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“ Fenotipos de resistencia antimicrobiana en cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus grupo viridans 'y
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'Estudiante Microbiologfa industrial, *Facultad de Medicina, 3Especializacién Microbiologfa Médica, *Facultad de
odontologfa, °Grupo Investigacion Enfermedades Infecciosas

1. RESUMEN

Introduccidn: La microbiota oral puede ser reservorio de bacterias resistentes a antibiéticos quedebe ser analizada como
un factor de riesgo para la salud humana. En este estudio se identifico y determind la susceptibilidad antimicrobiana
de Cocos Gram positivos (CGP) aislados en diferentes muestras de origen oral y endoddntico. Metodologia: Estudio
descriptivo transversal que incluyé 180 aislamientos de Cocos Gram positivos. El perfil de susceptibilidad antibidtica se
realizd mediante MicroScan System de la casa Dade/MicroScan PosID PC34 (West Sacramento CA, EE. UU) teniendo presente
las normas CLSI vigentes a la fecha. PCR primer especifica fue utilizada para detectar los genes de resistencia asociados a los
antibidticos. Los fenotipos se establecieron siguiendo los lineamientos previamente estandarizados por otros autores y
avalados por el CLSI. Resultados: El fenotipo predominante en S. aureus fue BLAC y MR; E.faecalis present6 resistencia a
diferentes aminoglucdsidos y S. viridans, mostré 100% sensibilidad a B-lactamicos y dos aislamientos mostraron resistencia
a Eritromicina. Conclusion: El estudio demostré la presencia de CGP resistentes a nivel oral. Los fenotipos identificados,
presentan una alta similitud con patrones de resistencia reportados en otras partes del cuerpo.

Palabras clave: Cocos gran positivos, susceptibilidad antibidtica, Endodoncia

ABSTRACT

Introduction: The oral microbiota may be a potential source of antibiotic resistant bacteria that should be analyzed as a risk factor
for human health. In this study we identified and determined the antimicrobial susceptibility of Gram-positive cocci (GPC)
isolated from different samples of oral and endodontic origin. Methodology: Cross-sectional descriptive study that included
180 Gram-positive cocci isolates. Antibiotic susceptibility profiling was performed by Dade MicroScan
System/MicroScan Pos ID PC34 (West Sacramento CA, USA) according to current CLSI standards. Primer-specific PCR
was used to detect antibiotic-associated resistance genes. Phenotypes were established following guidelines previously
standardized by other authors and endorsed by CLSI. Results: The predominant phenotype in S. aureus was BLAC and MR; E.
faecalis showed resistance to different aminoglycosides and S. viridans showed 100% sensitivity to B-lactams and two
isolates showed resistance to Erythromycin. Conclusion: The study demonstrated the presence of resistant CGP at the
buccal level. The phenotypes identified, present a high similarity with resistance patterns reported in other parts of the body.

Key words: Large positive cocci, antibiotic susceptibility, Endodontics.
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2. INTRODUCCION
Se define microbioma oral como el conjunto de microorganismos, sus genes y metabolitos que se localizan a nivel de la
cavidad oral. Estos microorganismos incluyen procariotas, eucariotas, y particulas virales, que pueden colonizar tejidos

blandos como las encias, el paladar, a lengua, las amigdalas, las vesiculas, la Uvula o tejidos duros como los dientes y el

paladar, entre otros! . Actualmente la base de datos Human Oral Microbiome reporta que a nivel oral la microbiota esta

conformada al menos por 770 especies bacterianas y sus episimbiontes, 75 especies micobidticas y unos 200-3000
genotipos virales?. La fraccion bacteriana correspondiente a microorganismos cultivables, como Streptococcus grupo

viridans, género Staphylococcus, género Enterococcus, Kocuria y Micrococcus, es la mas estudiadas 4

El estudio de la microbiota reviste importancia clinica, pues una microbiota estable y saludable beneficia al huésped, y
un desequilibrio de la misma conduce a una disbiosis que puede generar patologias orales, y la interaccion entre los
diferentes microorganismos puede generar a partir de patdgenos, la diseminacion de genes de virulencia para formar
biopeliculas y genes de resistencia aantibidticos. Incremento que se ha observado en pacientes asintomaticos,y bacterias
como Staphylococcus aureus (Sau), Streptococcus grupo viridans (SVG) y Enterococcus faecalis (Efa) aumenta la resistencia a p-

idos, tetraciclinas y va ncomicinaS,

lactamicos, macro
Sou es una de las especies de la microbiota oral que presenta una alta resistencia a los diferentes tratamientos con
antibiodticos utilizados en los procedimientos de odontologia, generando problemas graves de salud, comosucede en

las infecciones endoddnticas, periodontales, periapicales e infecciones supurativas de las glandulas salivares, entre

otras®. svG y Sau son las especies de Cocos Gram positivos predominantes a nivel oral, y pueden generar enfermedades
localizadas a nivel bucal, asi como infecciones diseminadas de alto impacto clinico como endocarditis, y bacteriemia.
Diferentes reportes empiezan a mencionar la resistencia de SVG a amoxicilina, caracteristica no comun en este

7. Por otro lado, Efa se asocia a enfermedades de contaminacion orofecal y refractariedad en

microorganismo
tratamientos endoddnticos, y a nivel de otras partes se asocia a patologias como sepsis, necrosis en tejidos, y

bacteriemia, donde se han reportado cepas con resistencia a vancomicina, y ciprofloxacina de este microorganismog.

La importancia de realizar estudios en estos tres microrganismos es que se ubican en cavidad oral, son los agentes
etioldgicos de varias enfermedades sistémicas y por diseminacion, y los perfiles de susceptibilidad antibidtica, muestran que
cada dia son resistentes a un mayor nimero de antibidticos. Una de las recomendaciones para prevenir la diseminacion de
bacterias antibidtico-resistentes, es la concientizacion del uso correcto de los antibidticos frente a la presencia de
alguna infeccidn, e identificar bacterias antibidtico resistentes en pacientes asintomaticos para que se puedan generar

tratamientos para controlar o eliminar estas cepas de portadores de la comunidad y generar una disminucién en los

problemas de salud pUb|iC89.
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3. JUSTIFICACION Y PROBLEMA

En las Ultimas décadas el IMR (indice de Resistencia Mdlltiple) de las bacterias asociadas a enfermedades de nivel oral

0 aquellas que se generan por diseminacion desde la boca, tienen un aumento clinicamente significativo. Este aumento es
principalmente debido al uso inadecuado de antibidticos en las formulaciones clinicas, el uso no controlado de estos
antibidticos como aditivo dentro de productos alimenticios e industriales, y la colonizacidn de bacterias resistentes
facilitada por el saneamiento e higiene oral deficiente! . Por estas razones, el control y prevencion de infecciones, debe

fundamentarse en investigacion en tiempo real que contemple los factores de riesgo que aumentan la resistencia 10,

El incremento del IRM en la cavidad oral se ha observado en patologias como la mediastinitis, abscesos cerebrales,

sepsis y endocarditis infecciosa ocasionados por Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans,

Porphyromona gingivalis, y Enterococcus faecalis, entre otros 2 Algunos autores postulan que dicho aumento puede estar
relacionado con el aumentode portadores sanos, los cuales han generado la dispersion de estos microorganismo resistentes
a antibidticos como la amoxicilina y clindamicina usados como tratamiento para combatir estas patologias a nivel oral,
logrando un cambio en el perfil de resistencia de estos microorganismos entre ellos el SAMR (Staphylococcus aureus

meticilino resistente) y SVG planteando que debe implementarse un programa de prevencion adecuado para evitar que se

puedan convertir en un problema de salud publica7,

La identificacion de los fenotipos de resistencia de las bacterias Sau, SVG y Efa en la microbiota oral, permitira conocer el grado de
circulacién y fenotipo predominante, asi como realizar un abordaje integral para el tratamiento de las infecciones que
generan estos microorganismos y facilitar la correcta formulacion de antibidticos. Igualmente, estos abordajes ayudarian a
prevenir y controlar la aparicion de cepas resistentes, controlar a los portadores sanos, evitar reacciones adversas a
antibidticos como la dishiosis, y contribuyen a disminuir las tasas de morbimortalidad especialmente por endocarditis

bacterianall .

4. PREGUNTA PROBLEMA
éCudles son los fenotipos y mecanismos de resistencia en las cepas de Sau, SVG y Efa aisladas de pacientes que acuden a
consulta de endodoncia en el centro de investigaciones odontoldgicas de laPontificia Universidad durante los afios 2017-

2020?

Fenotipos de resistencia antimicrobiana en cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus grupo viridans y Enterococcus faecalis aislados de pacientes que
acudieron a consulta endodoncia en el centro de investigaciones odontolégicas afio 2017-2020



Paginal12

MARCO TEORICO

5.1. Microbioma Oral
El término microbioma hace referencia a la microbiota, y a la forma como esta microbiota interactla entre si y

con las condiciones ambientales del medio donde se ubica. En tanto que microbiota es el conjunto de diferentes

géneros y especies de microorganismos que cohabitan un mismo espacio3. Las interacciones microbianas y de
estas con el medio han podido dilucidarse gracias a las diferentes técnicas de metagendmica. Estas técnicas han

permitido entender el proceso de eubiosis y disbiosis en una infeccidn, la susceptibilidad del hospedero ante un

microorganismo, y los factores de riesgo de los pacientes para padecer ciertas enfermedades, entre ellas las bucalesS.

