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INTRODUCCION Y OBJETIVOS




AHR Introduccion

Dentro de la variada microbiota de la cavidad oral, Strepfococcus mutans tiene
una especial relevancia por su asociacién con procesos tanto locales, tales como la
caries dental, como sistémicos. Con relacién a estos ultimos, S. mutans es un
importante patogeno productor de cuadros de endocarditis subaguda.

Su asentamiento a nivel valvular generalmente es consecuencia de la
bacteriemia que acontece tras manipuiaciones odontoldgicas. Esta bacteriemia en la
mayoria de los casos es transitoria y no presenta repercusion clinica alguna, aunque
en individuos con patologia valvular de base, o intervenciones mas cruentas, puede,
en un alto porcentaje de casos, ser el origen de una endocarditis.

A este respecto, ante la necesidad de establecer pautas efectivas, tanto de
profilaxis como de tratamiento de dicho proceso, se plantea la convenienciade conocer
el estado actual de S. mutans en relacion con los antimicrobianos de uso comun en la
endocarditis bacteriana en cuya etiologia esté implicado, asi como el comportamiento
del mismo frente a determinados fenémenos como la tolerancia a penicilina y la
aparicion de altos niveles de resistencia a aminoglucésidos.

Con relacion a lo expuesto con anterioridad, en la realizacion del presente

trabajo nos planteamos los siguientes objetivos:

1.- Evaluar ia efectividad de un sistema automatizado en la identificacién de S.

mutans, asi como establecer una clasificacion en biotipos gracias a un estudio de

actividades enzimaticas.
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AHR Introduccion

2.- Conocer el estado actual de la susceptibilidad de S mutans a los
antimicrobianos de uso habitual en profilaxis y tratamiento de endocarditis, y la posible
aparicion de cepas que presenten fenomeno de tolerancia a penicilina y/o altos niveles

de resistencia a aminoglucésidos.

3.- Valorar la produccion "in vitro" de glicocdlix en S. mutans y su posible
interferencia con los niveles de concentracion minima inhibitoria a los antimicrobianos

ensayados.

Para ello hemos dividido nuestro trabajo en cuatro capitulos:

* El primer capitulo consta de tres apartados, en el primero de los cuales se
realiza una revision del Género Streptococcus. El segundo apartado esta dedicado a
los aspectos generales de la endocarditis bacteriana, y el tercero recoge las principales
caracteristicas de los antimicrobianos empleados en nuestro estudio.

* El segundo capitulo se ha reservado a la aportacion personal y se divide, a
Su vez, en varios apartados. En el primero se recogen el material y métodos
empleados en el trabajo, y el segundo se dedica a los resultados obtenidos del mismo.
En el tercer apartado se realiza la discusion de dichos resultados.

* En el tercer capitulo se reflejan las conclusiones obtenidas.

* El cuarto capitulo lo constituye la bibliografia.
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1.1. GENERO STREPTOCOCCUS. ESTREPTOCOCOS GRUPO MUTANS




AHR Revision

1.1.1. CARACTERES GENERALES.

Los estreptococos son microorganismos inméviles, grampositivos, de
morfologia esférica u ovoide de aproximadamente 1 um de diametro gue se dividen
en un solo plano observandose en parejas o formando cadenas, de longitud variable
dependiendo del producto patoldgico y el medio de cultivo.

Crecen de forma 6ptima a una temperatura cercana a los 37°C y su metabolis-
mo es anaerobio facultativo. Cuando se desarrollan en presencia de aire su
crecimiento se favorece por una atmésfera con un 5 a 10% de CO..

Son oxidasa negativos, carecen de catalasa y su tolerancia al oxigeno esta
determinada por poseer o no peroxidasas flavoproteinicas y pseudocatalasas.

Algunas especies son mas exigentes en sus requerimientos nutricionales: son
tiol-dependientes y necesitan la adicién a los medios de cultivo de cisteina o piridoxal
(Vitamina B;) como coenzima. Se denominan estreptococos nutricionalmente

deficientes o Bydependientes .

Estructuralmente, y dependiendode las especies, pueden distinguirse ademas

del nucleo, citoplasma y membrana citoplasmica, otros elementos de gran interés

(Figura 1):
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AHR Revision

- Capsula. Se comporta como un factor de virulencia en las cepas que la poseen, al
dificultar la fagocitosis. Esta constituida a expensas de acido hialurénico o polisacari-
dos. Tiene caracter antigénico, como en el caso del Streptococcus pneumoniae cuya
capsula induce la formacién de anticuerpos especificos que permiten el serotipado de

esta especie.

