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NOTA DE ADVERTENCIA

ARTICULO 23 DE LA RESOLUCION N° 13 DE JULIO DE 1946

“La Universidad NO se hace responsable por los conceptos emitidos por sus
estudiantes en sus Trabajos de Tesis. Solo velara por que no se publique nada
contrario al dogma y a la moral catélica, y por que las tesis no contengan
ataques personales contra persona alguna, antes bien se vea en ellas el

anhelo de buscar la verdad y la justicia”.
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FRECUENCIA Y PERFIL DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EN CEPAS DE
Staphylococcus aureus AISLADAS EN UNA POBLACION CON RIESGO DE
ENDOCARDITIS INFECCIOSA QUE ACUDE A CONSULTA ODONTOLOGICA

RESUMEN

Introduccion: Las bacterias del género Staphylococcus y dentro de ellas
Staphylococcus aureus meticilino resistente (SAMR) en pacientes sometidos a
tratamientos odontolégicos invasivos es un factor de riesgo para el desarrollo de
Endocarditis bacteriana (E.l), infeccion que cursa con alta morbimortalidad, vy
refractariedad a los antibiéticos de eleccion utilizados en los protocolos
odontoldgicos.

Objetivo: Establecer la frecuencia de SAMR en cavidad oral en un grupo de
pacientes con riesgo de endocarditis que acuden a consulta odontolégica.

Materiales y Métodos: 52 pacientes mayores de edad que asistieron al servicios
de Cardiologia y Estomatologia del Hospital Central de la Policia Nacional durante
el periodo abril-agosto 2012 y que cumplieron con el criterio de pacientes con alto
riesgo de Endocarditis Infecciosa se les tomd muestra oral por técnica de barrido
con hisopo para identificacién microbiolégica/perfil de resistencia antibiotica por
MicroScan y aquellas muestras positivas para SAMR se extrajo ADN a partir de
los cultivos para determinar la presencia del gen mecA por PCR convencional
previa estandarizacion de las variables técnicas.

Resultados: De los 52 pacientes se identificO E. faecalis en 5.77%, E.coli en
3,85%, K. pneumoniae en 1,92%, S. viridans en el 50% y Staphylococcus en
38.46% de los cuales 15,38% fue SAMR, Yy se observo resistencia a Eritromicina
34.78%, Clindamicina 34.78%, Amoxacilina/Clavulanico34.78%.

Conclusiones: El porcentaje de SAMR aislado es clinicamente significativo e
infiere crear alternativas para controlar las tasas de portadores y conocer la
resistencia de los antibioticos permite reevaluar los protocolos terapéuticos de
prevencion para E.I.
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INTRODUCCION

Staphylococcus aureus (SA) es un coco Gram positivos habitante normal
de la cavidad oral que cada dia adquiere mayor importancia epidemiologica
debido a las diferentes patologias que causa y a su alta resistencia a
antibioticos betalactamicos (1). SA tiene dos fenotipos definidos de acuerdo
al perfil de resistencia. El fenotipo SABLAC (Staphylococcus aureus
productor de betalactamasas) y el fenotipo SAMR (Staphylococcus aureus
meticilino resistente). El papel e impacto de cada uno esta definido y
clinicamente caracterizado, mas los protocolos odontologicos no
contemplan medidas de prevencidn especificas para el microorganismo en
los portadores del mismo y que van a ser sometidos a tratamientos
odontolégicos de caracter invasivo. Dada la resistencia de SAMR a
Penicilina, Ampicilina, Ampicilina sulbactam y Oxacilina el tratamiento de
eleccion son glucopéptidos. Sin embargo, la aparicion de cepas de SAMR
con sensibilidad intermedia a glucopéptidos hace hincapié en la necesidad
de formular nuevas opciones terapéuticas que pueden incluir la
vancomicina en combinacién con otro antibiético (2). La vancomicina tiene
un gran efecto bactericida pero su uso para la comunidad extrahospitalaria
esta restringido, ademas que puede causar efectos colaterales y estimular
resistencia. SAMR es una bacteria que se presentan en el ambito de la
comunidad extrahospitalaria y para poder establecer cambios en los
protocolos odontolégicos sobre el uso o no de determinado antibidtico es
necesario verificar la presencia de SAMR y conocer su perfil de resistencia
antibidtica (1). Actualmente existe en el mercado técnicas de deteccion de
estos SAMR las cuales deben tener una alta sensibilidad y especificidad y
ser de deteccion rapida (3). Los procedimientos moleculares que permiten
detectar la presencia del gen mecA son considerados métodos gold
standard frente a la identificacion de los SAMR. En la actualidad se
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emplean diferentes metodologias moleculares para este fin, sin embargo,
muchas de ellas son de elevado costo y muy laboriosas, por lo que no son
de utilidad diagnéstica para la clinica (4, 5, 6). Este estudio pretende
determinar la frecuencia de aislamientos SAMR en pacientes que acuden a
consulta odontologica y establecer el perfil de resistencia antimicrobiana en
las cepas aisladas, con el fin de proponer medidas de control y prevencion
mas eficaces en el momento de consulta y realizacibn de procesos

odontoldgicos.

MARCO TEORICO

El género Staphylococcus se compone de 35 especies y 17 subespecies,
entre ellas cabe destacar por su importancia como agentes etiolégicos de
infecciones en humanos, los siguientes: S. aureus, S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. lugdunensis, S. schleferi, S. warneri, y S. saprophyticus.
Staphylococcus aureus es la especie mas patégena y virulenta para el
hombre. Staphylococcus aureus pertenece al género Staphylococcus de la
familia Micrococcaceae, son cocos Gram positivos de 0,5 a 1uym de
didmetro, inmoviles, aerobios y anaerobios facultativos, no forman esporas

y generalmente no estan capsulados (7).

S. aureus fue el primer microorganismo en poner de manifiesto la
resistencia a los antimicrobianos y ser capaz de desarrollar multiples
mecanismos, intrinsecos o adquiridos, que le han ido confiriendo resistencia
a la mayoria de los antimicrobianos adecuados para el tratamiento de la

infeccion estafilococica (7, 8).

En los primeros afos de la década de 1940 se introduce de forma
terapéutica la penicilina en el tratamiento de las infecciones
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estafilococicas. Poco tiempo después, se empiezan a describir
aislamientos de S. aureus con resistencia a penicilina debido a la
produccién de betalactamasas. Durante la década de los afios 1950,
a medida que se iban adquiriendo resistencias a los antibioticos
conocidos, se fueron introduciendo en la practica clinica nuevos
antibiéticos. Asi, en 1957, muchas cepas de SA presentaban
resistencia multiple a penicilina, estreptomicina, tetraciclina,
cloranfenicol y eritromicina (7). Estos aislamientos de SAMR
presentan resistencia intrinseca a todos los - lactamicos, incluidas

las cefalosporinas y carbapenemes (9-11).

A finales de los aflos 80 se encuentran cepas de SA que combinan la
resistencia a meticilina con la resistencia a otros grupos de antibiéticos
incluyendo  cloranfenicol,  tetraciclina, macrolidos, lincosaminas,
aminoglucosidos y fluoroquinolonas. Se han descrito diferentes tipos de
mecanismos de resistencia de SA a los B-lactdmicos, muchas veces
relacionados entre ellos como son la resistencia mediada por B-lactamasas,
fendmeno de tolerancia, bombas de flujo y resistencia a la meticilina (12,
13).

SA es un microorganismo que causa un gran espectro de infecciones que
van desde sencillas infecciones pidgenas en piel hasta bacteriemia
complicadas, siendo estas ultimas las que requieren tratamiento antibiético
y donde se presentan los mayores casos de refractariedad. Se considera
que dentro del rango de infecciones que causan hay una elevada
mortalidad en neumonia, sindrome de shock téxico endocarditis y
Endocarditis infecciosa (E.l). (7, 14, 15).
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La E.l es un proceso fisiopatologico que incluye un grupo de infecciones
cuya caracteristica comun es la invasién microbiana del endocardio valvular
o mural debido a la colonizacion que realizan microorganismos circulantes
gue quedan atrapados en un agregado fibrinoplaquetar que se forma sobre
una lesion endotelial (16). Cada una de estas infecciones tiene un caracter
polimérfico dado que varia en sus aspectos epidemiolégicos
microbioldgicos, clinicos, y terapéuticos debido principalmente a la etiologia
microbiana que la origina y a las caracteristicas propias del huésped como

es la naturaleza de la valvulopatia subyacente que favorece el proceso (17).