La microbiota en el cuerpo puede tener funciones protectoras, inmunomoduladores, muconutritivas, proinflamatorias,
y la encontramos a nivel gastrointestinal, piel, tracto respiratorio, tracto urinario, aparato reproductor, y uno de los
mejores y mas estudiados modelos es la microbiota oral. Dado que la boca tiene las condiciones fisicas, bioldgicas, y

nutricionales aptas para el crecimiento microbiano. 12

La boca esta compuesta por tejidos blandos como las encias, el paladar, la lengua, las amigdalas, las vesiculas, la tvula

y tejidos duros como los dientes. 13 Estudios de metagendmica reportan que en la boca se puede encontrar diferentes

géneros de bacterias, hongos y protozoos, predominando bacterias como Veillonella sp., Actinomyces sp., Rothia sp.,

Staphylococcus sp., Streptococcus sp., ete 1?1 gran mayoria de estos microorganismos estan en la boca, permanecen
gracias a una respuesta inmune tolerogénica, y su funcion es tapar receptores para patdgenos, competir por
metabolitos ante oportunistas y producir endonucleasas que fraccionan el ADN de patdgenos. Sin embargo, cuando
hay condiciones patoldgicas de base o eventos de inmunosupresion en el hospedero, tienen un comportamiento

oportunista generando diversas infecciones ya nombradas. 14

En la Ultima década se establecié el proyecto Microbioma Humano por el Instituto Nacional de Salud de los Estados
Unidos, con el fin de analizar y caracterizar la microbiota normal en pacientes sanos, proyecto que ayudo a impulsar la

3

investigacion en diferentes dreas como la gendmica, el drea clinica, eincluso en el drea de la ética y sus derivaciones~. Estas
técnicas gendmicas adicionalmente permiten conocer como la microbiota esta interactuando con los diferentes
sistemas corporales como el sistema inmune y la relacion que tiene con el microbioma de la boca y el intestino. Esta
interaccion es importante saberla ya que la boca es una de las zonas del cuerpo humano donde se ha logrado

caracterizar un elevado nimero de bacterias, hongos, levaduras y particulas virales, incluyendo mas de 9 millonesde

genes correspondientes a mas de 3 mil millones de células.10
Estudios de metagendmica a nivel oral indican que hay una gran variedad de bacterias patégenas oportunistas que pueden

generar infecciones crénicas en el ser humano, principalmente del género Sau, SVG y Efa, los cuales generan
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enfermedades centralizadas en la boca o se pueden diseminar a otras partes del cuerpo. Enfermedades como la

periodontitis, caries dentales, abscesos en la boca, son unas de las pocas enfermedades que se producen la boca por

alglin género de bacterias que se encuentran alli1> La tabla 1 muestra los principales microorganismos estudiados de

la microbiota oral, y posterior a la tabla se describen las patologias asociadas a los mismos.

Tabla 1.Principales microorganismos de estudios de metagendmica de la microbiota oral.

ORIGEN GENERO ESPECIE
Saliva Veillonella spp
Actinomyces spp
Streptococcus mitis, salivarius, mutans, viridans
Granulicatella adiacens
Neisseria flavescens
Staphylococcus aureus
Prevotella melaninogenica
Mucosa Streptococcus viridans
Bucal Staphylococcus epidermidis
Kocuria spp
Micrococcus spp
Streptococcus mitis, sanquis, salivarius, pyogenes
Superficies Staphylococcus aureus
Dentarias Campylobacter spp
Granulicatella spp
Kingella spp
Leptotrichia spp
Haemophillus parainfluenza
Gemella haemolysanas
Enterococcus faecalis
Lengua Streptococcus mitis, ~ sanguis,  salivarius,  viridans,
mutans
Staphylococcus aureus
Gemella haemolysanas
Enterococcus faecalis
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Dentro de las patologias mas relevantes asociadas a Efa, Sau y SVG tenemos:

ENDOCARDITIS: es una infeccidn en el miocardio, lacual puede generar en vélvula nativa por Sau y Efa, o valvula

lesionada por SVG. Se caracteriza por fiebre, soplos cardiacos, petequias, anemia, embolias. La patologia involucra

tres componentes fisiologicos claves, y es la lesion endotelial que active cascada de coagulacion, la respuesta
inmune que genere fiebre y signos sistémicos, y el crecimiento bacteriano sobre la valvula infectada o
cominmente denominada vegetacion infecciosa, la cual se conforma de plaquetas, células inflamatorias, fibrina y
numerosos microorganismos. Al ser una enfermedad poco frecuente, causada por diferentes bacterias como
agentes infecciosos, se logra presentar de diversas maneras, como una enfermedad asintomatica hasta una grave
culminando en una falla multisistémica, por ende, el diagnostico se ve envuelto en un amplio rango de sospecha,
basandose en manifestaciones clinicas, ecocardiografia y hemocultivos, conocidos como criterios de Duke
modificados. Para el manejo con antibidticos, depende del organismo causal, la susceptibilidad y los diferentes
factores de riesgo que puede tener el paciente. La incidencia de esta enfermedad es de 3 a 10 casos por cada
100.000 habitantes en el afio, siendo mas frecuente en el género masculino adulto mayor. **

PERIODONTITIS: infeccidn en grave de encias que dafia los tejidos blandos de la boca y en casos muy cronicos
puede incluso dafiar los huesos de la boca. La enfermedad periodontal se considera una patologia inflamatoria,
cuyo factor etiolégico primario consiste en una biopelicula de origen bacteriano, que en conjuntos con diversos

factores locales y sistémicos generan una contaminacion y destruccion de tejidos que soportan los dientes, tales

como tejido conectivo, epitelio, hueso alveolar, ligamento periodontal o cemento radicular. Dentro de sus

principales manifestaciones clinicas se encuentran la movilidad dental, sangrado, creacidn de bolsa periodontal,
recesion gingival, perdida de los dientes y disfuncién al momento de masticar. Se ha encontrado relacién de la
enfermedad periodontal con enfermedades crénicas no transmisibles, tales como la diabetes, EPQC,
enfermedades cardiovasculares, neoplasias, entre otras, por lo que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
manifiesta esta enfermedad como una de las més relevantes en salud publica a nivel mundial.

CARIES DENTALES: hace referencia a areas lesionadas de manera permanente en los dientes, debido al
deterioro generado por la acidez de los metabolitos bacterianos, desmineralizacion del diente, ingesta frecuente
de alimentos ricos en carbohidratos, y limpieza dental deficiente. La caries dental es considerada una patologia
multifactorial, transmisible de origen infeccioso que afecta los dientes, destruyendo progresivamente los tejidos
duros. Al no tenerse un tratamiento oportuno al remover las caries, puede incurrir en inflamacion pulpar,
avanzando hacia una pulpitis irreversible y por ultimo causando la necrosis o pérdida de la pieza dental. &,
Algunos factores del huésped son determinantes al momento de desarrollarse la enfermedad, tales como la

composicion y cantidad de saliva, la presencia de erupciones bucales, morfologia de los dientes, la naturaleza de

la superficie del diente, edad, genética y determinantes sociales y econémicos. *.
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ABSCESOS EN LA BOCA: son acumulaciones de pus focales o localizadas en un sitio anatdmico especifico,
generadas por una infeccion bacteriana, la cualgenera dolor, fiebre, etc. Un absceso se define como una
reaccion inflamatoria derivada de una infeccion o una necrosis pulpar, se caracteriza para presentarse dolor de
rapida aparicion, dolor dental, pus e inflamacion. Los tejidos involucrados en el proceso infecciosos son los
adyacentes al diente o zona submaxilar del cuello y la bucal en cara. Los abscesos profundos ubicado en cuello
son generados en los adultos por infecciones odontogénicas, mientras que en los nifios logran aparecer por
infecciones de vias respiratorias superiores o infecciones orofaringeas. 202,

MEDIASTINITIS: edema e irritacion en la zona del torax entre los pulmones por alguna infeccionpor bacterias.22"

El mediastino, se ubica en la mitad de los pulmones y el térax, por la parte de atras del esterndn, las uniones
condrocostales y al frente de los cuerpos vertebrales y costillas. 2. La forma aguda de la enfermedad, se provoca
por una infeccion bacteriana ubicada en el tejido conectivo laxo que se encuentra en el mediastino y se encarga
de envolver las estructuras del mediastino. La manera mas expedita para identificar la mediastinitis es con
técnicas diagnosticas tales como la tomografia computarizada, ecografia o la resonancia magnética, el manejo

terapéutico con antibiticos, intervenciones quirurgicas, soporte nutricional y hemodinamico.?*,

5.2.Antibidticos de uso odontoldgico
En los procesos de infecciones generados en la boca, se usan una amplia gama de antibioticos para contrarrestar y

controlar estas infecciones. Histéricamente penicilinas, Sulfas, tetraciclinas, eritromicina son de gran utilidad, aunque

su uso es empirico y no soportado bajo el reporte de un antibiograma25'26. Actualmente, se usan B-lactdmicos
(Penicilina, Amoxicilina, Cefadroxilo, Cefalosporinas.), Macrdlidos, Lincosamidas principalmente, siendo los
primeros los de mayor utilidad 2. Dentro de este grupo tenemos la penicilina como antibiético de primera eleccién
para el uso de tratamientos de infecciones orofaciales agudas por CGP, bacilos y cocos gramnegativos, bacilos Gram
positivos, y espiroquetas entre otros 28-29. La primera eleccion para el tratamiento dentro de las penicilinas, es la
amoxicilina, puesto de accion bactericida adecuada y absorcion entre el 75% al 90% por via oral, adicionalmente, el
rango que puede presentarse entre la dosis de la terapia y la considerada tdxica es muy amplia, lo que da seguridad al
momento de emitir la dosificacidn. El efecto adverso mas representativo es la hipersensibilidad, que puede observarse
como una erupcidn o una reaccion anafildctica, entre el 0,7% al 10% de los pacientes se logran determinar estas

acticas. &,

reacciones alérgicas y entre el 0,004% al 0.2% las anafi Otro de los derivados de penicilina usados es la
amoxicilina, efectiva contra bacterias aerobias y anaerobias. Unida a dcido clavulanico muestra una mayor eficacia, pero
mas probabilidad de generar efectos secundarios, tales como la candidiasis o diarrea. A pesar de lo anterior, la
amoxicilina es una excelente opcion que no genera fuertes efectos negativos de consideracion. El manejo terapéutico

debe mantenerse de 2 a 3 dias luego de la aparicion de sintomas vy signos de la infeccidn, donde por lo general repercute
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en5 7 dias. 3L Dentro de los b-lactémicos que adquieren gran importancia, estan las cefalosporinas y derivados de la
misma: cefadroxilo, tiene alta actividad contra bacterias Gram positivas como los del género Sau vy, 5VG.26 ;

cefuroxina: actua contra bacilos Gram Negativos como E. coli, Klebsiella, Proteus, etc. 25 5 gran estabilidad de las
cefalosporinas a microorganismos capaces de producir betalactamasas es alta, sin embargo, pueden ser inactivas frente
a la presencia de Enterococos, Staphylococcus que son resistentes al meticilina o a la Listeria monocytogenes. Su eficacia
es muy variable en las infecciones odontogénicas, debido a que presenta poca actividad a los anaerobios orales, por lo
que en algunos casos se combina con metronidazol para optimizar la cobertura anaerobia. Las cefalosporinas de
primera generacidon pueden actuar contra bacterias grampositivas aerobias, con una cobertura limitante en las
gramnegativas.  Las cefalosporinas de tercera generacion suelen presentar buena efectividad en bacterias
gramnegativas aerobias, sin embargo, tiene poca efectividad en Staphylococcus resistente a meticilina y al Streptococcus

resistente a penicilina. .