- Fimbrias. Intervienen en la adhesion a tejidos del hospedadory en los fenémenos de

coagregacion y agregacion bacteriana.

- Glicocalix. Puede estar constituido por glucanos y/o fructanos de gran importancia en

la adhesion y formacion de placas dentales.

- Pared celular. Es una cubierta rigida que confiere la forma peculiar a la bacteria, la
protege de posibles cambios de presién osmética, y es responsable de su coloracion
con la tincion de Gram.
Como en todas la bacterias grampositivas el principal componente es la mureina,
mucopéptido o peptidoglicano. Ademas de éste, otros elementos pueden formar parte
de la pared, entre ellos:

-- Acidos teicoicos y lipoteicoicos, intimamente ligados a la mureina. Los
primeros constituyen la sustancia C presente en el S. pneumoniae y los acidos
lipoteicoicos intervienen principalmente en fendmenos de adherencia y colonizacion,
dada su gran afinidad por las membranas bioldgicas, pudiendo ademas comportarse

por si mismos como antigenos grupo especificos (serogrupos D, H, N de Lancefield).
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AHR Revision

-- Carbohidratos parietales, como el polisacarido C, por cuyas diferencias de
composicion, junto a las de los acidos lipoteicoicos, se ha podido realizar la clasifica-
cion de los estreptococos en diversos grupos (Grupos de Lancefield) que se
denominan con letras latinas de la A a la W, exceptuandol, J, LL y N. Su composicion
varia segun los serogrupos; asi por ejemplo. en el grupo A dicho carbohidrato esta
constituido por N-acetilglucosamina y ramnosa.

-- Proteinas parietales localizadas externamente a la cubierta anterior o bién
intercaladas en ella o la mureina. Destacan la proteina M del estreptococo del grupo
A, la proteina asociada a la M (PAM) y el factor de opacificacion.

La proteina M constituye la base para {a clasificacion del estreptococo del grupo A en
80 serotipos, ademas de participar en la adhesividad a las células epiteliales,
comportarse como superantigeno y determinar la resistencia a la fagocitosis °.

Otro complejo antigénico es el formado por las proteinas T y R, las cuales no

intervienen en la patogenicidad del microorganismo.

- Complejo fibrilar superficial. En algunos casos los acidos lipoteicoicos, proteina
superficiales como fa M y fimbrias, forman agrupaciones fibrilares que intervienen en
procesos de adhesion a células del hospedador, al mismo tiempo que favorecen la

antigenicidad de los elementos estructurales individuales.

11
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1.1.2. CLASIFICACION E IDENTIFICACION.

Los estreptococos representan un amplio grupo de microorganismos algunos
de los cuales forman parte de la microbiota normal no habiéndose demostrado su
patogenicidad. Otros, sin embargo, se comportan como saprofitos, oportunistas e
incluso como patdégenos, produciendo diversas infecciones en el hombre y los
animales.

La clasificacion de los estreptococos se ha realizado en base a diversos
criterios, lo que ha motivado que exista una importante confusién en cuanto a su
taxonomia y nomenclatura, no siendo ningun sistema de diferenciacién suficiente por
si solo para clasificar estas bacterias, por ello es necesario recurrir a la utilizacion

combinada de varias propiedades y caracteristicas.

1.- Tipo de hemdlisis en agar sangre de carnero. Segun sus propiedades hemoliticas
se diferencian tres tipos de estreptococos, «, B y y hemoliticos. La « hemodlisis es la
lisis parcial de los hematies alrededor de una colonia produciendo un halo verdoso en
el medio de cultivo. La g hemdlisis resulta de la lisis completa de los hematies con
decoloracién total del medio. Se denomina hemodlisis y a la ausencia de ambos
fendmenos.

La actividad hemolitica puede verse influida por distintos factores entre los que
destacan el medio de cultivo empleado, el tipo de sangre, el procedimiento de siembra

y lectura, y principalmente el tipo de incubacion.

12




AHR Revision

2.- Estructura antigénica (Tabla 1). La constitucion antigénica del género es
particularmente compleja. En funcion de la presencia o no de antigenos de grupo es
posible dividirios en estreptococos grupables y no grupables.

