del Hospital de la Costa del Sol de Marbella realizaron un estudio prospectivo de todos
los casos de EIl que asistieron entre los afios 1987 y 1999, de los cuales evaluaron los posibles
factores de riesgo y las caracteristicas diferenciales de la El sin cardiopatia pre disponente, sus
resultados fueron que el 32% sobre protesis y el 68% de pacientes se trataba de El sobre valvula
nativa del los cuales el 37% correspondia a pacientes sin cardiopatia pre disponente localizando la
infeccion en el lado izquierdo en mayor frecuencia que al lado derecho del corazén. Los agentes
microbianos causales mas frecuentes fueron Sthaphylococcus (37%) y Streptococcus (34%), en
conclusién se encontr6 que los factores de riesgo méas frecuentes para El en pacientes sin
cardiopatia pre disponente son la insuficiencia renal cronica, las enfermedades digestivas y el
empleo de catéteres venosos. (Castillo y col, 2002). En consecuencia la administracion extendida
de antibioticos profilacticos promueven la emergencia de microorganismos resistentes que muy
probablemente causan endocarditis infecciosa, la resistencia antimicrobiana se considera un
problema mundial para el tratamiento de cualquier tipo de enfermedad, esto se debe al uso libre
(automedicacion) de antimicrobianos para infecciones menores y también se debe a la falta de
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dinero para completar tratamientos formulados. (World Health Organization, 2001). La aparicion de
microorganismos resistentes a los antibiéticos utilizados para la profilaxis en la El se puede deber
al uso extendido y a menudo inadecuado de los mismos. Los estreptococos orales resistentes a la
penicilina (amoxicilina) se clasifican como totalmente resistentes (CIM > 2mg/l) y relativamente
resistentes (CIM 0,125-2 mg/dl), Salinas y col en un estudio publicado en el 2006 plantearon como
objetivo identificar la flora bacteriana de 64 pacientes que asistieron a la Clinica Odontolégicas de
la Universidad de Barcelona entre el periodo del 2001 y 2002, los cuales presentaban infeccion
odontogénica en fase aguda de etiologia papular o una periocoronaritis del tercer molar inferior; el
aislamiento predominante fue la especie de S.mutans y oralis y en el andlisis de susceptibilidad
antibiética observo una alta sensibilidad de S.mutans a la amoxicilina con un porcentaje del 97% y
resistencia del 3%. (Salinas y col, 2006). Se han realizado estudios para conocer el tipo de terapia
profilactica que recomiendan los odont6logos en casos de pacientes con El, en Espafa se
encuestaron a 400 odontélogos por medio de llamada telefénica donde se les planteaba un caso
de un paciente con riesgo a Endocarditis Bacteriana el cual se va a someter a una exodoncia, en
este caso que tipo de régimen profilactico recomendaria?, solo el 30% de los odontélogos
recomendaron como régimen profilactico el recomendado por la AHA, es decir , en pacientes que
no sean alérgicos a la penicilina se les administra Amoxicilina y solo el 17.6% contestaron
correctamente como tratamiento Clindamicina si el paciente es alérgico a la penicilina, ellos
concluyen que es importante que los odont6logos conozcan los criterios recomendados por la AHA
y ademas que recomienden antes un estudio de susceptibilidad antimicrobiana a las bacterias que
estan en cavidad oral. (Carmona y col,2004)

Los hallazgos de la literatura sobre El causada por estreptococos del grupo viridans son
corroborados por este estudio donde se encontré6 que el 50% de los pacientes tienen en su
muestras salivales S.mutans lo cual nos indica que es muy posible que si estas personas
evolucionan a Endocarditis infecciosa por bacteremias transitorias causadas por procedimientos
odontoldgicos invasivos el principal microorganismo oportunista candidato para causar la infeccion
es S.mutans, pero es importante resalta que es una hipétesis, para que esto llegara a ocurrir el
paciente tendria que estar inmunosuprimido, no haber recibido terapia profilactica antes de algun
procedimiento odontolégico invasivo y tener la presencia de S.mutans resistentes a la amoxicilina
en este estudio 22% de los pacientes fueron resistentes a la amoxicilina y 78% sensibles esto
respalda los estudios de susceptibilidad antibittica realizadas a S.mutans a la amoxicilina ya que
siempre se muestra un gran porcentaje de sensibilidad de la bacteria versus la resistencia.

8. CONCLUSIONES

En conclusion se encontré que el 50% de los pacientes estudiados tenian en sus muestras de
barrido de cavidad oral S.mutans, los factores de riesgo a endocarditis infecciosa en estos
pacientes son: Protesis valvular, prétesis mitral, prétesis de valvular tricispide, prétesis aortica,
prétesis aortica mecanica, protesis mitral mecanica, prétesis ventricular mitral, protesis valvular
mitral, prétesis aortica bioldgica, valvula mitral biol6gica, valvula mecanica mitral , STENT y
endocarditis previa. La resistencia de S.mutans a la amoxiclina fue (15%) y el (20%) de las
bacterias presentaron como mecanismo de resistencia la produccién de beta-lactamasas. los
pacientes que presentaron resistencia bacteriana a la amoxicilina tienen protesis aortica, protesis
valvular, prétesis ventricular mitral y prétesis valvular.

Es importante resaltar que en general la poblacion de nuestro estudio el 10.8% de los pacientes
presentaron bacterias orales anaerobias facultativas (S.mutans) resistentes a la amoxicilina, en
cuanto a la susceptibilidad antibiética reportada en la literatura para bacterias anaerobias
facultativas por estudios se ha encontrado que la resistencia a la amoxicilina y la
amoxicilina/clavulanico es del 7% (Tanner y col, 1993) y del 4.8% y 4.0% (Salinas y col, 2006).
Estos datos son muy significativos para los odontélogos que reciben pacientes con riesgo a
endocarditis infecciosa y van a ser sometidos a un procedimiento dental invasivo ya que existe un
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porcentaje de resistencia de la flora bucal que el odont6logo debe tener en cuenta a la hora de
determinar la terapia profilactica para el paciente.

Como aportes es importante realizar méas estudios sobre la existencia en cavidad oral de S.mutans
y su susceptibilidad antibidtica a los betalactamicos utilizados mas frecuentes como medida
profilactica de eleccion (amoxicilina) pacientes con riesgo alto a endocarditis en Colombia, para
gue de esta manera se evalué el protocolo profilactico antibiético publicado por la American Heart
Association (AHA) 1997 y EUROPEAN CONSENSUS 1995.
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