Otros antibidticos utiles a nivel oral, son los macrdlidos como la eritromicina, cuya accidn bacteriostatica o bactericida

depende de la concentracion, y se usa cuando los pacientes son alérgicos a los betalactdmicos, pero trae

contraindicaciones en pacientes con insuficiencia hepatica. 25 Otros macrélidos utilizados son la claritromicina o la
azitromicina, muy eficaces en el manejo y control de abscesos periapicales, principalmente ante la presencia de
resistencia microbiana de cepas de Estreptococos viridans por la eritromicina. Se destaca por su bajo efecto adverso en

la zona gastrointestinal y por los elevados y perenes niveles tisulares, lo que facilita la posologia en dosis Unica o diaria.

32

En la odontologia el proceso de la formulacion de los medicamentos se basa en condiciones de cada paciente, en el
tratamiento y en el caso de la infeccion producidas por Sau, SVG y Efa. Para cada tratamiento sin importar la
presencia de sintomas de la infeccion se formulan con el fin de prevenir la infeccion. En la formulacidn se tienen en
cuenta pardmetros como, la estatura, peso, edad, genero, alergia o cualquier factor de paciente que puede generar
algun efecto secundario con el tratamiento del antibidtico. Esto quiere decir que no tiene en cuenta si el paciente es
un portador sano con alguna cepa con genes de resistencia lo que aumenta el riesgo de la aparicion de nuevas cepas

con multiresistenciaa los antibidticos usados en la odontologfa. 26

5.3.Mecanismos de resistencia antibidtica
Todos los microorganismos pueden desarrollar resistencia a antibidticos, ya sea porque generan una enzima que

desdobla o bloquea la funcion del antibidtico, pueden cambiar las proteinas de la diana de accidn, tienen
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mecanismos de expulsion citoplasmética del antibidtico o pueden hiperproducir un sustrato que le haga
competicion metabdlica al antibidtico. Los tres microorganismos, base de este estudio Efa, Sau y SVG presentan
diversos mecanismos de resistencia a saber. Sau presenta una alta resistencia a diferentes antibiéticos como los
B-lactdmicos, Macrdlidos, Lincosamidas y Aminoglucdsidos, haciendo que su erradicacion y control llegue a
dificultarse tanto, que se convierta en un problema de salud publica, debido a que actualmente se han reportado que cerca

del 90% de las cepas presentan resistencia, al menos a uno de estos antibioticos.2

El principal mecanismo de resistencia a la penicilina es enzimatico por p-lactamasa la cual se encarga de hidrolizar el
anillo betalactamico lo que genera la inactivacion de la accion del antibidtico. Esta enzima es codificada por el blaZ el

cual este sujeto a una regulacion por los genes blal y blaR, estos genes estan a nivel de transposones, lo que le permite el

traspaso de la informacion genética de forma horizontal. 19 un segundo mecanismo en algunos microorganismos
como Sau, es la modificacidn, alteracion o perdida de afinidad de las proteinas de union a la penicilina PUP, cambios

queresultan en unasensibilidad disminuida alos B-Iacta’micos,6

SVG vy Efa presentan resistencia a antibidticos de los grupos macrélidos y aminoglucésidos, los genes deresistencia que
se presentan para el antibidtico de eritromicina son los genes ermB, emrA, mefA, msrA/By msrC. Estos genes le
proporcionan la resistencia a los macrélidos y aminoglucésidos. Los genes ermy ermB codificando para metilasas que
tiene como sitio blanco el ribosoma de las bacterias. Los genes mefA, msrA/B y msrC codifican para los mecanismos

de bombas de eﬂujo.3'4

Existen diferentes metodologias para evaluar la resistencia a un antibictico. Entre las pruebas para evaluar tenemos métodos

manuales como Kirby Bauer, donde se realizan antibiogramas con disco de antibidticos, teniendo como desventaja que

usa concentracién minima inhibitoria (CM) fija.35' Otra metodologia, es el método semiautomatizado denominado
MicroScan de la casa Dade/MicroScan, elcual utiliza diferentes paneles segun el microorganismo, tiene la ventaja de

usar antibidticos a diferentes concentraciones para determinar los perfiles de resistencia 35

5.4 Fenotipos de resistencia antibidtica

Se denomina fenotipo resistencia al perfil de resistencia que caracterizan de manera constante a un
microorganismo ante un grupo de antibiéticos denominados antibidticos marcadores. Se define a estos, como al
grupo de antibidticos que muestran hasta donde llega el nivel de Resistencia, y qué acompafiados de otro

resultado sea sensible o resistente, sirven para diferenciar el perfil de antibiéticos de las bacterias entre si. Por
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ejemplo, las bacterias que son resistentes a -lactdmicos de primera generacién como la penicilina se denominan
Fenotipo BLAC. Esto indica que la resistencia solo llega hasta primera generacidn, y que a partir de la segunda
generacidn o cefalosporinas es sensible, y si el mecanismo es produccién de una enzima, esta enzima [-
lactamasa es bloqueada por inhibidores de P-lactamasa como Sulbactam, Acido clavulénico entre otros. Ese
conjunto de antibidticos, Penicilina resistente, Cefalosporina sensible e inhibidor sensible, son los antibidticos

marcadores para las BLAC3*

A nivel de betalactdmicos en CGP, se resumen los fenotipos de resistencia, los cuales se especifican en la tabla 2:
BLAC o productor de penicilinasa — Penicilina resistente, Cefalosporina sensible, inhibidor sensible.
CES o productor de cefalosporinasa — Penicilina resistente, cefalosporina resistente, inhibidor sensible.

MR o meticilino resistente — Penicilina, cefalosporina e inhibidor resistente.

Para los antibidticos del grupo MLS; M macralidos, L Lincosamidas, S Streptograminas, los fenotipos se denominan
solo con un signo (+) al lado de la inicial del antibidtico M+ L+ o S+, donde el signo indica resistencia al

# Se resumen los siguientes

antibiético, pero la resistencia se asocia a uno o varios genes.
fenotipos, los cuales se especifican en la tabla 3:

M+ Resistencia a macrélidos — donde la resistencia puede estar dada por la presencia de una
metilasa inespecifica o un plasmido de expulsion Mef.

L+ Resistencia a Lincosamidas — donde la resistencia puede estar dada por la presencia de una
metilasa inespecifica, de una metilasa especifica Inu o hay una mutacioén en la diana ribosomal
inducida por eritromicina.

S+ Resistencia a Streptograminas, donde la resistencia puede estar dada por la presencia de

una metilasa inespecifica, por un plasmido de expulsion SB.

Para identificar los genes de resistencia a antibidticos, se usan técnicas moleculares como la PCR clasica si buscan un
solo gen o PCR multiplex si buscan varios genes. Los genes que presentan los microorganismos son los precursores
de los fenotipos de multiresistencia. En betalactamicos, tenemos el fenotipo BLAC, CES y MR, donde BLAC
corresponde agenes bla productores de betalactamasas, CES a genes productores de cefalosporinasas, y genes MecA o
MR- Meticilino resistentes, incluye el grupo de los que alteran su PUP. En macrdlidos se buscan los genes de

expulsion y metilasas como ermB, emrA, mefA, Inu entre otros34
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5.5.Indices de resistencia en Efa, Sau'y SVG a nivel oral

Los indices de multiresistencia hacen referencia a los microorganismos que presentan una resistencia a uno a mas de
una clase de antibidticos. La resistencia en estos microorganismos ya ha sido reportada y estudiada por muchos
autores, donde a nivel de B-lactdmicos, y macrélidos de uso oral, Sau presenta los mayores indices de multiresistencia,

seguida de Efa y es ocasional la resistencia en 56034

Dentro de los estudios mas representativos tenemos los de Russomanda, 2014, cuyo estudio evidencio la presencia de
Sau resistente en las primeras etapas de la vida del ser humano, permanece en diferentes rangos de edades mostrando que
las personas pueden ser portadoras, y esta asociado a diferentes patologias orales que incluye fistulas, eritemas y gingivitis

6

entre otros °. De igual forma el estudio muestra resistencias a penicilina en un 89.2%, Cefoxitina en 10.7%, Eritromicina y

Clindamicina 8.1% y permitid observar que entre un 2.8 a un 8.6% presentaban resistencia a mas de un antibidtico b

importancia del estudio se centra en que las cepas resistentes estan presentes desde etapas muy pequefias de la nifies
lo que permite que la propagacion de estos microorganismos con los IMR altos se propaguen de una forma mas efectiva

y adicional la posibilidad de que su IMR aumente cada dia mas. 6

A nivel de SVG otro grupo de los cocos Gram positivos méds comunes y registrados en el microbioma de la boca
humana, también en las Gltimas décadas ha presentado un aumento en los IMR a los diferentesantibidticos del grupo
de los B-lactdmicos. Vale la pena mencionar un estudio de Sanchez y colaboradores, 2015 donde en un estudio de
individuos con antibioticoterapia de uso prolongado en individuos con riesgo de Endocarditis bacteriana, se reporta
de manera importante resistencia a amoxicilina en un 6.6%, dato que resulta ser relevante porque SVG rara vez
presenta resistencia aderivados de peniciling, y si bien el reporte numéricamente es bajo, plantea la posibilidad

que pordiseminacion y transferencia de genes, esta resistencia aumente en unos afios’