El polisacarido C confiere el caracter grupo especifico a estos microorganismos
y en funcion a él se obtienen la mayoria de los serogrupos de Lancefield. Dicho
carbohidrato C es un compuesto ramificado formado por dos o varios monomeros cuya
composicion quimica, como se ha sefialado, difiere segun el grupo, pudiendo
detectarse ramnosa, galactosa, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamida y
galactosamida ®. En otros casos el caracter de grupo va ligado a los acidos lipoteicoi-

cos (serogrupos D, H y N).

13
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AHR Revision

Los serogrupos pueden a su vez dividirse en serotipos mediante antigenos
proteicos parietales superficiales, y por antigenos capsulares polisacaridos.
Los estreptococos no grupables también pueden dividirse en serotipos gracias a

polisacaridos capsulares (S. pneumoniae) o parietales (Grupo mutans).

3.- Caracteristicas fisioldgicas (Tabla 2). La diferenciacion de los estreptococos por
propiedades fisiologicas no es una tarea facil. En algunos casos, con un numero
restringido de pruebas clasicas o convencionales, se pueden relacionar estas
caracteristicas con determinados serogrupos. En otros, por el contrario, es necesario
utilizar una amplia gama de test que solo estan al alcance de laboratorios muy
especializados *°.

El desarrollo de pruebas que detectan enzimas bacterianas preformadas que
al hidrolizar un sustrato producen un cambio de color, estan contenidas en algunos
sistemas automatizados de identificacion ®’. Desgraciadamente los continuos cambios
en la nomenclatura de los estreptococos dejan con frecuencia anticuados en poco
tiempo estos sistemas, con lo que nuevas especies no pueden ser identificadas.
Otras pruebas para la identificacién consisten en la deteccion de proteasa de IgA,,
neuraminidasa e hialuronidasa®'?, aunque por su complejidad no puedan introducirse
como técnicas rutinarias.

La diferenciacion fenotipica tampoco es facil ya que numeros especies no
presentan pruebas uniformemente positivas o negativas, siendo el caracter variable
una constante muy frecuente. Esta caracteristica se utiliza para la obtencion de

biotipos.

15
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4.- Caracteristicas nutricionales. Algunos estreptococos, aparentemente variantes de
especies reconocidas, presentan, como se indico previamente. un comportamiento
nutricional especial al depender para su desarrollo de compuestos como el piridoxal
(Vitamina B;) o la cisteina. De esta forma pueden distinguirse los SVN, streptococci

variantes nutricionales, de los NSVN que carecen de tal dependencia.

9.- Caracteristicas genéticas y quimicas estructurales. Se basan en estudios sobre las
proporciones de C+G en el ADN cromosémico, la homologia ADN-ADN, ARN-ARN o
ARN-ADN, o la secuenciacion del ARN ribosomal (16S ARN,), asi como en analisis de
perfiles proteicos, estructura de la pared celular en cuanto a las secuencias de
aminoacidos y formas de uniones de éstos en la mureina, o estudio de acidos grasos
13_17.
Estas investigaciones genéticas y taxonomicas han permitido separar especies, hasta
hace poco consideradas idénticas, o aproximar otras que habian sido catalogadas
como diferentes. Un ejemplo de esto lo tenemos en dos especies con una homologia
ADN-ADN del 30-38%, tales como Streptococcus mitis y Streptococcus oralis, que
actualmente se consideran distintas aunque fenotipicamente sean casi idénticas (se
consideran cifras de homologia alta a partir del 70%) '**°.

Por desgracia estos estudios no siempre son definitivos, y el empleo de
métodos no estandarizados o de cepas no caracteristicas lleva a que en algunas
ocasiones se planteen discrepancias entre distintos estudios. Tal es el caso de las

especies Streptococcus anginosus, Streptococcus intermedius y Streptococcus

17
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constellatus en los que mientras unos autores proporcionan resultados de alta
homologia, otros sefialan que ésta es baja 0 moderada »
Cabe esperar que en e futuro, la combinacion de pruebas bioquimicas,

antigénicas, genéticas Y quimicas estructurales permitan clasificar los estreptococos.