Tradicionalmente la E.I de origen odontogénico se ha relacionado con
S.viridans como agente causal pero las Ultimas investigaciones muestran
gue otros microorganismos como S. aureus pueden alcanzar el torrente
sanguineo desde cavidad oral por los mismos procesos odontoldgicos
invasivos. Estudios recientes han colectado estafilococos de las placas
bacterianas dentarias tanto supra como subgingivales. La literatura actual
muestra que las especies de estafilococos pueden ser colectadas
frecuentemente del medio ambiente oral de nifios y adultos, tanto en
pacientes saludables como en los enfermos. Eso implica que ese sitio debe
ser considerado como un medio potencial de propagacion para locales

distantes cuando otros medios evidentes sean eliminados (7).

SAMR es el agente etiologico principal de bacteriemia y en menor medida
de endocarditis. La distincion entre bacteriemia y endocarditis no es facil en
muchas ocasiones, pero es esencial para el manejo de los pacientes.
Aunque ambas infecciones son predominantemente nosocomiales,
ocasionan una elevada morbimortalidad y tienen limitadas opciones
terapéuticas, actualmente es frecuente aislar SAMR en la comunidad,
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aspecto que implica mejorar las medidas de prevencion en pacientes
portadores de consulta externa con antecedentes o factores de riesgo para
E.l pues potencialmente pueden llegar a desarrollar la enfermedad si no se
toman las medidas de control pertinentes. El principal nicho ecoldgico de
SA y de SAMR en humanos lo constituyen la cavidad oral y las fosas
nasales anteriores, las cuales son fuentes potenciales de infeccion y un
factor de riesgo elevado para subsiguientes infecciones invasivas. Se ha
registrado que muchas de ellas ocurren en personas que estan colonizadas
con esta bacteria y ha sido demostrado que SA-SAMR en algunas
ocasiones, puede tener una estrategia eficaz para evadir la respuesta
inmune del hospedador y de esta forma sobrevivir en los tejidos, eludiendo
la accion antibidtica y estableciendo asi la infeccién cronica (19,20, 21).

SAMR, origina enfermedad por invasion directa o mediante la accién de
toxinas. La patogenia de las infecciones incluye colonizacion, invasion
epitelial 0 mucosa, neutralizacion de las defensas del huésped, destruccion
tisular y respuesta inflamatoria local o generalizada. En las intoxicaciones la
fase inicial es la colonizacion por una cepa toxicogénica, seguida por la
produccién de la toxina, su absorcion y la aparicién de la enfermedad. Los
principales factores de virulencia de este microorganismo se basa en los
componentes de su pared bacteriana, en la gran cantidad de enzimas y
toxinas que produce y su capacidad, en determinadas circunstancias, de

supervivencia intracelular (7, 18-20).

La r4pida y precisa deteccion de SAMR es importante para guiar una
apropiada terapia antibidtica y evitar la diseminacion de éstas cepas.
Errores en la deteccion de la meticilino resistencia tiene graves
consecuencias, un resultado de falsa sensibilidad puede dar lugar a una
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falla de tratamiento, y un resultado de falsa resistencia implica un alto costo
por tener al paciente aislado y por el uso innecesario de glucopéptidos, con
el consecuente riesgo de seleccion de resistencia a éste antibiético (7, 18-
20). Es necesario el empleo de sistemas para la deteccion de SAMR que
tengan alta sensibilidad, especificidad y eficacia diagnostica. Un método
alternativo, rapido y eficaz, aunque no aplicable en la rutina, es la deteccion
del gen mecA por métodos de amplificacion mediante PCR (21). Este
meétodo tiene la ventaja de no estar sujeto a las condiciones del crecimiento
de la cepa, pudiendo aplicarse a gran niumero de aislados y podria ser
aconsejable en casos de duda con valores de CMI cercanas al limite (7, 18-
21).

PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Conocer la resistencia a antibiéticos que presentan las bacterias de la
cavidad oral, es el primer paso para implementar programas de salud oral
gue permitan prevenir la aparicion de cepas resistentes, controlar
portadores sanos y formular tratamientos que eviten futuros riesgos y
disminuyan las tasas de morbimortalidad especialmente de la E.I. Dentro de
los factores que a nivel oral contribuyen al desarrollo de resistencia en
individuos sanos esta principalmente el uso inadecuado de antibiéticos en
las formulaciones clinicas, el uso no controlado de antibidticos como aditivo
dentro de productos alimenticios e industriales y la colonizacion de
bacterias resistentes facilitada por el saneamiento e higiene oral deficiente
(22). La diseminacion de organismos resistentes en cavidad oral aumenta el
namero de portadores sanos de estos microorganismos favoreciendo el
desarrollo de diferentes patologias odontogénicas algunas de ellas graves
como la mediastinitis, abscesos cerebrales, sepsis y E.lI (23). El uso de
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Amoxicilina y netilmicina como tratamiento de primera eleccion para las
anteriores patologias esté siendo reevaluado dado que cada vez aumenta
la tasa de resistencia en flora comensal y transitoria de la boca como
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans
y Porphyromona gingivalis entre otros (24). El aumento de portadores y los
cambios en el perfil de resistencia de estos microorganismos entre ellos el
SAMR pueden convertirse en un problema de salud publica. Poder detectar
posibles portadores entre los pacientes que acuden a consulta se convierte
en una alternativa mas para controlar las tasas de infeccién por SAMR, y el
conocer el perfil de resistencia de los antibiéticos permite al odontélogo
adoptar una conducta a seguir frente a los diversos tratamientos en cada

una de las patologias (25).

PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Qué tan frecuente es la presencia de SAMR en un grupo de
individuos con riesgo de endocarditis infecciosa que acude a consulta

odontoldgica?

4, OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GENERAL
4.1.1. Establecer la frecuencia de SAMR en cavidad oral en un grupo de
pacientes con riesgo de endocarditis infecciosa que acuden a

consulta odontolégica.
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OBJETIVO ESPECIFICO

de pacientes con riesgo de endocarditis infecciosa que acuden a

consulta odontoldgica.

4.2.2. Estandarizar una PCR multiplex para la deteccién simultanea de

los genes 16S, S. aureus y mecA en SAMR.

4.2.3. Determinar la presencia del gen mecA en las cepas de SA

aisladas de muestras de cavidad oral de pacientes con riesgo de

endocarditis infecciosa que acuden a consulta odontologica.

4.2.4. Describir el fenotipo de resistencia presentado por los SAMR

aislados en estos pacientes.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1.

5.2.

Poblacién estudio: Se seleccion6 un grupo de 52 pacientes que
acudieron a los servicios de Cardiologia y Estomatologia del Hospital
Central de la Policia Nacional, entre los meses de abril de 2012 y

agosto de 2012 y que cumplieron con los criterios de inclusion.

Criterios de inclusién: En el estudio se incluyeron todos los
pacientes mayores de 18 afios que acudieron a consulta
odontologica y que cumplieron con los criterios de alto riesgo de
Endocarditis Infecciosa, de acuerdo a la guia establecida por la AHA
(26) (prétesis valvular, enfermedades ciandticas congénitas,
ventriculo Unico, transposicion de grandes vasos, endocarditis previa
y valvulopatias quirdrgicas), asi mismo, el paciente debié haber
firmado el consentimiento informado, que fue aprobado por el Comité
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de Etica de la Facultad de Odontologia de la Universidad Javeriana y

el Comité de Etica del Hospital Central de la Policia Nacional.

Criterios de exclusion: Se excluyeron del estudio pacientes con
dificultad cognitiva, con alergias al algodon de los hisopos utilizados
para la toma de la muestra y que no estuvieron de acuerdo con

participar en el estudio. (26).

Muestra: Se le tomo una muestra de mucosa a cada paciente por
técnica de barrido con hisopo siguiendo los lineamientos
establecidos por el manual de tomas de muestras microbioldgicas de
la secretaria distrital de salud, y de acuerdo al protocolo institucional
establecido en la clinica (27). Dado que este trabajo estuvo
enmarcado dentro de un macroproyecto, las muestras se tomaron en
colaboracion con los residentes de cirugia maxilo facial de la

Facultad de Odontologia Universidad Javeriana.