Por otro lado, Efa considerado un importante patégeno nosocomial, empieza a adquirir gran importanciaa nivel oral,
pues este microorganismo cada vez presenta un IMR mas elevado, y esto se debe a la facilidad que tiene en adquirir nuevos
genes de resistencia a diferentes antibidticos. A nivel odontoldgico, se reportacomo el principal patdgeno en las
infecciones endoddnticas persistentes. Un estudio de Seguel y colaboradores, 2020 reporté resistencia a

Amoxacilina, Ampicilina, Eritromicina, Metronidazol y cada resistencia se asocia a un fenotipo molecular establecido

por PFGE (Electroforesis de campo pulsado).36 Al'igual que varios investigadores, Seguel y colaboradores enfatizan en
la importancia de Efa en las infecciones endoddnticas recurrentes ya que esta especie de microorganismo tiene una
facilidad para obtener genes de resistencia, y virulencia, y destaca el hecho que a la fecha Efa es un indicador de

contaminacion orofecal, caracteristicas que lo colocan como un microorganismo que se puede convertir a nivel

odontoldgico, en un problema de salud pt]blica36
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OBJETIVO GENERAL

6.1. Identificar los fenotipos de resistencia presentes en cepas Staphylococcus aureus, Streptococcus viridans y
Enterococcus faecalis aislados de pacientes que acuden a consulta de endodoncia en el centro de investigaciones

odontoldgicas delaPontificia Universidad Javeriana durante los afios 2017-2020.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

7.1. Determinar la susceptibilidad antibidtica de los aislados de Staphylococcus aureus, Streptococcus viridans y

Enterococcus faecalis aislados de pacientes que acuden a consulta de endodoncia.

7.2. Establecer los fenotipos de resistencia presentes en los aislamientos de Staphylococcus aureus,
Streptococcus viridans y Enterococcus faecalis identificados en las muestras de pacientes que acuden a consulta de

endodoncia.

7.3. Evaluar el posible mecanismo de resistencia asociado a los antibidticos testeados en las cepas de
Staphylococcus aureus, Streptococcus viridans y Enterococcus faecalis aisladas en las muestras de pacientes que

acuden a consulta de endodoncia.

7.4. Determinar los indices de resistencia a los antibidticos (IRM) en las cepas que presentaron

resistencia a mas de un grupo de antibicticos.
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METODOLOGIA

8.1.Tipo de investigacion:

Estudio observacional, descriptivo, transversal de muestreo por conveniencia.

8.2.Aislamientos utilizados:
8.2.1. Muestras:

Para el trabajo se utilizaron aislamientos provenientes de muestras tomadas en trabajos previos, bajo los lineamientos

establecidos por Rivas y col.21 En los trabajos, se tomaron muestras de origen oral correspondientes a
hisopados por barrido de mejilla, paladar, lengua, surco yugal y encias, y muestras de origen endoddntico
tomadas directamente de conductos radiculares correspondientes a conos de gutaperchay limas K.
8.2.2.Poblacion universo:

Se utilizaron 180 aislamientos de CGP de pacientes que acudieron a consulta de Endodoncia durante los afios
2017-2020, provenientes de varios trabajos de investigacion.

8.2.3.Poblacion de estudio:
Se utilizaron cepas viables, puras que fueron confirmadas en su identificacion microbioldgica por un solométodo
estandarizado, descrito en los siguientes puntos. Se incluyeron 60 aislamientos de Efa, 60 aislamientos de
SVG, y 60 aislamientos de Sau.

8.2.4 Criterios de inclusion:

Pacientes mayores de edad, con autorizacion por consentimiento informado, que no estuviesen recibiendo
tratamiento antibidtico, pacientes referidos para tratamiento endoddntico, clinicamente sanos que no
presentaran patologfas sistémicas o subyacentes, y que se pudiese recuperar aislamientos viables y 100% puros.
8.2.5.Criterios de exclusion:

Se excluyeron de este estudio pacientes menores de edad, sin consentimiento informado, con algin grado de
discapacidad cognitiva o con antibioticoterapia en los Ultimos 3 meses, pacientes con infeccién sistémica o
subyacente, cepas contaminadas y no viables.

8.2.6.Aval ético investigacion:

El proyecto contd con la aprobacién del Comité de investigaciones de la facultad para el uso de los
aislamientos, los participantes dieron su consentimiento informado y no hay intereses de conflicto en la

ejecucion del proyecto.
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8.3.METODOLOGIA PARA CUMPLIMIENTO DEL PRIMER OBJETIVO

Para el primer objetivo se realizé la determinacion del perfil de susceptibilidad mediante panel MicroScanID 34.

8.3.1. Viabilidad y pureza de los aislamientos:

Los viales de estudios previos se encontraban congelados, y conservados en caldo Brain heart infusion (BHI)
glicerol 30%. Para el presente analisis, se descongelaron por 30 minutos a temperatura ambiente, seguidos de 10
minutos a 36-37°C bafio maria, homogenizacion por vortex durante 20 segundos. Una alicuota del homogenizado

se transfirio a 5ml de BHI liquido, el cual se incubd 24-48h a 37°C en Shaker orbital a 180 revoluciones por

minuto(rpm). A partir del medio liquido se realizaron aislamientos para cada uno de los géneros13 . Las muestras
se sembraron en medios altamente selectivos para cada uno de los microorganismos: CHROMagar™
Streptococcus base para SVG, CHROMagar ™ Staphylococcus para Sau y Agar Chromocult® Enterococcus para Efa,
e incubadas 24 horas a 379C, al 5% de C0O2 [14]. Colonias morfoldgicamente compatibles con cada uno de los

géneros fueron testeadas con Gram yutilizadas para la identificacidn bioquimica del género y especie mediante el

sistema MicroScanSystem dela casa Dade/MicroScan Pos ID PC34 (West Sacramento CA, EE. UU)33.
Para todos los ensayos que se escriben a continuacion, se utilizaron cepas control ATCC. En SVG se usd ATCC

25175, en Sau se utilizd ATCC 43300, ATCC 25923, y para Efa se usd ATCC 70802 y ATCC 29212.

8.3.2. Identificacién de Microorganismos y perfil de susceptibilidad antibiética — Sistema
MicroScan

Siguiendo la metodologia propuesta por la casa Dade/MicroScan para el panel Pos ID PC34, de cada unade las cajas,
se tomaron 3 colonias de la bacteria y se inocularon en una botella dilutora- PROMPT ™ hasta obtener una

concentracion de 1,5x108UFC/m| - Absorbancia 0,150. Obtenida la concentracion, la botella dilutora se coloco
sobre una bandeja estéril y de alli con una pipeta RENOK automatica se paso a un panel de 96 pozos que en las 4
primeras filas contiene 24 pozos con los sustratos para la identificacion bioquimica de la bacteria y en los otros 64
pozos contiene antibidticos a diferentes concentraciones para determinar los perfiles de resistencia. Las placas se

incubaron 24 horas para Sau y Efa, y 48 horas a 379C 5% CO2 para SVG.

La susceptibilidad antibidtica, se determind usando el set de pozos para antibidticos el cual contenia
Amoxicilina/clavuldnico 4/2 pg, ampicilina 2 a 8 ug, Ampicilina sulbactan 4/8 a 16/8ug, Cefoxitin 4 ug, Cefazolina 4
a 16 pg, Ciprofloxacina 1 a 2 g, Clindamicina 0.5 a 4 g, clindamicina inducible 4/0.5 pg, Daptomicina 0.5 a 4

ug, Eritromicina 0.5 a 4 pg, gentamicina 4 a 8 g, gentamicina synercid 500 ug, gentamicina 8 pg, Levofloxacin 1
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0 a4 g, Linezolid 1 a 4 pg, Moxifloxacina 0.5 a 4 ug, Nitrofurantoina 32 a 64 ug, Oxacilina 0.25 a 2 ug, Levofloxacin
4 ug, Linezolid 4 pg, Moxifloxacina 4 ug, Penicilina 0.03 a 8 g, Rifampicina 1 a 2 pg, Estreptomicina synercid 1000
lg, Synercid 1 a 2 g, Tetraciclina 4 a 8 ug, Trimetropin sulfa 0.5/9.5 a 2/38 ug, Vancomicina 0.25 a 16 pg. De
acuerdo con los lineamientos, el valorMIC correspondié al valor del Ultimo pozo de la serie de dilucion que no
presentd crecimiento visible y que llevado a los puntos de corte establecidos en las normas CLSI vigentes a la

fecha, catalogo dicho valor, ya sea en el rango de sensible, intermedio o resistente >,

8.3.3. Pruebas manuales confirmatorias para resistencia antibidtica
El panel ID 34 para CGP tiene la ventaja que incluye pruebas confirmatorias dentro de los pozos testeados. Para el caso

de meticilina incluye Oxacilina y Cefoxitin, y para el caso de MLS hay un pozo iCd que es para confirmar

clindamicina inducible?2-33. Dado que no se presentaron incongruencias entre los fenotipos y pozos
confirmatorios, no se requirio realizar pruebas manuales confirmatorias, y por eso, en las tablas de clasificacion

de fenotipos no se incluyeron fenotipos bordeline ni falsos positivos.

8.4.METODOLOGIA PARA CUMPLIMIENTO DEL SEGUNDO OBJETIVO

Para el segundo objetivo, el fenotipo de resistencia se dedujo de acuerdo con los lineamientos reportadospor Torres y

Cercenado, 201030 los cuales se especifican en las siguientes tablas.