6.- Criterios clinicos. La diferenciacion entre estreptococos pidgenos y no piogenos en
la actualidad se ha quedado desfasada. A las especies consideradas clasicamente
como productoras de procesos purulentos, como Streptococcus pyogenes, Streptococ-
Cus agalactiaey S. pneumoniae, habra que ir incluyendo en el futuro otras muchas,
conforme se vayan clasificando y profundizando en la significacion patégena de los

estreptococos denominados viridans.

A la vista de lo expuesto, resulta evidente que no es facil realizar una
clasificacion racional de los estreptococos. Teniendo en cuenta una visién eminente-
mente préactica puede hacerse la siguiente division:

* Estreptococos grupables (por los grupos de Lancefield). Las especies de
principal importancia en patologia humana son:

-Estreptococos del grupo A -~ Streptococcus pyogenes
-Estreptococos del grupo B --Streptococcus agalactiae
-Estreptococos del grupo D -- Streptococcus bovis

* Estreptococos no grupables

- Streptococcus pneumoniae

- Estreptococos vindans

18
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# ESTREPTOCOCOS GRUPABLES

- STREPTOCOCCUS PYOGENES

Esta especie puede encontrarse formando parte de la microbiota faringea en
un S a 10% de sujetos sanos, desconociéndose las implicaciones clinicas que puedan
derivarse de esta situacion.

Entre sus factores de virulencia, aparte de los elementos estructurales comunes
a los restantes estreptococos y algunos de ellos con comunidad antigénica con
estructuras del hospedador, produce una gran cantidad de enzimas (estreptoquinasa,
hialuronidasa, nucleasas, proteasas, etc) y toxinas (estreptolisina O, estreptolisina S,
y toxina eritrogénica) que libera al exterior y que tienen un importante papel en el
desarrollo de los diversos cuadros clinicos producidos por este microorganismo, entre
los que destacan: faringitis aguda, escarlatina, impétigo, erisipela, cuadros inmunoldgi-

cos (fiebre reumatica, glomerulonefritis aguda), endocarditis y septicemia %',

- STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

Puede encontrarse formando parte de la microbiota normal intestinal y del
aparato genital femenino, y mas excepcionaimente, de la faringea. Habitualmente
produce B hemolisis en el medio de cultivo, aunque a veces es posible detectar cepas
« 0 y hemoliticas. El proceso mas grave en el que se encuentra implicado es la sepsis

neonatal precoz *' (por infeccion del recién nacido a su paso por el canal del parto), o

19
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tardia (a partir de otros neonatos o del personal sanitario), que suele afectar a nifios
prematuros y de bajo peso y cursa con manifestaciones generales muy graves,

pudiendo llegar hasta exitus.

- OTROS ESTREPTOCOCOS GRUPABLES

Dentro de los estreptococos denominados como grupables, hay una gran
cantidad de microorganismos que, aunque habitualmente se hallan entre la microbiota
normal del ser humano, también han sido implicados , con mayor o menor frecuencia,
en distintos procesos infecciosos; entre otros, estan:

* Streptococcus bovis.

Es huesped habitual del intestino de numerosos animales y delhombre y puede
producir endocarditis y cuadros de bacteriemia en individuos afectados de neoplasias
de colon.

* Estreptococos del grupo G y M.

Son B hemoliticos, tienen como habitat natural la rinofaringe ademas de piel

y vagina en el caso del grupo G, y se relacionan con endocarditis, infecciones de

heridas, etc.

20
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# ESTREPTOCOCOS NO GRUPABLES

- STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Aungue genéticamente esta proximo a algunas especies de estreptococos
viridans, fenotipicamente no debe considerarse como perteneciente a estos. Sus
propiedades caracteristicas, que permiten la diferenciacion con el resto de los
estreptococos, son la sensibilidad a la optoguina y la solubilidad en bilis. En Ia tincién
de gram aparecen como cocos grampositivos lanceolados, asociados en parejas, y
recubiertos de una capsula polisacarida, responsable de la subdivision en serotipos de
ésta especie.

Cuando se incuban en atmosfera aerobia se comportan como « hemoliticos,
mientras que en anaerobiosis producen g hemdlisis. No se desarrollan bién en medios
sin sangre ya que necesitan la catalasa sanguinea para descomponer el agua
oxigenada producida en su metabolismo y que llega a resuitarles toxica.