Transporte: Siguiendo las indicaciones establecidas por las normas
de bioseguridad y preservacion de la secretaria distrital de salud
para toma y transporte de muestras, estas se recolectaron en medio
de transporte enriquecido para Staphylococcus/Streptococcus 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 (28).
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5.6. Identificacion microbioldgica y perfil de resistencia: A partir del
medio preenriquecido, las muestras se sembraron en medio SMR
(Staphylococcus Meticilino resistente) cromoagar y Agar sangre base
tripticasa soya del cual se seleccionaron las colonias con las
caracteristicas morfolégicas y tintoriales del Género Staphylococcus,
colonias que posteriormente se identificaron por sistema
automatizado MicroScan System de la casa Dade/MicroScan Pos ID
PC33 el cual identifica el fenotipo mediante un panel de 32 pozos
reactivos de sustratos para reaccion bioquimica conformado por CV
Cristal violeta — MS Micrococcus screen — NIT Nitritos — NOV
Novobiacina — PGR B-d glucoronidasa — IDX Indol fosfatasa — VP
Voges proskawer — OPT Optoquina — PHD fosfatasa — BE Bilis
esculina — PYR Pirridolina — ARG Arginina — PGT Galactosidasa —
URE urea — MAN Manitol — LAC lactosa — TRE Trehalosa — MNS
Mannosa — NaCl Cloruro de sodio — SOR Sorbitol — ARA Arabinosa —
RBS Ribosa — INU Inulina — RAF Raffinosa — BAC Bacitracina — PRV
Piruvato, 6 pozos internos de control y un set de pozos de antibiético
con Aug Amoxacilina / clavulénico 4/2 ug — AM ampicilina 8 ug —
A/S ampicilina sulbactan 16/8ug — CfxS Cefoxitin 4 ug — Cax
Ceftriaxone 32 ug — Cp Ciprofloxacina 2 ug — Cd Clindamicina 4 ug—
Dap Daptomicina 4 ug— E Eritromicina 4 ug — Gm gentamicina 8 ug —
GmS gentamicina synercid 500 ug — lcd Clindamicina inducible 4/0.5
ug — Lvx Levofloxacin 4 ug — Lzd Linezolid 4 ug — Mxf Moxifloxacina
4 ug — Fd Nitrofurantoina 64 ug — Ox Oxacilina 2 ug — P Penicilina
8ug — Rif Rifampicina 2 ug — StS Estreptomicina synercid 1000ug —
Syn Synercid 2 ug — Te Tetraciclina 8 ug — T/S trimetropin sulfa 2/38
Mg - Va Vancomicina 16 ug. Se realizaron pruebas confirmatorias
manuales con cefoxitin en medio Mueller-Hinton agarizado con 4 %
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NaCl y sensidisco de 6 pug/mL incubandose a 35°C por 24 h, a las
colonias SAMR (29).

Extraccion de ADN: Se utilizaron dos métodos para la extraccion de

ADN, el método modificado de "boiling" o de Holmes y Quigley (30) y

el método de comercial QlAamp® (31).

5.7.1.

5.7.2.

Método de “boiling”: Las muestras se sembraron en medio BHI,
se transfirieron las colonias frescas de 24-48 horas a un tubo
eppendorf con 50 puL de agua destilada se mezclaron por vortex
durante 3 segundos y se incubaron a 95°C durante 10 minutos.
(30).

Método comercial: La extraccion de ADN se realizd segun
protocolo del kit comercial QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen).
Las colonias frescas de 24-48 horas fueron centrifugadas a 7500
rpm durante 5 minutos, a continuacion fueron resuspendidas en
180 pL de solucion buffer (20 mg/mL de lisozima o 200 ug/mL
lisostafin; 20 mM Tris HCI, pH 8,0; 2 mM EDTA, 1,2% Triton) y se
incubaron durante 30 minutos a 37 °C. Posteriormente se
afiadieron 20 pL de proteinasa K y 200 pL de Buffer AL, se
mezclaron por vortex y se incubaron a 56 °C por 30 minutos,
después durante 15 minutos a 95 °C y se mezclaron en vértex
por 15 segundos. Se centrifugaron los tubos de microcentrifugas
de 1,5 mL para retirar las gotas del interior de la tapa (31).

Se afadieron 200 pL de Buffer AL a cada una de las muestras,
se mezclaron por vortex durante 15 segundos, se incubaron a

Facultad de Ciencias-Departamento de Microbiologfa

Pagina 22 de 69



.f‘rf'\'g >\ Pontificia Universidad
) JAV EBR IANA

ogots ———

%% Grupodeinvestigacion
=¥ enfermedadesinfecciosas

9
Z,

70 °C por 10 minutos y se centrifugaron. Se afiadieron 200 pL de
etanol (96-100%) a cada muestra, y se mezclaron en vértex
durante 15 segundos. Después de mezclar, se centrifugaron
brevemente los tubos de microcentrifugas de 1,5 mL para
eliminar residuos en el interior de la tapa (31). Se agregé a cada
una de las mezclas anteriores (incluyendo el precipitado) a la
columna QlAamp Mini sin mojar las paredes del tubo, se
centrifugaron a 8000 rpm durante 1 minuto. Se colocaron a la
columna QlAamp Mini en un tubo limpio de 2 mL, y se
descartaron los tubos que contenian el filtrado (31). Se abridé con
cuidado cada columna QlAamp Mini y se afiadieron a cada tubo
500 pL de buffer AW1 sin mojar el borde; se centrifugaron a 8000
rom por 1 minuto. Se colocé cada columna QIAamp Mini en un
tubo limpio de 2 mL y se descartaron los tubos que contenian el
filtrado. Se afadieron 500 L de Buffer AW2 a cada tubo sin
mojar el borde y se centrifugaron a 14.000 rpm durante 3 minutos
(31). Finalmente, se colocaron las columnas QIAamp Mini en un
tubo limpio de 1.5 mL y se descartaron los tubos con el filtrado.
Se afadieron 200 pL de Buffer AE, se incubaron a temperatura
ambiente durante 1 minuto, y luego se centrifugaron a 8000 rpm
por 1 minuto. Se repitié el Ultimo paso y se llevaron a almacenar a
-80 °C (31).

5.8. Estandarizacion de la técnica de amplificacion del ADN por PCR:
Se siguid el protocolo propuesto por Martineau F et al., (32) en el
2000 con modificaciones. Utilizando el ADN extraido de las cepas de

SA se realizaron pruebas de optimizacion del sistema PCR multiplex
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(32). Los protocolos de trabajo ensayados y las condiciones de

trabajo se detallan en el anexo 1.

Tabla 1. Proporciéon de los componentes para PCR

Componentes | Volumen/muestra

Buffer
MgCl,

N
=
=

Primer Foward

Primer Reverse 0.5 pL
dNTPs

Tag Polimerasa 0.2 pL
Agua destilada
ADN

=
=
—

Volumen final

PCR para genes mecA, 16S y SA: Para realizar ésta técnica se
utilizaron tres iniciadores, uno que es complementario del gen mecA,
otro que es complementarios de una secuencia universal de DNA
ribosomal (16S) y el de Staphylococcus aureus (Tabla 2). Como
control positivo se empled una cepa de SA resistente a meticilina

ATCC 43300 y como control negativo una muestra que contiene la
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mezcla maestra sin ADN (32). Las caracteristicas de los iniciadores

se detallan en la tabla 2.

Tabla 2. Secuencias de los iniciadores que amplifican los genes
mecA, 16S y S. aureus
Gen a Nombre Tamano
amplificar del SECUENCIA5 a 3’ Amplificado

iniciador

ATG GTG TGA CGG GCG
Antisentido GTG TG

ATT GCT GTT AAT ATT
Antisentido TTT TGA GTT GAA

CGT AAT GAG ATT TCA
Antisentido GTA GAT AAT ACA ACA

5.9.1. Amplificacion del DNA

La reaccion de amplificacion del DNA se llevé a cabo con un
equipo termociclador y con la enzima Taq DNA polimerasa

recombinante (TucanTaq). En cada reaccion bajo las siguientes
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concentraciones: tampon de PCR 0,5 x, MgCl, a 2 mM, dNTPs a
200 pM vy los iniciadores del gen mecA 0,5 uM, los iniciadores de
SA a 0,5 yM vy los iniciadores de rDNA 16S a una concentraciéon
de 0,25 uM. A la mezcla se le adicionaron 0,45 unidades de
TagDNA polimerasa y 1 uL del ADN molde y agua destilada hasta

completar un volumen final de 20 pL (32).

Las condiciones para la amplificacion fueron: 3 min a 96°C y
luego 30 ciclos de 1 segundo a 95°C para la etapa de
desnaturalizacion, 30 segundos a 55°C para la etapa de
hibridacion-extension y posterior enfriamiento y conservacion a
8°C hasta su uso (32).