8.4.1. Fenotipos de resistencia antibidtica
Si bien el trabajo contemplaba tabular todos los fenotipos de resistencia para los antibidticos testeados, estos
dependian de los resultados obtenidos. Para este trabajo solo se presentan los lineamientos para establecer
fenotipos solo de aquellos antibi6ticos que resultaron resistentes en el presente trabajo o que podian ser
deducidos por el resultado del antibiograma y son:

8.4.1.1. Para B-lactdmicos: fenotipos BLAC y MR

84.1.2. Para MLS: fenotipos: M+, L+, S+, MS+, LS+, M+L+5+

8.4.1.3. Para aminoglucdsidos: GeR, AminR
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Tabla 2.Fenotipos de resistencia para CGP a nivel de B-lactamicos

Fenotip | B-lactdmicos | B-lactamicos | B-lactamicos | Cefalospo | Prueba Mecanismo Gen
0 12 generacion | 12 28 rina confirmatori asociado
(Penicilina g generacién | generacion | +Inhibido | a
+Inhibidor | (Cefalospori | r (Cefoxitin
na) u Oxacilina)
WT* S S 100% sensible No aplica
BLAC** S S Penicilinasa BLA
MR *** R R Cambio PBP Aplica | MecA
principalmentepara
Staphylococcus

Fenotipos de resistencia por Torres y Cercenado, 2010, modificados Cortes 2022. Se incluyen solo los fenotipos encontrados en el estudio y deducidos de acuerdo con el reporte de antibiograma.

*WT Wild Type o fenotipo salvaje; **BLAC: productores de betalactamasas ***MR: Meticilino-resistente, S: Sensible, R: Resistente

Tabla 3. Fenotipos de resistencia para CGP a nivel de resistencia de MLS

Fenotip Eritromicin | Clindamicin | Estreptogramina | Mecanismo Gen asociado

o) a a S

WT S S S 100% sensible No aplica

M+ R S S Bomba eflujo de Gen mefGen erm
expulsion Mutacidn
ribosomal

L+ S R S Enzima O- | Genlnu
nucleotidiltransferasa 4-
lincosamida

S+ S S R Bomba eflujo de Plasmido Sb.
expulsion

MSB. R S R Bomba eflujo de Gen msrA
expulsion

LS+ S R R Bomba de expulsion + | Gen mefGen Inu
Enzima 0
nucleotidiltransferasa 4-
lincosamida

iMLSB R S R Mutacion ribosomal Gen erm

cMLSB R R Mutacion  ribosomal o | Gen erm Gen Inu
Bomba de expulsion + | +Gen
Enzima 0- | mef
nucleotidiltransferasa 4-
lincosamida

Fenotipos de resistencia por Torres y Cercenado, 2010, modificados Cortes 2022. Se incluyen solo los fenotipos deducidos de acuerdo con el reporte de antibiograma. MLS Macrélidos,

Lincosamidas, Streptograminas. *M+: Resistencia a Macrdlidos; *L+: Resistencia a Lincosamidas *S+: Resistencia a Estreptograminas B *MSB: Resistencia a Macrdlidos-Estreptograminas b * [S+:

Resistencia a Lincosamida - Estreptogramina b ¥iMLSb: Resistencia inducible a MLS *cMLSb: Resistencia constitutiva a MLS *S: sensible *R: Resistente
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Tabla 4. Fenotipos de resistencia para CGP a nivel de resistencia de aminoglucdsidos

Fenotipo Gentamicina Kanamicina [Tobramicina  [Otro aminoglucésido Gen
testeado involucrado

GeR R S S S Ger

AminR R R R R Ger, AminR

WT S S S S WT

*GeR: Gentamicina resistente *AminR: Aminoglucosido-resistente *WT Wild Type o fenotipo salvaje

8.5.METODOLOGIA PARA CUMPLIMIENTO DEL TERCER OBJETIVO

8.5.1. Mecanismo de resistencia

Una vez determinada la resistencia a los antibidticos y el fenotipo de resistencia, se evalud el posible mecanismo

de resistencia asociado al antibidtico reportado. Para tal fin, aquellas muestras positivas para resistencia, se extrajo ADN

y se determind la presencia de los genes de resistencia antibidtica mediante PCR con primers especificos para

cada uno de ellos. Los productos de amplificacion se visualizaron en geles de agarosa al 1% en soluciéon TBE 1X

— Syber Green, y analizados en foto documentador (ChemiDocTM MP Imaghing System BioRad Laboratories

Inc).

8.5.2. Extraccion de ADN

Una alicuota del concentrado empleado en la identificacion bioguimica, fue utilizado para extraer el ADNde cada

uno de los microorganismos y de las cepas control ATCC, siguiendo el protocolo del Kit de la casa comercial

DNeasy Blood & Tissue 69504 (Qiagen, Santa Clarita, California). Brevemente, la alicuota que contenia

2x109bact/ul (Absorbancia 0,200) se centrifugd por 10min 500g v el pellet obtenido se suspendié en 180 pl de

buffer de lisis e incubd 30 min a 379C. Para completar lisis se adiciond 25 pl de proteinas Ky 200 pl de buffer de

extraccion e incubado 562C por 30 min. El paso de extraccion se inicidcon 200 pl de etanol 96-100% y se mezcld

por vortex. Para el siguiente paso de ligacidn, el lisado se cargd en una columna de centrifugacion DNeasy Mini, se

centrifugd a 6000 g por 1 min. Para desprenderel ADN de la columna, se adicionaron 500 Bl de buffer de lavado,

centrifugado 6000 g por 1 min vy se descarto filtrado. Para el paso final de elusidn, en un nuevo eppendorf se

adicionaron 200 pl en agua destilada estéril QP, incubado 1 min a temperatura ambiente, se centrifugé 1

min a 6000 g. La concentracion de ADN obtenido se determind espectrofotométricamente a 260/280nm

(Nanodrop 2000; thermo Scientific, Wilmintong, DE, USA). Solo se usaron muestras que mostraran una

relacion ADN/Proteina cercanaa 1.7 £0.3.
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8.5.3.PCR para genes de resistencia a antibidticos

De acuerdo con los resultados obtenidos, solo se buscaron los genes de resistencia asociados a los
antibioticos que se reportaron como resistentes en el antibiograma, como fueron los genes BLaZ para elfenotipo
BLAC, el gen MecA para el fenotipo MR, los genes Inu, msrA, erm para el fenotipo MLS y el genaac6'aph2”'para
aminoglucosidos.

Para el fenotipo BLAC-gen BlaZ, en los 3 microorganismos se utilizd la metodologia de Martinson vy col, 2017

utilizando los primer Forward CAAAGATGATATAGTTGCTTATTCTC y Reverse TGCTTGACCACTTTTATCAGC

que dan un producto de 421pb37
Para el fenotipo MR-gen MecA observado solo en Sau se siguid la metodologia de McClure y col 2017, donde se

obtuvo un amplificado de 310pb utilizando los primers Forward GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA vy
Reverse CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA 37

Para el fenotipo MLS en los 3 microorganismos, se siguid la metodologia de Lina y col, 1999 25 donde para un
producto de 310pb del gen Inu se usaron los primers Forward GGTGGCTGGGGGGTAGATGTATTAACTGG v
Reverse GCTTCTTTTGAAATACATGGTATTTTTCGATC,

Los genes erm no fueron detectados, dado que los resultados de antibiograma no sugerian la presencia de
metilasas en las cepas aisladas.

Para aminoglucdsidos en los 3 microorganismos se siguid la metodologia propuesta por Behnood y col, 2013
obteniendose un producto de 363pb con los primer Forward CCAAGAGCAATAAGGGCATA y reverse
CACTATCATAACCACTACCG.

Realizadas las PCR, los productos de amplificacion fueron visualizados en geles de agarosa al 1% en solucion TBE

1X = Syber Green, y analizados en foto documentador (ChemiDocW| MP Imaghing System BioRad Laboratories

Inc.).

8.6.METODOLOGIA PARA CUMPLIMIENTO DEL CUARTO OBJETIVO
8.6.1. indice de multiresistencia

Para evaluar el grado de resistencia a los antibidticos, se siguid la metodologia propuesta por Cataldo v

colaboradores, 2014 26 on 1a cual se calculd un indice expresado en porcentaje. Sobre el nimero total de
microorganismos analizados, se determind el porcentaje de cepas sensibles, y cepas resistentes, y dentrode las

resistentes se determind cuantas eran sensibles a 1 o mas antibioticos.
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De acuerdo con la metodologia empleada para cumplir con cada uno de los objetivos planteados, se obtuvieron los

siguientes resultados:

8.8.RESULTADOS PRIMER OBJETIVO

El aislamiento y recuperacion de las cepas permitié obtener datos que le dan validez al estudio, pues seencontré un

100% de concordancia entre los métodos utilizados para las cepas conservadas en glicerol respecto al método

unificado utilizado para la identificacion como es el MicroScan System, obteniéndoselos siguientes datos:

Tabla 5. Numero de microorganismos identificados y porcentaje de Identidad del MicroScan System

Microorganismo  [NUmero deaislamientos  |Viabilidad y pureza del (Concordancia con el método empleado en
identificado Recuperados aislamiento otros proyectos
Sau 60 100% 100% Métodos manuales
MicroScan ID 33
SVG 60 100% API®/ID32, BBL™
Crystal™ Identification Systems Rapid Gram-
Positive ID Kit,
Ffa 60 100% MALDI TOF y MicroScan
ID 33

*La viabilidad y pureza fue evaluada mediante tinciones y cultivos selectivos; la concordancia analiza mediante Excel simple.