5.9.2. Deteccidn e Interpretaciéon de los resultados

Los fragmentos de DNA amplificados se separaron mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 2% en TBE 1x (0,9 M Tris, 0,9
M acido bérico y 0,5 M EDTA pH 8,0) a 75-80 voltios durante 60
minutos. El gel se carg6 con 7 uL de producto amplificado y 3 uL
del marcador de peso molecular de 100 kb. La visualizacién de
los amplificados se realiz6 sobre un transiluminador de luz
ultravioleta (254 nm). Las cepas que tenian el gen mecA, en el
producto de PCR se observaron mediante una banda de 174 pb
(32).

5.10. Conservacion de las cepas: Todas las cepas incluyendo los SAMR
fueron conservadas y almacenada mediante dos métodos de
conservacion para estudios posteriores. Los métodos de
conservacion fueron en solucion salina al 0,85% y en glicerol al 20%.
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5.10.1. Conservacion en solucién salina: Se aislé cada cepa en
medio enriquecido BHI, se prepard un inoculo bacteriano a partir de
las colonias frescas de 24-48 horas con una turbidez similar al patron
0,5 de la escala de McFarland, aproximadamente 10® UFC/mL. Se

conservaron a temperatura ambiente.

5.10.2. Conservacién en glicerol al 30%: Las cepas resistentes a
amoxacilina se conservaron por el método de crioconservacion a -
80°C, en caldo BHI con 30 % de glicerol y suplementado con

oxacilina.

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

6. RESULTADOS
6.1. Caracteristicas de la poblacién de estudio
6.1.1. La poblacion incluida en el estudio se caracterizd porque tenia
una edad media de 59,4 afios, ambos con rangos que iban entre
18 y 65 afos, con un 54% (28), de varones 'y 46% (24) mujeres
(Figura 1). De este grupo de pacientes el 61,5% (32) presentaban
prétesis valvulares cardiacas, un 38.5% (20) refirieron
valvulopatias posquirargicas, el 9,6% (5) reportaron historia

previa de Endocarditis Infecciosa y el 3,8% (2) mencionaron
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como antecedentes enfermedades congénitas con cianosis
(Tabla 3).

Mujeres
46%

Figura 1. Caracteristicas de la poblacion de estudio —
Distribucién por sexo

Tabla 3. Distribucion de factores de riesgo en los pacientes
Factor de riesgo N° de % de
pacientes pacientes
Protesis valvulares
cardiacas
Valvulopatias
posquirargicas
Historia previa de
Endocarditis Infecciosa

Enfermedades

congeénitas con cianosis

De los tratamientos odontoldgicos previamente realizados un

65.4% (34 pacientes) se les realizO una técnica de anestesia
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local, un 86,5% (45) se les ha realizado profilaxis dentales, el
11,5% (6) refieren tener tratamientos de conducto radicular, 1.9%
(1) indica habérsele realizado cirugia periodontal, al 19,2% (10)
se les realizo6 técnica de anestesia intraligamentaria, 1,9 % (1)
indica que se le coloco dique de goma como parte del
procedimiento dental y el 61,1 % (33) refieren haber presentado

como minimo una exodoncia a través de su vida (Tabla 4).

Tabla 4. Tratamientos odontoldgicos previamente realizados

en los pacientes

Tratamiento N° de % de pacientes
pacientes

BECETIT e
Profilaxis dentales 45 86,5%

Tratamientos de

conducto radicular

Cirugia periodontal 1 1.9%

Anestesia

intraligamentaria

Colocacion de goma

como parte del 1 1,9 %

procedimiento dental

Con respecto a la profilaxis antibidtica el 96,2% (50) de los
pacientes refieren que recibieron terapia antibidtica con

amoxicilina, mientras que el 17,3% (9) refieren haber tomado

Facultad de Ciencias-Departamento de Microbiologfa

Pagina 29 de 69



¥: Grupodeinvestigacion
¥ enfermedadesinfecciosas

<
L]

clindamicina y 1,9 pacientes (1) indican que nunca recibio
profilaxis antibiética (Tabla 5).

Tabla 5. Profilaxis antibidticas previamente realizadas en los

pacientes

N° de pacientes % de paciente

o

Nunca recibi6

profilaxis antibidtica

6.2. Identificacion fenotipicay prevalencia de S. aureus
6.2.1. Para cumplir con el objetivo general del estudio se identificaron
los SAMR por métodos semiautomatizado MicroScan Panel 33 y
Panel 34 de los cuales 23 casos eran presuntivos para

Staphylococcus requiriendo pruebas confirmatorias para SAMR
(Figura 2).
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B S sureus (20) WS epidermidiz (2)

Staphylococcus spp. (23)  m Otras bacterias (29)

Figura 2. Porcentaje de Figura 3. Porcentaje de
pacientes con sospecha de pacientes con Staphylococcus
Staphylococcus aureus en la poblacion de
estudio

6.3. Identificacién y prevalencia de SAMR

6.3.1. Siendo el primer objetivo especifico la identificacion de S. aureus
y especificamente SAMR se analizaron las bioquimicas del panel
33 encontrandose que de los 23 casos 3 correspondieron a S.
epidermidis (13%), y 20 correspondieron a S. aureus (87%) los
cuales fueron analizados para SAMR (Figura 3).

6.3.2. Para complementar el primer objetivo especifico se analizo el
perfil de resistencia de los 20 casos de S. aureus y de ellos se
encontré que 12 (60%) eran fenotipo BLAC y 8 cepas (40%)
correspondian al fenotipo SAMR. Los SAMR fueron confirmados

por prueba manual cefoxitin 6 pg (Figura 4, Tablas 5,6y 7).

HBLAC(12)  SARM(8)

Figura 4. Porcentaje de SAMR aisladas de la poblacion de
estudio
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Tabla 6. Perfil de resistencias de las cepas de S. aureus fenotipo BLAC

Antibiético

Cepas fenotipo BLAC

AMOX/CLAV S <=4/2 S <=4/2 S <=4/2 S <=4/2 S <=4/2 S <=4/2 S <=4/2 S <=4/2 S <=4/2 S <=4/2 S <=4/2 S <=4/2
(Aug)

AMP/SULBA
(A/S)

AMPICILINA
(Am)

____________
CIPROFLOXACINA S <=1 S <=1 S <=1 S <= S <= S <= S<= S <= S <= S<= S<=1  S<=1
(&)
.~ S<s1l S<s1  S<s1l  S<s1  S<=l  S<2l  S<=1  S<21  S<=1  S<=1  S<=1  S<=l
SOVCIVYCEOM S<=05 S<=05 S<=05 S<=05 S<=05 S<=05 S<=0,5 S<=0,5 S<=0,5 S<=0,5 S<=05 S<=05
- S<=10

| GENTAMICINA (Gm) ISR S<=4,0 S<=4,0 S<=40 S<=40 S<=4,0 S<=4,0 S<=4,0 S<=4,0 S<=40 S<=4,0 S <=4,0

LEVOFLOXACINA
(va)

| LINEZOLID (Lzd) RSN S<=1,0 S<=1,0 S<=10 S<=10 S<=1,0 S<=1,0 S<=1,0 S<=1,0 S<=10 S<=1,0 S<=1,0

MOXIFLOXACINA
(Mxf)

OXACILINA (Ox)
CONFIRMADO POR S$<=0,25 S<=0,25 S<=0,25 s
CFOX

____________

(hg/mL)

RIFAMPICINA (le) S<=1 S<=1 S <=1
SCRENING CFOX

oo W M B i Ml Wl I Ml il Ml
SYNERCID(Syn) S <=0,5 S <=0,5 S <=0,5 S <=0,5 S <=0,5 S <=0,5 S <=0,5 S <=0,5 S <=0,5 S <=0,5 S <=0,5 S<=0,5

____________

TRIMETRO/SULFA
(T/S) <= 0,5/9.5 <= 0,5/9.5 <= 0,5/9.5 <= 0,5/9. <= 0,5/9. <= 0,5/9. <= 0,5/9. <= 0,5/9. <= 0,5/9. <= 0,5/9. <= 0,5/9. <= 0,5/9.
5 5 5 5 5 5 5 5 5

NGV S<=05  S<=05  S<=05  S=1  S<=05 S<=05 S<=05 S<=05 S=1  S<=05 S<=05 S<=05
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Tabla 7. Perfil de resistencias de las cepas de SAMR