8.8.1. Perfil de susceptibilidad antibidtica — Sistema MicroScan

Las pruebas de MicroScan System ID 34 permitieron observar los siguientes resultados de resistencia encada uno

de los microorganismos:

8.8.2. Resistencia en SVG

Los SVG presentaron 100% (60 aislamientos) de sensibilidad a todos los antibidticos utilizados, excepto el 3.33%

(2 aislamientos) que presentaron resistencia a Eritromicina. Las MIC mostraron un valor bajo tanto en los

antibidticos sensibles, como en los 2 resultados resistentes. La tabla 6 muestra los antibidticos regularmente

utilizados en Odontologia y que a la vez son marcadores que sirven para la determinaciénde los fenotipos de

resistencia.
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Tabla 6. Perfil de susceptibilidad antibidtica de SVG aislados de pacientes que acuden a tratamiento endoddntico, n=60

Grupo Antibidtico % % Resistencia MIC para
Sensibilid Resistencia
ad

B-lactamicos Ampicilina 100 0

Ampicilina Sulbactam 100 0
Amoxicilina Clavuldnico 100 0
Cefazolina 100 0
Oxacilina 100 0
Penicilina 100 0

M (Macrdlidos) Clindamicina 100 0

(Lincosamidas) Eritromicina 96.7%  ]3.33% >4.0 ug/ml

S (Streptograminas) -

Synercid 100 0

Aminoglucdsidos Gentamicina 100 0

Gentamicina de alta Carga 100 0
Streptomicina de alta Carga 100 0

8.8.3. Resistencia en Sau

Los Sau presentaron a nivel de B-lactdmicos resistencia caracteristica de la especie, donde el 100% (60

aislamientos) fue resistente al antibidtico de grupo de la primera generacidn como Penicilina, Amoxicilina, y un 40%

(24 aislamientos) de ellos presentd resistencia simultanea al inhibidor (Sulbactam o Acido clavuldnico),

cefalosporina y oxacilina. A nivel de macrdlidos se pudo observar que el 26.6% (16 aislamientos) presentaron

algun tipo de resistencia MLS, siendo el 23.3% (14 aislamientos) resistentes aeritromicina, 13.33% (8 aislamientos)

a Clindamicina, los cuales incluian 6 aislamientos resistentes simultaneamente a los dos antibidticos. A nivel de

aminoglucdsidos un 6.66% (4 aislamientos) presentdresistencia a gentamicina. La tabla 7 muestra los resultados

obtenidos para Sau.

Tabla 7. Perfil de susceptibilidad antibidtica de Sau aislados de pacientes que acuden a tratamiento endoddntico, n=60

Grupo Antibidtico % Sensibilidad % Resistencia MIC para Resistencia

B-lactamicos Ampicilina 0 100 >8.0 ug/ml
Ampicilina Sulbactam 60 40 >8/4 g/ml
Amoxicilina Clavuldnico 60 40 >4/2 ug/ml
Cefazolina 60 40 >8.0 ug/ml
Oxacilina 60 40 >2.0 pg/ml
Penicilina 0 100 >8.0 ug/ml
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M (Macrolidos) Clindamicina 86.6 13.3 >4.0 pg/ml
(Lincosamidas) Eritromicina 76.6 23.3 >4.0 pg/ml
S (Streptograminas) Synercid 100 0

Gentamicina 93.34 6.66 >8.0 ug/ml
Aminoglucdsidos Gentamicina de alta carga 100 0

Streptomicina de alta 100 0

carga

8.8.4. Resistencia en Efa

Antibidticos como Penicilinas, Oxacilina, Eritromicina y Clindamicina fueron suprimidos de la tabla de resultados,

debido a que Efa presenta resistencia intrinseca estos antibioticos, y los inhibidores se quitaron debido a la baja

afinidad por PBPs lo cual arrojaria un resultado 100% resistente. La tabla 8 muestra los antibiticos analizados con

los resultados encontrados que muestran una resistencia entre el 10-15% paraAmpicilina y aminoglucdsidos.

Tabla 8. Perfil de susceptibilidad antibidtica de Efa aislados de pacientes que acuden a tratamiento endoddntico, n=60.

Grupo Antibidtico % Sensibilidad % Resistencia MIC para
Resistencia
Ampicilina 90 10 >8.0 ug/ml
B-lactdmicos Cefazolina 100 0
Gentamicina 90 10 >8.0 ug/ml
Aminoglucdsidos Gentamicina de alta 90 10 >500 ug/ml
carga
Streptomicina de alta 35 15 >1000 pg/ml
carga

8.9.RESULTADOS SEGUNDO OBJETIVO

8.9.1. Fenotipos de resistencia antibidtica

De acuerdo con la metodologia propuesta por Torres y cercenado, 2010, y descrita en las tablas 6, 7 y 8, se

determinaron los fenotipos de resistencia para B-lactdmicos, MLS y aminoglucdsidos en cada uno de los

microorganismos. Los 3 microorganismos presentan patrones de resistencia, siendo mayores en Sauque en los

otros microorganismos. Los resultados obtenidos se ilustran en la figura 1.

En Sau el fenotipo predominante fue MR (Resistencia a penicilina, cefalosporina e inhibidores) con un 40%
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seguido del fenotipo L (Clindamicina) en 23%, y GenR (Aminoglucdsido/Gentamicina) en 6,66%
En SVG la mayoria de las cepas son sensibles 96.7% mds hay un 3.33% de resistencia M+

(Macrdlido/Eritromicina).

En Efa se presenta un 10% BLAC (Resistente a Penicilina) y una marcada resistencia a aminoglucésidos 10%

&n gentamicina, 10% gentamicina de alta carga, y 15% Streptomicina dealta carga.

100
90
80
70
60

50

% Resistencia

40

30

20

10

Efa

MLS+

GenR
STHR GSHR

WT BLAC MR M+ L+ S+ MLS+ GenR STHR GSHR
ESGV 96,7 0 0 3,33 0 0 0 0 0 0

H Sau 0 60 40 13,3 23,3 0 0 6,66 0 0
H Efa 90 10 0 0 0 0 0 10 10 15

Figura 1. Fenotipos de resistencia en CGP de origen bucal y endodéntico. La figura muestra los fenotipos predominantesen cada uno de los
microorganismos. WT Wild Type, BLAC productor de B-lactamasas, MR Meticilino resistente, M+ Macrlido resistente, L+ Lincosamida resistente, S+ Streptogramina

resistente, Gen R Gentamicina resistente, STH R Streptomicina alta carga resistente y GSH gentamicina alta carga resistente.
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8.10. RESULTADOS TERCER OBJETIVO
Mecanismo de resistencia
Efectuadas las PCR con primer especifico para cada uno de los aislamientos se obtuvieron los resultadosque ilustra

latabla9,10,11.

8.10.1. Mecanismo de resistencia en B-lactdmicos

Para analisis de B-lactamicos, no se incluyeron los SVG porque el 100% de ellos era sensible para los antibidticos
de este grupo. Los resultados ilustrados en la tabla 12 mostraron:

Las bacterias del fenotipo BLAC, estan asociadas a la produccion de enzimas tipo pB-lactamasas, las cuales son
codificadas por genes como el BlaZ, las cuales le confieren resistencia a Penicilina, Amoxicilina y Ampicilina, pero
sensibilidad a inhibidores Con los resultados anteriores el 60% (36 casos) de Sau y 10%(6 casos) de Efa tenian el
fenotipo BLAC. Efectuada la PCR BlaZ a estos casos, se encontrd que el 100% de los Sau tenian el gen BlaZ y el 50%
de los Efa tenian el gen.

Dado que solo 3 de los 6 casos de Efa tenian el gen BlaZ, el otro mecanismo posible en este género y especie es la

baja afinidad del antibidtico por las PBP, y a la fecha no hay prueba molecular para evaluar dicha afinidad.

Tabla 9. Mecanismo de resistencia asociado a B-lactamicos, n=120

Fenotipo Fenotipo BLAC Fenotipo MR
Microorganismo % aislamientos Presencia Gen BlaZ % aislamientos Presencia Gen
MecA

SGV 0 0 0 0

Sau 60% (36 60% (36 140% (24 40% (24
aislamientos) aislamientos) aislamientos) aislamientos)

Efa 10% (6 5% (3 aislamientos) 0 0
aislamientos)

8.10.2. Mecanismo de resistencia en Macrdlidos (M) Lincosamidas (L) Streptograminas (S)
Las bacterias del fenotipo MLS, estan asociadas diferentes mecanismos de resistencia planteados en latabla 6.
Para el andlisis no se tuvo presente a Efo, dado la caracteristica de resistencia intrinseca que tienen estos
microorganismos hacia estos antibidticos. Se analizé la resistencia que en este grupo presentabanel 3.33% (2
aislamientos) de SVG y el 23.3% (14 aislamientos) de los Sau.

Bajo el contexto tedrico enunciado en este trabajo en paginas anteriores, se montaron PCRs para los genes
asociados a la resistencia de los antibioticos que conforman los MLS donde los resultados mostraron

resistencia a Macraolidos asociado al gen Mef A — Fenotipo M+, y resistencia a clindamicina asociada al gen Inu,

Fenotipos de resistencia antimicrobiana en cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus grupo viridans y Enterococcus faecalis aislados de pacientes que
acudieron a consulta endodoncia en el centro de investigaciones odontolégicas afio 2017-2020



Paginal32

fenotipo L+. Dado que no se presentaron resistencia a Streptograminas o resistencia a los tres antibidticos del
grupo, no fue necesario detectar los genes emr relacionados a esta resistenciaque corresponde a la accion de
metilasas.
Los resultados mostraron que en SVG el 3.33% (2 aislamientos) M+ presentaban el gen Mef que le confiere
resistencia a Eritromicina.
A nivel de Sau, el 23.3% (14 aislamientos) clasificados como M+, 13.3% (8 aislamientos) L+ presentaron el gen Inu, y

10% (6 aislamientos) fenotipo M+L+ presentaron los dos genes MefA e Inu.

Tabla 10. Mecanismo de resistencia asociado a MLS, n=120

Fenotipo Fenotipo M+ Fenotipo L+ Fenotipo M+ L+
Microorganismo % Presencia  Gen % Presencia Gen % Presencia Gen
aislamientos  [MefA aislamientos  [nu aislamientos  MefAe
Inu
SGV 3.33% (2 3.33% (2 0 0 0 0
aislamientos) [aislamientos)
Sau 23.3% (14 23.3% (14 13.3% (8 13.3% (8 10% (6 10% (6
aislamientos) [aislamientos) faislamientos) [aislamientos) [aislamientos) [aislamientos)
Ffa No aplica No aplica No aplica No aplica No aplica No aplica

8.10.3. Mecanismo de resistencia en Aminoglucdsidos

A nivel de SVG no se incluyeron en el andlisis dado que presentaron un 100% de sensibilidad.A nivel de Sau el
6.6% (4 aislamientos) presentaron resistencia a gentamicina, fenotipo GenR

A nivel de Efa el 10% (6 aislamientos) presentaron resistencia a gentamicina-genotipo GenR, el 10% (6
aislamientos) a gentamicina de alta carga — Genotipo GSH R, el 15% (9 aislamientos) presentaron resistencia
a estreptomicina de alta carga- Genotipo STH R. De esos aislamientos, 6 (10%) presentaron resistencia
simultdnea a los 3 aminoglucosidos. El principal gen asociado a la resistencia de aminoglucdsidos es el gen
aac6'aph?, el cual fue analizada su presencia en estos aislamientos, encontrandose que era positivo en las cepas
de Efa que presentaron simultdneamente resistencia a los 3 antibidticos y en las cepas de Sau Gen R. Los
resultados no permitieron dilucidar cual es el posiblemecanismo de resistencia de 3 aislamientos de Efa, pues
hay por lo menos unas 10 enzimas adicionalesasociadas, costo que no se pudo asumir en el trabajo. La tabla 16

ilustra los resultados
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Tabla 11. Mecanismo de resistencia asociados a aminoglucésidos, n=120

Paginal33

Fenotipo GenR GSHR STH R

Microorganismo % Presencia  Gen % PresenciaGen % PresenciaGen
aislamientos [aac6'aph? aislamientos [aac6'aph2 aislamientos  @ac6'aph2

SGV No aplica No aplica No aplica No aplica No aplica No aplica

Sau 6.6% (4 6.6% (4 0 0 0 0
aislamientos) fislamientos)

Ffa 10% (6 10% (6 10% (6 10% (6 15% (9 0
aislamientos) jislamientos) [aislamientos) islamientos) [aislamientos)

RESULTADOS CUARTO OBIJETIVO

8.11.1. indice de Multiresistencia

Determinados los fenotipos de resistencia y mecanismo asociado, se siguié la metodologia propuesta porCataldo y

colaboradores 2014 para microorganismos en cavidad oral, mirando que microorganismos presentaban resistencia

a mas de un antibidtico. Los resultados mostraron que existen 8 tipos de patrones agrupados de acuerdo con el

nuimero de antibidticos resistentes. Las frecuencias relativas se presentan en la tabla 15 figura 3, mostrando que

el microorganismo que presenta IMR mas elevados es Sau con 9 antibidticos que pertenecen a 3 grupos

diferentes, y el que menos presenta es SVG con un antibidtico. Debe destacarse que estos microorganismos

aislados de individuos aparentemente sanos presentan una elevada carga bacteriana acompafiada de genes de

resistencia a antibioticos.

acudieron a consulta endodoncia en el centro de investigaciones odontolégicas afio 2017-2020
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Tabla 12. indice de multidrogo resistencia encontrado en los aislamientos provenientes de cavidad oral yendoddntica para
S.aureus, E, faecalis y S. viridans. n=180

Patrén de Microorganismo
resistencia

Numero de
antibidticos
resistentes

Antibidticos resistentes

Numero
aislamientos

% relativo delMR

SVG

1

Eritromicina

2,898550725

Ffa

Ampicilina

4,347826087

Sau

No

Ampicilina, Penicilina

34

49,27536232

O™ =] >

Sau

w

Ampicilina/penicilina/Garami
cina

No

2,898550725

Gentamicina, Gentamicina vy
Streptomicina de alta carga

4,347826087

D Efa

Ampicilina, Gentamicina,
Gentamicina y streptomicina de
alta carga.

4,347826087

E Sau

Ampicilina,
Ampicilina/sulbactam,  Amoxal
clavuldnico, Cefoxitin, Oxacilina,
penicilina

11,5942029

F Sau

Ampicilina,
Ampicilina/sulbactam,  Amoxal
clavuldnico, Cefoxitin, Oxacilina,

penicilina, Eritromicina

8,695652174

G Sau

Ampicilina,
Ampicilina/sulbactam, Amoxal
clavuldnico, Cefoxitin, Oxacilina,
penicilina, Clindamicina,

Eritromicina

8,695652174

H Sau

Ampicilina,
Ampicilina/sulbactam, Amoxal
clavuldnico, Cefoxitin, Oxacilina,
penicilina, Clindamicina,

Eritromicina, Gentamicina

2,898550725

Total

69

100
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9. DISCUSION
El proyecto del microbioma humano oral es el pilar para entender como es la interaccion entre todo losmicroorgansimos y

el huésped, y por ello la presencia de cepas con fenotipos de multirresistencia como Sau, SVG, y Efa tienen gran

importancia en salud oralb 10 Las infecciones odontoldgicas por microorganismos resistentes constituyen una
alarma epidemioldgica en que se debe controlar la propagacion de bacterias con fenotipos de multiresistencia. Uno
de los fines mas importantes de la investigacion fue conocer la presencia de microorganismos con fenotipos de
multiresistencia, mediante la determinacion de perfiles de susceptibilidad antibidtica, pruebas moleculares e indices

de multiresistencia.

El estudio permitio observar la presencia de estos 3 microorganismo en los pacientes que acudieron a consulta endoddntica
siendo Sau el de mayor presencia en los 4 puntos de muestreo, lo que representa una colonizacidn de un 75% de los puntos
analizados, seguido de SVG también estd en 3 de los 4 puntos indicando también un 75% de colonizacidn y finalmente Efa

solo estd en 2 de 4 puntos, representado el50 % de colonizacidn.

Un porcentaje similar en cuanto a la presencia microbiana se mostré en el estudio realizado por Pineda et al, en el afio 2020, dando
como resultado que del total de las muestras tomadas y analizadas, el 67,7% de la poblacion de estudio contaron con la presencia
de Sau, lo cual se encuentra fuertemente relacionado con la presencia de sintomas asociados a enfermedades respiratorias durante

los dltimos tres meses, adicional se evidencié de manera predominante en los hombres. *,

De la misma manera, el trabajo
desarrollado por Mbili — Rocaro et al, en el 2017, referente a la identificacion de Sau en bolsas periodontales de pacientes en un
centro odontoldgico, dieron como resultado la predominancia de la cepa en los adultos mayores en un porcentaje de 67,8%, dentro

de los 16 aislamientos obtenidos en 50 pacientes. *.

SVG, es un microorganismo habitual de la cavidad oral, previniendo la colonizacion de microorganismos patdgenos, sin embargo,
posee Una caracteristica de ser oportunista, que ante diversos mecanismos de fijacion puede colonizar los dientes y las vélvulas del
corazon. A nivel odontoldgico, ciertos procedimientos les facilitan ingresar al torrente sanguineo y generar enfermedades,
primordialmente la endocarditis. “. Por lo anterior es posible identificar la presencia de este microorganismo en el presente
estudio, ante su constante presencia habitual en el ambiente bucal de la poblacion analizada. El trabajo realizado por Alfaro en el
afio 2015, referente a la identificacion de SVG en infantes de 6 a 24 meses, corrobora lo presentado en este estudio, ante la
presencia de este microorganismo como habitante usual en la boca, arrojando como resultado la presencia de SVG en el 37.8% de
las muestras analizadas. **. Sin embargo, son datos muy menores a los obtenidos en este proyecto el cual correspondié al 75% de

colonizacion en los puntos de muestreo.

Fenotipos de resistencia antimicrobiana en cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus grupo viridans y Enterococcus faecalis aislados de pacientes que
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En referencia a Efa, se encuentra fuertemente asociado a infecciones nosocomiales en la cavidad oral, a pesar de encontrarse
habitualmente en el tracto gastrointestinal, su presencia en los sistemas de conducto radiculares en los dientes ante una posible
mala manipulacion de los equipos en el tratamiento endoddntico es comun, por lo anterior, y acorde a los resultados obtenidos en

este trabajo, la presencia de Efa es posible en los puntos de muestreo analizados. Tal como sucedié en el estudio desarrollado por

Carrero en el 2015, quienes buscaron identificar la presencia de Efa en pacientes que acuden a la consulta odontoldgica, mostraron
resultados de una baja frecuencia del microrganismo en la mucosa oral correspondiente al 5%, es decir, de 200 pacientes, se aislo

en 10 sujetos, principalmente ante la presencia de protesis removibles. *.

Este estudio mostro la presencia de estos 3 microorganismos en la boca ya que, con resultado similares en el estudio del
microbioma humano por Moreno del Castillo y colaboradores del afio 2018, los cuales después de poder identificar los

1

geéneros y especies que puede tener los seres humanos.* Teniendo en cuenta esos estudios el microbioma humano estd

compuesto de muchos microorganismos que en estostiempos se consideran patdgenos oportunistas como los Sau, Efa y SVG.

Estudios realizados por Quintanay colaboradores en el afio 201710 donde muestra que los géneros con mayor prevalencia
de los genero Streptococcus, Staphylococcus y Enterococcus. Lo que se puede comparar con los resultados dados eneste
estudio, ya que en el proceso de aislamiento para obtener las cepas estos géneros estuvieron presentes con un

porcentaje mayor.