Cepas SAMR

R >4/2 R >4/2 R >4/2 R >4/2 R >4/2 R >4/2 R >4/2 Ba2

_--_____
_--_____
I N N I O P e e
S <=0,5 S<=05 S <=0,5 S <=0,5 S <=0,5 S<=05 $<=05 $<=0.5

_--_____
I R I A I I e

LINEZOLID (Lzd) S<=1,0 S<=1,0 S <=1,0 S <=1,0 S <=1,0 S<=1,0 S<=1,0 S<=1,0

OXACILINA (Ox) CONFIRMADO
POR CFOX
PENEIAO _--_____

RIFAMPICINA (Rif)

SYNERCID (Syn) S<=0,5 S <=0,5 S<=0,5 S<=0,5 S<=0,5 S <=0,5 S <=0,5 S <=0,5

TRIMETRO/SULFA (T/S) S <=0,5/9,5 S$<=0,5/9,5 S<=0,5/9,5 S <=0,5/9,5 S <=0,5/9,5 S <=0,5/9,5 S <=0,5/9,5 S <=0,5/9,5
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Tabla 8. Perfil de resistencias de las cepas de S. epidermidis

Antibiotico
(hg/mL) .~ 10 10 1202

s <=4/2 s <=4/2 s <=4/2
___
R >8
___
S<=1 S<=1 S<=1
. S<=2  S<1 8l
S <=0,5 S<=0,5 S <=0,5
. S<10 = Ss<sl0  s<l10
S <=4,0 S <=4,0 S <=4,0
~ S<s200  s<s10  s<sl0
S<=1,0 S<=1,0 S<=1,0
~ s<05  s<=05  8<05

OXACILINA (Ox) CONFIRMADO POR S <=0,25 S <=0,25 S <=0,25
CFOX

___
___
S <=0,5 S <=0,5 S <=05

| TETRACICLINA(Te) B e e e

TRIMETRO/SULFA (T/S) S <=0,5/9.5 S <=0,5/9.5 S <=0,5/9.5
VANCOMICINA (Va) .~ S=05  s=05  S=05
-
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Estandarizacion de PCR

Para cumplir con el segundo objetivo se emplearon como cepas
control: S. aureus ATCC 25923 (meticilino sensible) y S. aureus
ATCC 43300 (meticilino resistente), las caracteristicas fenotipicas y
genotipicas de estas cepas se describen en la tabla 9. Utilizando

como referencia los protocolos de Martineau et al., (32).

Se estandarizé una PCR multiple para detectar los genes en una sola
reaccion. Para la estandarizacion se utiliz6 ADN de S. aureus, se
probaron diferentes concentraciones de Buffer, Primer, MgCl, dNTPs
y Tag Polimerasa quedando como éptimas aquellas que se detallan
en materiales y métodos. Los productos de amplificacion producidos
por la PCR multiplex corresponden a los esperados, la amplificacion
de ambos genes empleando la cepa de S. aureus ATCC 25923
utilizada como control negativo no generé producto de amplificacion
(Figura 5).

Tabla 9. Caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas

controles*

Caracteristica | Fenotipo Genotipo

de la cepa (O2¢€) (mecA)

ATCC 43300 MRSA

SAMS: S. aureus meticilino sensible, SAMR: S. aureus meticilino
resistente, S: sensible, R: resistente, Oxa: oxaciclina, (+): positivo, (-):
negativo. *Modificado segun Carpinelli et al., 2012 (33)
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Para determinar la aplicabilidad de la PCR mudltiple, se analizaron 20
aislados de Staphylococcus aureus obtenidos a partir de muestras
clinicas. EI gen mecA se detectd en 8 (40%) aislados de S. aureus.
Los resultados moleculares de deteccion del gen mecA tuvieron
100% de concordancia con los métodos fenotipicos de deteccion
(Tabla 10).

Tabla 10. Concordancia entre los métodos fenotipicos y

resultados de la PCR**

Especie Fenotipo N° de aislados Genotipo
Oxal/fox n (%) mecA
S. aureus
o B
SAMR 8 (40%)

Oxa: oxac:|c||na, fox: cefoxitina, S: sensible. R: resistente, (+):
positivo, (-): negativo. **Modificado segun Carpinelli et al., 2012 (33)

6.5. Verificacion del gen mecA, 16Sy SA en las cepas SAMR
6.5.1. Para cumplir con el tercer objetivo a aquellas cepas SAMR se les
extrajo el ADN y realiz6 PCR multiplex 16S mecA para confirmar
la presencia del gen de resistencia y los resultados mostraron la
presencia del gen en el 100% de las cepas clasificadas como
SAMR con el disco de Cefoxitin.
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % de productos amplificados de S. aureus

M: Marcador de Peso Molecular; Carril 1: Control positivo S. aureus ATCC 43300; Carril 2: Control
negativo S. aureus ATCC 25923; Carril 3: SASM (100); Carril 4: SAMR (92); Carril 5: SAMR (93);
Carril 6: SAMR (94); Carril 7. SAMR (95); Carril 8: SAMR (96); Carril 9: SAMR (97); 10: SAMR (98);

Carril 11: SAMR (99); Carril 12: Control negativo (Mezcla sin ADN).
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Determinacion del fenotipo SAMR prevalente
6.6.1. Para cumplir con el cuarto objetivo especifico se analiz
individualmente el perfil de Staphylococcus en general y

posteriormente el de las cepas SAMR.

Tabla 11. % de Sensibilidad y Resistencia de las cepas de
Staphylococcus aisladas.

Antibi6tico % Sensible
AMOX/CLAV (Aug) __

AMP/SULBA (A/S)
AMPICILINA (Am) __

CEFTRIAXONA (CaX

(C)

| CLINDAMICINA (Cd) |

DAPTOMICINA (Dap) __
ERITROMICINA (E)
| GENTAMICINA (Gm) | __

LEVOFLOXACINA 100
((R29)

LINEZOLID (Lzd) PR
0 100

(Mxf)
OXACILINA (Ox)
CONFIRMADO POR
CFOX

__
__

TRIMETRO/SULFA 100
(T/S)

VANCOMICINA (Va) [ g
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6.6.2. Los resultados que muestran la tabla 11 nos indican que el 65.2%
de las cepas SABLAC presentan el mismo perfil de resistencia y
que el 34.8% que corresponde a los SAMR presenta el mismo
perfil de resistencia.

6.6.3. Las 8 cepas SAMR como era de esperarse por ser meticilino
resistentes fueron resistentes a Penicilina, Ampicilina, Ampicilina
sulbactan y se observa que estdn acompafiadas de un mismo
tipo de resistencia a aminoglucdsidos y Macrolidos vy

Lincosamidas.

7. DISCUSION

Staphylococcus aureus es el principal microorganismo causante de
endocarditis infecciosa (34). La endocarditis por SA se ha caracterizado
por tener una evolucién de mal pronéstico especialmente en pacientes con
antecedentes de drogadiccion intravenosa y, en menor medida, en aquellos
internados con catéteres intravasculares. Una de las complicaciones mas
devastadoras de la bacteriemia por este microorganismo es la endocarditis
infecciosa, que en diferentes estudios oscila entre el 3% y el 25%, con una
mortalidad elevada (19% al 65%) (35).

S. aureus, es el responsable de mas del 80% de las endocarditis
infecciosas debido a las moléculas que presentan en su superficie que
provocan la adhesion al endocardio valvular (36, 37). En el caso particular
de SA, el fibrinbgeno y la fibronectina unidos a proteinas son poderosas
adhesinas (FNBPA y FnBPB) implicadas en el proceso de colonizacién,
infeccion valvular e invasion perivalvular (36, 38, 39). Durante muchos
anos, la E.l por SA se observdo mayoritariamente en la comunidad, sobre
todo en pacientes con drogadiccion intravenosa; (39) en los ultimos afos,
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debido fundamentalmente al aumento en la indicaciéon de implantacion de
protesis valvulares, marcapasos y desfibriladores, a la colocacion de
catéteres intravasculares y a otros procedimientos invasivos, el porcentaje
de bacteriemia por SA tuvo un aumento sustancial en el ambito hospitalario
(40). En la Universidad de Emory en Argentina se observdé un 70% de
aumento de endocarditis infecciosa nosocomial por S. aureus debido a la
utilizacion de dispositivos intravasculares (41). De hecho, en varias
regiones del mundo, la E.l a causa de S. aureus ha superado a S. viridans
como primer germen productor de la enfermedad (39). El presente estudio
mostro datos que pueden ser considerados de alarma epidemiologica pues
el 61.5% de los pacientes tenian protésis valvular, 38.5% refieron
valvulopatias posquirargicas, 9.6% antecedentes de E.l y en un 38% fue
aislado un microorganismo perteneciente al género Staphylococcus. Datos
gue sugieren implementar y mejorar las medidas de control en los procesos

endodonticos.