En esta investigacion se puede evidenciar que Sau presentd un elevado patron de resistencia, a B-lactamicos, Macrolidos,
Aminoglucosidos, entre otros.17 Estos patrones de resistencia se vienen observando de afios atras como lo describe en

el estudio de Russomando 6para las cepas de Sau, la cualreporto que el 94.6% de los aislamientos generan resistencia al

menos a uno de los antibidticos sometidos a la investigacion, y de estas el 10.8% son cepas con multiresistencia de las cuales

son resistentes a meticilina, esto gracias a que las cepas presentan el gen mech.2

Como resultado que obtenidos en esta investigacion para Sau se ve que la cepas que presentan un multiresistencia han
tenido un aumento significativo, para los fenotipo de multiresistencia (WT Wild Type, BLAC productor de B-lactamasas,
MR Meticilino resistente, M+ Macrdlido resistente, L+ Lincosamida resistente, S+ Streptogramina resistente, Gen R
Gentamicina resistente, STHR Streptomicina alta carga resistente y GSH gentamicina alta carga resistente) en comparacion a
demasinvestigaciones se ve que uno de los fenotipos de multiresistencia ha aumentado, en los estudios de Russomando
reportan que para el antibidtico meticilina solo el 10.8% de las cepas estudiadas tenian esta respuesta, en comparacion a los

resultados obtenidos el cual da un 40% de las cepas con efecto de resistencia a este antibidtico, adicionalmente Sau es la

Fenotipos de resistencia antimicrobiana en cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus grupo viridans y Enterococcus faecalis aislados de pacientes que
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bacteria que presenta porcentajes elevados en resistencias, WT: 0%, BLAC: 60%, MR: 40%, M+: 23.3%, L+: O, S+: 0, MLS+:
6.66, GenR: 0, STHR: 0,GHR: 0.

En el estudio se encontrd que el porcentaje de resistencia de Sau a la penicilina es del 60%, en comparacion al estudio de

Raneroy colaboradores?3 2011, se ve que el porcentaje de resistencia a disminuido un poco mas del 30% ya que reporta un

90% de resistencia de las cepas a la penicilina, esto puede ser que los genes de resistencia han mutado al punto de

presentar resistencia a antibidticos mas potentes, también el estudio mostro la presencia del gen BlaZ. 23 Ranero también
define la resistencia a la meticilina, el cual en menciona que en la década de los 60 en Inglaterra se reporta por primera vez
la resistencia de Sau ala meticilina dado como nombre SAMR (Staphylococcus aureus Meticilino resistente), esto le da
laresistencia no solo a la meticilina si no a los demas antibidticos de menor eficacia como dicloxacilina, genes especificos
para la resistencia a cual es adquirida por el gen mecA, el cual es el encargado de codificar cefalosporinas de 1° y 2°
carbapenémicos, entre otros antibidticos tengan el efecto esperado parta el control y/o la eliminacion de las cepas
resistentes. Esto efectos se debe a que estas cepas adquirieron losla PBP2a y el gen mecA el cual se encuentra localizado en
un isla de gendmica movil llamada Cassette Cromosomico Staphylococcico mec o (SCCmec), esta Ultima proteina es una

proteina de unidn la cual se ve afecta el punto de union con el punto de unién del antibidtico. 24

Pineda et al, (2020), identificd en su estudio que la resistencia de Sau a varios antibidticos muestra una mayor proporcion de
resistencia a cefoxitin, un 25% los hombres y 75% en muijeres, oxacilina 3,33% en el género masculino y 75% de eritromicina para el
género femenino. . Lo anterior es superior a los valores obtenidos en este estudio, puesto que los porcentajes de resistencia
fueron inferiores, primordialmente la eritromicina que solo representé un 23.3% y en cuanto a la oxacilina los valores analizados

fueron superiores, al tener una inhibicion de 40%.

Mobili identificd una resistencia de Sau de 35% a la oxacilina y a cefoxitin, 30% a la clindamicina y eritromicina, un 10% a
ciprofloxacina, adicionalmente que son meticilino resistentes.®® Al comparar estos datos con el presente proyecto, se encuentran
valores similares, principalmente para el caso de la oxacilina y cefoxitin, al ser una cefalosporina, con una diferencia porcentual de
5%. En cuanto a la eritromicina la diferencia en representativa al ser mas del 50% el incremento de la resistencia en este caso. La

clindamicina los valores de resistencia son muy similares en los dos estudios.

El segundo microorganismo que se analizd en el estudio para evaluar su resistencia fue Efa, el cual en las Ultimas décadas ha
tomado una importancia en infecciones endoddnticas persistentes. Este microorganismo muestra un porcentaje de

resistencia no mayor al 15 % de las frente a los antibidticos del grupo de los B-lactdmicos presentado un 10% de

Fenotipos de resistencia antimicrobiana en cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus grupo viridans y Enterococcus faecalis aislados de pacientes que
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resistencia a la cefazolina y tambien presentaresistencia a los antibidticos del grupo aminoglucdsidos con un 10% a las
gentamicinas y a la gentamicinade alta carga y un 15% frente a Streptomicina de alta carga. En estudios realizado por
Seguel y colaboradores, las cepas evaluadas en el estudio tienen una resistencia a los antibidticos como tetraciclina con un
46.15%, un 30.77% a eritromicina y un 100% de resistencia a metronidazol. En el estudio realizado, Efa presento porcentajes
bajos en resistencias, WT: 90%%, BLAC: 10%, MR: 0%, M+: 3.33%, L+: 0%,S+: 0%, MLS+: 0%, GenR: 10%, STHR: 10%, GHR:
15%. Estos resultados dan a entender que los genes resistencia presentes en estas cepas son BLA, GenR, ermB, son los que
codifican para la resistencia de estos microorganismos. Carrero refleja en su estudio datos similares en cuanto al proceso
de resistencia de los antibidticos el cual manejo el mismo método de MicroScanSystem de Dade Behring Inc, PC34,

identificando resistencia de algunas cepas a la minociclina y la sensibilidad a todos los antibidticos contenidos en el panel. #

Por Ultimo, grupo que se analizd en el estudio fue a SVG, el cual no muestra un alto porcentaje deresistencia a los
antibidticos en comparacion de Sau, en el estudio SVG solo reporta el 3.33% de las cepas resistentes a los macrélidos. En
estudios realizados por Sanchez y colaboradores muestran como Streptococcus mutans presenta resistencia a la amoxicilina
donde se muestra que de 200 individuos el 5.5% los cuales dan como positivo para portadores de cepas resistentes a
amoxicilina. En otro estudio realizado por Portillo muestra que SVG tiene resistencia a los antibidticos del grupo de los

macrolidos muestra que los genes que se encargan de la codificacion de las enzimas que dan la resistencia son el ermA,

ermB, mefA,7 de igual forma en la investigacion dando como resultado la resistencia a los macrélidos comose ve enla
tabla No 10. Esto puede indicar que los antibidticos que se usan son eficaces, pero han empezado a adquirir una resistencia
significativa para la salud publica que en un futuro puedegenerar grandes problemas de control de estas cepas resistentes.
Adicionalmente SVG presenta porcentajes muy bajos en resistencias, WT: 96.7%%, BLAC: 0%, MR: 0%, M+: 3.33%, L+: 0%, S+
0%, MLS+: 0%, GenR: 0%, STHR: 0%, GHR: 0%.

El trabajo realizado por Muentes en el 2022, logra corroborar la resistencia de SVG hacia la clindamicina, al obtener datos de
resistencia relevantes de 16,1% de muestras obtenidas de la cavidad oral y de sangre periférica, y un porcentaje de
sensibilidad a diversos antibidticos de 93,6% *. De la misma forma Leszczynski et al en 2019 compard la susceptibilidad de
SVG a ampicilina, bencilpenicilina, clindamicina y la vancomicina. Se concluyd el mayor porcentaje de resistencia corresponde

a la clindamicina y una gran sensibilidad a la vancomicina y ampicilina. .
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10. CONCLUSIONES

10.1. Sau es el microorganismo que presenta un mayor porcentaje de multiresistencia en comparacion a SVG y
Efa, esto se debe a que durante las ultimas décadas ha adquirido genes de resistencia a los diferentes
antibidticos usados en los tratamientos para controlar las infecciones todo esto gracias a la adquisicion de
genes por transferencia horizontal o por mutaciones del mismomicroorganismo frente a los tratamientos por
uso y por automedicacion.

10.2. SVG presentan el porcentaje de resistencia muy bajo, esto se puede deber a que las cepas de los
portadores no han desarrollado o adquirido los genes que les da la resistencia a los antibidticos usados en
los procedimientos de odontologia, pero esto no indica que no lo pueda presentar en un futuro.

10.3. Efa en comparacion a SVG si presenta mas resistencia en otros grupos de antibiéticos nombres, pero no
supera el 15% de resistencia. Esto indica que poco a poco estd adquiriendo los genes que le otorgan la resistencia
alos diferentes antibidticos usados para controlar y contrarrestar las infecciones.

10.4. Los antibidticos que se estan utilizando en los tratamientos para la prevencion y el control de las infecciones
en los procedimientos odontolégicos estas mostrando bajos porcentajes de sensibilidad, lo que indica que
las cepas presentes poco a poco estas obteniendo estos genesde resistencia sea por transferencia horizontal o

mutacién del genoma mismo.

11. RECOMENDACIONES
11.1. Como una recomendacion teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la investigacion, se sugiere
que antes de iniciar cualquier procedimiento odontoldgico en pacientes de alto riesgo de otras
enfermedades como Endocarditis, realizar un panel de resistencia para poder identificar si el paciente al cual se
estd tratando es portador de cepas que presente resistente a los antibidticos, esto con el fin de identificar si en
la microbiota tiene cepas con resistencia o multiresistencia a los diferentes antibiéticos que se usan en la
odontologia, esto con el fin de mirar que otros antibiéticos se puede usar para controlaro eliminar estas cepas y
evitar seguir exponiendo a las cepas multirresistentes a los mismo antibidtico y que sigan aumentado si

resistencia y su propagacion.

11.2. Otra recomendacion importante para el area de la salud publica, se debe incluir este examen de diagndstico
que sea de conocimiento del paciente si portador de alguna de las cepas que tiene multiresistencia a los
diferentes antibidticos usados en la salud y no solo en los de uso odontoldgico, esto con el fin quecontrolar
y disminuir las cepas multirresistentes con estas caracteristicas las cuales se puede categorizar como una

pandemia silenciosa.
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