La edad media de aparicion de la endocarditis infecciosa ha cambiado de
30-40 afios, a 47-69 afios recientemente. Debido al incremento en el uso de
sustancias ilicitas, la tendencia es hacia el aumento en la poblacién mas
joven. La incidencia actual en este grupo es de 150-200 por 100.000
personas/afio. En Colombia no se dispone de estudios epidemiolégicos que
permitan establecer la prevalencia de esta entidad en las diferentes
regiones del pais y el estudio realizado mostré6 que en los 52 pacientes
analizados el promedio de edad fue de 59.4 afios, muy similar al reportado
en la literatura. Otras condiciones asociadas con el aumento en la
endocarditis son: mala higiene dental, hemodialisis, diabetes mellitus,
infeccion por VIH, proétesis valvular, enfermedades ciandticas congénitas,
ventriculo Unico y valvulopatias quirargicas (42, 45), aspectos que fueron
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detectados en el grupo de pacientes analizados donde adicionalmente a los
factores de riesgo ya mencionados se encontré que el 3.8% tenian
antecedentes de enfermedades congénitas con cianosis.

El nicho ecoldgico principal de SA en humanos lo constituyen las fosas
nasales anteriores, reconocidas como una fuente potencial de infeccion y
factor de riesgo elevado para subsecuentes infecciones invasivas (15). Se
ha reconocido que muchas de las infecciones por SA ocurren en personas
gue estan colonizadas con la bacteria (43, 44), desconociéndose las
razones por las que la bacteria coloniza solo del 30% al 40% de los
individuos en la poblacién general (43). Estos porcentajes se ven reflejados
en el presente estudio donde la técnica de barrido e hisopado se logro

identificar el microorganismo en un 38.5%.

Detectar en los Staphylococcus patrones de resistencia como SAMR es un
paso importante para las medidas de control y prevencion que se deben
tener con estos pacientes. Adicionalmente se sabe que antibiogramas
efectuados por métodos manuales como Kirby Bauer y métodos
semiautomatizados como MicroScan estan sujetos a resultados falsos
positivos ya sea por sobreexpresion de la bacteria y sobrecrecimiento por
mal control del indculo, razén por la cual los métodos moleculares son
basicos para validacion de resultados con fines epidemiolégicos y de
prevencion en salud. En Colombia los estudios moleculares han estado
enfocados hacia infeccion intrahospitalaria y no hacia la infeccion adquirida
en la comunidad. Es asi como el primer estudio publicado de
caracterizacion molecular de SAMR se llevd a cabo entre 1996 y 1998,
como parte de una estrategia global de vigilancia de la resistencia, con
muestras de hospitales de Bogota y Manizales. En ese trabajo la tipificacion
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molecular mostr6 que todos los aislamientos compartian propiedades
idénticas a las de un solo clon, el denominado Clon pediatrico, que habia
sido descrito en los afios 90 en Europa, Nueva York y Sur América. Sin
embargo, los aislamientos de Colombia diferian del Clon pediatrico en su
amplia resistencia a muchos medicamentos y en que provenian de

pacientes de todas las edades (46).

En el afio 2005, Cruz y colaboradores (47) evaluaron 200 muestras de
SAMR recolectadas entre 2001 y 2003, provenientes en su mayoria de
hospitales de Bogota y Cali (48% y 45%, respectivamente); estos autores
no detectaron el Clon pediatrico, sino solamente el denominado Clon
chileno. Este fue el primer reporte de dicho clon en Colombia, lo cual, segun
los autores, indicaba un cambio en la poblacion genética de SAMR en el
pais (48). En otras capitales, como Medellin, que tienen hospitales de alta
complejidad, solo se conoce un estudio longitudinal, llevado a cabo por
Vesga y colaboradores (49) en el Hospital Universitario San Vicente de Paul
(HUSVP), entre los aflos 1987 y 1993. En ese trabajo se demostrd, por
métodos fenotipicos, resistencia a la penicilina en el 100% de las cepas de
SA analizadas y resistencia a la meticilina en el 10%; de estas ultimas, el
60% fueron de SAMR adquirido en la comunidad (49).

Las infecciones causadas por SA han tenido cambios epidemiolégicos
importantes que se han involucrado en las decisiones sobre las estrategias
terapéuticas a seguirse. Anteriormente fueron tratadas con éxito con
antibioticos betalactamicos, pero SA desarrollé resistencia a éstos
permitiendo el aislamiento de SAMR, que principalmente fue casi exclusivo
de infecciones nosocomiales, pero recientemente ha logrado trasladarse a
la comunidad aislandose como SAMR asociado a la comunidad (SAMR-AC)
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(50). EIl Grupo de Microbiologia Molecular de la Universidad de Antioquia
inici6 un estudio dirigido a caracterizar clinica, molecular vy
epidemiologicamente las cepas de SAMR, tanto de origen hospitalario
como de la comunidad; hasta la fecha, los resultados sugieren la aparicion
de cepas de AC- SAMR en el ambiente hospitalario, tal como se ha
observado en Bogota (datos no publicados). Otro estudio hecho
recientemente por este grupo, documentdé la presencia de SAMR
colonizando las manos en poblacion general (51). En la actualidad la SAMR
ha aumentado considerablemente en los hospitales de mediana y alta
complejidad, y se encuentran porcentajes de resistencia superiores al 40%
(52). lgualmente estudios realizados por la Fundacion Clinica A. Shaio
(Colombia) en pacientes hospitalizados con diagnéstico de E.I, pacientes
entre 9 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 (53).

Existen estudios que han demostrado una baja prevalencia de SAMR en
pacientes sometidos a tratamientos odontolégicos y que su frecuencia en
nariz y/o garganta de pacientes dentales es baja e indica pocas
oportunidades de exposicién (54). Trabajos realizados a la fecha muestran
gue S. aureus sigue siendo la causa mas comun de endocarditis en valvula
nativa y en dispositivos protésicos. En este sentido, estudios realizados por
University College London Hospital, en un andlisis retrospectivo reportaron
la presencia de SA en 47 pacientes (26%), y de estos, 12 (25.5%) tuvieron
alteracion en la valvula tricuspide, patologia que puede desencadenarse si
el paciente tiene como factor de riesgo de E.I la presencia de una protesis
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aortica o una prétesis valvular como sucede con los pacientes de nuestro
estudio en el cual fue detectada la presencia del microorganismo (55). El
presente estudio mostr6 un 15.4% de SAMR, porcentaje inferior a lo
reportado en otros trabajos pero muy significativo dado que existen mas de
60% de factores de riesgo asociados y coherente con informes
internacionales los cuales indican que hay una variacién considerable en la
prevalencia de SAMR entre paises y hospitales, incluso dentro de una

misma region (56).

La presencia de SAMR en pacientes con E.|l o riesgo de la misma complica
la formulacion de terapia antibi6tica preventiva dado que los SAMR pueden
presentar resistencia acompafada de otros antibiéticos como Eritromicina y
Clindamicina que son de uso odontolégico, y usar Vancomicina se
constituye en un riesgo dado que este afio en Marzo del 2013 sali6 el
primer informe de Staphylocooccus resistente a Vancomicina y con el fin de
evitar que se empiece a generar microorganismos VISA (Vancoicina
intermedio) el uso del antibiético se estd restringido para infecciones
adquiridas en la comunidad. Sin embargo, en Colombia, el uso de
antibiéticos no esta regulado, es indiscriminado y muchas veces
inadecuado, por lo que las condiciones son ideales para el desarrollo de la
resistencia; por ello, la situacibn en este pais es preocupante. La
prevalencia de SAMR asociada al ambiente hospitalario es alta y aumenta
cada vez en la comunidad, es poco lo que se sabe sobre su epidemiologia
y aun menos sobre el comportamiento en la comunidad (46, 47, 49). Lo
anterior pone de presente la necesidad de trabajar localmente en este
campo para poder conocer la magnitud real de la prevalencia de SAMR y la
dinamica de su transmision. Una mayor comprension de la epidemiologia
molecular de SA posibilitara el establecimiento de medidas eficientes en el
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manejo racional de las infecciones que produce, lo cual mejorara las

condiciones de salud de la poblacion (48).

De manera adicional en el 15.4% de cepas que fueron SAMR se analizo6 el
perfil antimicrobiano de las cepas encontrandose que el 100% de ellas
presentd un perfil idéntico para resistencia antibiotica lo cual sugiere que en
estos pacientes esté circulando solo un tipo de Clon mas llama la atencion y
es preocupante la resistencia observada con Eritromicina y Clindamicina
dado que estos antibidticos son empleados como segunda opcién en
algunos protocolos odontolégicos lo cual hace necesario dar a conocer esta

informacion porque se deben replantear los tratamientos preventivos.

En este estudio se analizaron un total de 52 cepas aisladas de pacientes
gue acudieron a los servicios de Cardiologia y Estomatologia del Hospital
Central de la Policia Nacional, entre los meses de abril de 2012 y agosto de
2012 y que cumplieron con los criterios de inclusion. De éstas, 23 (44%)
correspondian a Staphylococcus spp. y 29 (56%) de otras bacterias; la
presencia de SAMR (15.4%) fue confirmada por métodos bioquimicos,
perfil de antibiéticos, pruebas manuales y moleculares. La confirmacion de
la resistencia a meticilina se realiz6 en todas las cepas una vez que éstas
estuvieron identificadas bioquimicamente y se conocia su sensibilidad
antibiotica a través de discos de Cefoxitin 30ug. Posteriormente, la técnica

utilizada para confirmar la presencia del gen mecA fue la técnica de PCR.

Las cepas que tienen el gen mecA, en el producto de PCR se observaron
con una banda de 174 pb (Figura 5). Los controles internos de amplificacién
se visualizaron como una banda de 241 pb que corresponde a 16S y una
banda de 108 pb que corresponde a S. aureus, estas bandas debieron
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estar presente en todas las reacciones para que la técnica se pudiera
validar. Debido al gran aumento que se ha producido en los ultimos afios en
la resistencia a los antibidticos utilizados con mayor frecuencia en los
tratamientos de las infecciones estafilococcicas se requiere una deteccion
precoz y eficaz de los mecanismos implicados, para asi poder orientar e

incluso modificar las estrategias terapéuticas (57).

Con este trabajo se logré estandarizar de forma eficiente un sistema de
PCR multiplex para la deteccién simultanea de los genes 16S, S. aureus y
mecA, disminuyendo de esta manera el costo y tiempo comparado con la
confirmacion manual, pues la prueba molecular da los datos el mismo dia, y
se estandarizé tanto a partir de ADN como de cultivos directos. Varios
autores han desarrollado técnicas de PCR para la deteccion de estos genes
gue utilizan ensayos en forma separada o PCR multiplex con métodos
comerciales de extraccion, o técnicas de PCR en tiempo real, con lo que
aumentan los costos y la complejidad de la técnica dificultando su

aplicacién en diversos laboratorios de nuestro pais (58-60).

Los métodos de extraccion de ADN utilizados son sumamente sencillos y
practicos, no requieren la utilizacion de reactivos costosos ni toxicos y
pueden ser realizadas en un tiempo relativamente corto. Se han reportado
diferentes métodos de extraccion que requieren la utilizacién de enzimas
liticas como lisostafina y solventes organicos como fenol-cloroformo (61,62).
Esta investigacion es similar a la de Perez-Roth y et al., (63) que reportd un
método aun mas practico realizado a partir tan solo de una colonia, no

encontrando diferencias con los otros métodos descritos (63).

Mc CLure et al., (64) en el 2006, desarrollaron una técnica de PCR multiplex
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para la deteccién simultanea de los genes mecA y pvl, este grupo de
investigadores utilizaron como control interno la amplificacion de una region
del gen 16S rRNA. Otros autores han utilizado otras secuencias blanco
especificas para la identificacion de S. aureus como los genes nuc y femB
(63,67, 66).

Dado que uno de los problemas epidemioldgicos es la incongruencia entre
datos fenotipicos y moleculares, se realiz6 un analisis de concordancia
entre los resultados obtenidos por Cefoxitin confirmatorio y molecular mecA
encontrandose un 100% de concordancia entre las dos técnicas. Estos
difieren de algunos reportados por grupos de investigacion de Dinamarca y
del Reino Unido que reportaron en el 2011, nuevos homdlogos del gen
mecA, que presentan diferencias en la secuencia de ADN y que no son
detectables por métodos moleculares descritos con anterioridad (67, 68).
Por este motivo seria importante analizar la presencia y secuencia de un
homologo del gen mecA en aquellos casos en que no se observe
concordancia, o0 buscar otros mecanismos de resistencia como la

hiperproduccion de betalactamasa (68, 69, 70).

La eliminacién de SAMR en los portadores, como medida de control, podria
disminuir la tasa de infecciones por éste. Una forma de eliminacion seria
por medio de la aplicacion local de antibidticos. Dentro de las alternativas
gue no involucren vancomicina para evitar la generacion de VISA esta la
mupirocina, antibidtico que inhibe la sintesis proteica, se aplica por via
intranasal para la eliminacion nasal SA (71). Doebbeling et al., refieren que
la aplicacion de mupirocina dos veces al dia por cinco dias consecutivos en
trabajadores de la salud eliminé la portacion en el 91% de los portadores
nasales permanentes y, al cabo de cuatro semanas, el 87% de éstos
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permanecia libre de SA (72). Se realiz6 seguimiento a un subgrupo y a los
seis y 12 meses de la aplicacion de la mupirocina la tasa de portacion fue
de 48% y 53%, respectivamente. En el mismo estudio, no se encontrd
resistencia a la mupirocina, aunque la literatura ha reportado resistencia
(73). Consideramos que esta propuesta es viable si se ajusta y discute een

las clinicas de odontologia de la facultad.

Finalmente, podemos establecer que SAMR sigue siendo un riesgo para el
desarrollo de infecciones como la E.l y seria necesario cambiar la terapia
antibidtica betalactamica ya que este tipo de antibiéticos son utilizados

rutinariamente y no servirian para manejar este tipo de infeccion.

CONCLUSIONES

La frecuencia de aparicién de cepas de SAMR en pacientes odontologicos
con alto riesgo para E.l se sitia dentro de los niveles de emergencia
declarados para estas cepas, lo cual nos alerta que hay que seguir una
vigilancia estricta a este patdgeno. Todas las cepas SAMR resultaron

resistentes a betalactamicos, Clindamicina, y Eritromicina.

El porcentaje de SAMR aislado es clinicamente significativo e infiere crear
alternativas para controlar las tasas de portadores y conocer la resistencia
de los antibidticos permite reevaluar los protocolos terapéuticos de

prevencion para E.I.

La técnica de PCR multiplex descrita en este trabajo es una herramienta util
en la confirmacion de aislados de SAMR. Representa una herramienta util
para ayudar en la identificacion temprana de cepas de SAMR, en donde la
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identificacion rapida y precisa es un paso importante para controlar la
diseminacién; ademas es una técnica relativamente sencilla capaz de
detectar varios genes en una sola reaccion y puede ser aplicada a cualquier

laboratorio de biologia molecular.

9. SUGERENCIAS
Es importante realizar mas estudios sobre la existencia en cavidad oral de
SAMR y su susceptibilidad antibiotica utilizados mas frecuentes como
medida profilactica de eleccién en pacientes con riesgo alto a endocarditis
en Colombia, para que de esta manera se identifiguen y se evallen las

mejores estrategias terapéuticas y preventivas para la E.|.

Es necesaria la implementacion de métodos alternativos para la
identificacion de cepas SAMR. De la misma manera, el método optimizado
debe permitir una identificacion a nivel de género en un tiempo minimo,
factor que se traduce en una mayor eficiencia a la hora de tomar decisiones

terapéuticas.

La técnica de PCR optimizada para la deteccion de SA a partir del ADN
extraido debe permitir obtener resultados de una manera agil y segura,
metodologia que se podria extender a otro tipo de matrices humanas y

géneros bacterianos y asi llegar a tener analisis mas rapidos y eficientes.
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Anexo 1. PCR multiplex
Las concentraciones de los reactivos utilizados en la PCR multiplex para la deteccidon de los genes mecA, 16Sy

SA se detallan en la siguiente tabla:

_-________

Mg C|2
Foward
mecA
I . llllll
dNTPs

Primer
Reverse
Taq 0.45 Unldades 0.09 0.25 0.25 0.25 0.25 0.2 0.2 0.2 0.2
Polimerasa
Agua
QPN ) e e

Volumen
final
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obras protegidas, por fuera de los limites autorizados por la ley, segun los usos
honrados, y en proporcibn a los fines previstos; ni tampoco contempla
declaraciones difamatorias contra terceros; respetando el derecho a la imagen,
intimidad, buen nombre y demas derechos constitucionales. Adicionalmente,
manifiesto (manifestamos) que no se incluyeron expresiones contrarias al orden
publico ni a las buenas costumbres. En consecuencia, la responsabilidad directa
en la elaboracion, presentacién, investigacion y, en general, contenidos de la Tesis
o Trabajo de Grado es de mi (nuestro) competencia exclusiva, eximiendo de toda

responsabilidad a la Pontifica Universidad Javeriana por tales aspectos.

Sin perjuicio de los usos y atribuciones otorgadas en virtud de este documento,
continuaré (continuaremos) conservando los correspondientes derechos
patrimoniales sin modificacion o restriccion alguna, puesto que de acuerdo con la
legislacion colombiana aplicable, el presente es un acuerdo juridico que en ningun
caso conlleva la enajenacién de los derechos patrimoniales derivados del régimen

del Derecho de Autor.

De conformidad con lo establecido en el articulo 30 de la Ley 23 de 1982 y el
articulo 11 de la Decision Andina 351 de 1993, “Los derechos morales sobre el
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trabajo son propiedad de los autores’, los cuales son irrenunciables,
imprescriptibles, inembargables e inalienables. En consecuencia, la Pontificia
Universidad Javeriana esta en la obligacion de RESPETARLOS Y HACERLOS
RESPETAR, para lo cual tomaréa las medidas correspondientes para garantizar su

observancia.

NOTA: Informacién Confidencial:

Esta Tesis o Trabajo de Grado contiene informacion privilegiada, estratégica,
secreta, confidencial y demas similar, o hace parte de una investigaciéon que se
adelanta y cuyos resultados finales no se han publicado. Si [ ] No
En caso afirmativo expresamente indicaré (indicaremos), en carta adjunta, tal

situacion con el fin de que se mantenga la restriccion de acceso.

NOMBRE COMPLETO No. del documento de FIRMA
identidad
Vida Diana Smith May 40993162 _[oomr ,\rﬁ_\\\
VU (C ata3T163

FACULTAD: Ciencias
PROGRAMA ACADEMICO: Bacteriologia
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ANEXO 3
BIBLIOTECA ALFONSO BORRERO CABAL, S.J.
DESCRIPCION DE LA TESIS O DEL TRABAJO DE GRADO
FORMULARIO

TITULO COMPLETO DE LA TESIS DOCTORAL O TRABAJO DE GRADO

FRECUENCIA Y PERFIL DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EN CEPAS DE
Staphylococcus aureus AISLADAS EN UNA POBLACION CON RIESGO DE
ENDOCARDITIS INFECCIOSA QUE ACUDE A CONSULTA ODONTOLOGICA

AUTOR O AUTORES

Vida Diana Smith May

DIRECTOR (ES) TESIS O DEL TRABAJO DE GRADO

Hugo Diez Ortega

FACULTAD

Ciencias

PROGRAMA ACADEMICO

Tipo de programa ( seleccione con “x”
p prog

Pregrado Especializaciéon Maestria Doctorado

Nombre del programa académico

Bacteriologia

Nombres y apellidos del director del programa académico

Diana Carolina Patifio Cuervo

TRABAJO PARA OPTAR AL TITULO DE:

Bacteridloga

PREMIO O DISTINCION (En caso de ser LAUREADAS o tener una mencion

especial):
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Mencién de Honor

CIUDAD

Bogota D. C.

ANO DE PRESENTACION DE LA TESIS O DEL TRABAJO DE GRADO

2013

NUMERO DE PAGINAS

60 péaginas

TIPO DE ILUSTRACIONES ( seleccione con “x”

Dibujos | Pinturas Tablas, Planos | Mapas | Fotografias | Partituras
graficos y

diagramas

SOFTWARE REQUERIDO O ESPECIALIZADO PARA LA LECTURA DEL
DOCUMENTO
Nota: En caso de que el software (programa especializado requerido) no se
encuentre licenciado por la Universidad a través de la Biblioteca (previa consulta al
estudiante), el texto de la Tesis o Trabajo de Grado quedara solamente en formato

PDF.

MATERIAL ACOMPANANTE

TIPO DURACION | CANTIDAD CD DVD FORMATO
(minutos) Otro
;Cual?
Video
Audio
Multimedia
Produccién
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electrénica

Otro Cual?

DESCRIPTORES O PALABRAS CLAVE EN ESPANOL E INGLES Son los

términos que definen los temas que identifican el contenido. (En caso de

duda para designar estos descriptores, se recomienda consultar con la
Seccion de Desarrollo de Colecciones de la Biblioteca Alfonso Borrero Cabal

S.J en el correo biblioteca@javeriana.edu.co, donde se les orientard).

ESPANOL INGLES
Endocarditis infecciosa Infectious endocarditis
Meticilina Methicillin
Resistencia bacteriana Bacterial resistance
Cavidad oral Oral cavity

RESUMEN DEL CONTENIDO EN ESPANOL E INGLES

(Maximo 250 palabras - 1530 caracteres)

RESUMEN

Introduccién: Las bacterias del género Staphylococcus y dentro de ellas
Staphylococcus aureus meticilino resistente (SAMR) en pacientes sometidos a
tratamientos odontolégicos invasivos es un factor de riesgo para el desarrollo de
Endocarditis bacteriana (E.l), infeccion que cursa con alta morbimortalidad, y
refractariedad a los antibiéticos de eleccion utilizados en los protocolos
odontologicos.

Objetivo: Establecer la frecuencia de SAMR en cavidad oral en un grupo de
pacientes con riesgo de endocarditis que acuden a consulta odontoldgica.
Materiales y Métodos: 52 pacientes mayores de edad que asistieron al servicios
de Cardiologia y Estomatologia del Hospital Central de la Policia Nacional durante

el periodo abril-agosto 2012 y que cumplieron con el criterio de pacientes con alto

Facultad de Ciencias-Departamento de Microbiologfa

Pagina 67 de 69




.f‘rf'\'g >\ Pontificia Universidad
) JAV EBR IANA

ogoth ————

%% Grupodeinvestigacion
=¥ enfermedadesinfecciosas

9
Z,

riesgo de Endocarditis Infecciosa se les tom6 muestra oral por técnica de barrido
con hisopo para identificacién microbiolégica/perfil de resistencia antibidtica por
MicroScan y aquellas muestras positivas para SAMR se extrajo ADN a partir de
los cultivos para determinar la presencia del gen mecA por PCR convencional
previa estandarizacion de las variables técnicas.

Resultados: De los 52 pacientes se identific6 E. faecalis en 5.77%, E.coli en
3,85%, K. pneumoniae en 1,92%, S. viridans en el 50% y Staphylococcus en
38.46% de los cuales 15,38% fue SAMR, Yy se observo resistencia a Eritromicina
34.78%, Clindamicina 34.78%, Amoxacilina/Clavulanico34.78%.

Conclusiones: El porcentaje de SAMR aislado es clinicamente significativo e
infiere crear alternativas para controlar las tasas de portadores y conocer la
resistencia de los antibioticos permite reevaluar los protocolos terapéuticos de

prevencion para E.I.

ABSTRACT

Introduction: Staphylococcus is a genus of bacteria and within methicillin-resistant
staphylococcus aureus (MRSA) in patients undergoing invasive dental treatment is
a risk factor for the development of bacterial endocarditis (IE), an infection that
causes high morbidity and mortality, and refractoriness to the antibiotics of choice
for use in dental protocols.

Objective: To establish the frequency of MRSA in oral cavity in a group of patients
at risk for endocarditis attending dental practice.

Materials and Methods: 52 elderly patients attending the Cardiology services and
Stomatology Hospital of Central National Police during the period April to August
2012 and who met the criteria for high risk patients with infective endocarditis were
shown took oral sweep by swab technique for microbiological identification/profile
MicroScan antibiotic resistance, and those samples positive for MRSA DNA was
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extracted from the cultures for the presence of the mecA gene by conventional
PCR techniques standardization prior variables.

Results: Of the 52 patients identified E. faecalis at 5.77%, 3.85% E. coli, K.
pneumoniae 1.92%, S. viridans 50% and 38.46% of Staphylococcus in which
MRSA was 15.38%, and erythromycin resistance was observed at 34.78%,
34.78% Clindamycin, Amoxicillin/Clavulanic 34.78%.

Conclusions: The percentage of MRSA isolated clinically significant and infers
create alternatives to control rates and known carriers of antibiotic resistance

allows reevaluate therapeutic prevention protocols for IE.
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