Con frecuencia se encuentra formando parte de la microbiota normal de la
rinofaringe, pudiendo convertirse en patogeno ante situaciones predisponentes tales
como la anestesia, esplenectomia, alcoholismo, infecciones viricas y otros procesos
en los que exista una disminucion de los mecanismos defensivos, tanto locales como
generales, del hospedador. En estas circunstancias pueden originar cuadros de
neumonia lobar, ofitis, sinusitis, y pasar a la circulacién general causando sepsis y

posibles focos a distancia (artritis, meningitis, peritonitis, endocarditis, etc.).
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- ESTREPTOCQCQS VIRIDANS

Estos estreptococos tienen su habitat principal en la cavidad oral y en la faringe
y su significacion patogénica mas importante va ligada a fa formacion de placas
dentales, caries, periodontitis y otros procesos odontoestomatoldgicos desde donde
puede pasar a sangre, tras manipulaciones a este nivel, causando cuadros de
endocarditis subaguda , de especial significacion en sujetos portadores de véalvulas
protésicas.

Bajo la denominacion de “viridans' se incluyen un amplio nimero de

estreptococos de dificil clasificacién, lo que motiva una importante confusion
taxonémica aun no resuelta. En el momento actual, fundamentalmente en base a
criterios fisiologicos, quimiogenéticos y nutricionales, se admiten los siguientes grupos:
mutans, oralis, salivarius, milleri y nutricionales deficientes.
Cada uno de estos grupos esta constituido provisionalmente por las especies
recogidas en la Tabla 3. Las actuales denominaciones NO son aceptadas por todos los
autores, de ahi la necesidad de conocer la clasificacion anterior y su equivalencia con
la presente (Tabla 4).

En cualquier caso, la diferenciacion fenotipica de las distintas especies es una
tarea complicada para la cual se requiere la introduccion de pruebas bioguimicas hasta
hace unos afios no habituales, problema en parte solucionado por el empleo de
sistemas automatizados de identificacion.

Las principales caracteristicas diferenciales de las distintas especies se reflejan

en la Tabla 5.
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TABLA 4: CAMBIOS TAXONOMICOS DE LOS
ESTREPTOCOS VIRIDANS *

DENOMINACION SINONIMOS

ACTUAL

S.downej Serotipo h
Tipo I. Grupol:B. S.sanguis

S.sanquis subespecie carlssonii. Cepas de
S.sanguis |. S.sanguis biotipo A
serotipo .
Cepas aisladas no bién clasificadas de

S.parasanguis estreptococos viridans.
Tipo I-Il. S.sanguis subespecie

S.gordonji sanguis. Cepas de S.sanguis |.
S.sanguis biotipo A serotipo 1. Cepas
de S.mitis.

S.crista Cepas de S.sanguis | "CR". S.sanguis
con mechon fibrilar.

S.oralis Tipo 1. Grupo |:A. Cepas de S.mitiory
S.sanguis |l.

S.mitis V:A. V:B. Cepas de S.mitior.

S.vestibularis

Grupo IV. Cepas aisladas de ia
mucosa vestibular con caracteres
atipicos.

Grupo milleri

Grupo anginosus. S.anginosus-
intermedius. S.milleri. Streptococcus
MG. S.anginosus. S.constellatus.
S.intermedius. S.anginosus-
constellatus. Cepas de S.constellatus.
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-- GRUPO MUTANS

Esta constituido por las especies Streptococcus mutans, Streptococcus rattus,
Streptococcus cricetus, Streptococcus sobrinus, Streptococcus ferus, Streptococcus
downeiy Streptococcus macacae. Estructuralmente no difieren del modelo general de
todos los estreptococos salvo en la ausencia de capsula, polisacarido C, complejos
proteinas-acidos lipoteicoicos-fimbrias, y en que estas ultimas, cuando existen, no son
muy prominentes. Por el contrario, Ia pared es rica en proteinas y polisacaridos en
Cuya composicion entran a formar parte glucosa, ramnosa, galactosa, etc. Estos
polisacaridos muestran distintas especificidades antigénicas, lo que permite diferenciar
los serotipos a, b, ¢, d, e, f, gyh? Y, junto a las proteinas superficiales, participan en
procesos de adhesion y agregacion. Los principales caracteres diferenciales entre las

especies del grupo se recogen en la Tabla 5.

CULTIVO

Su metabolismo es anaerobio y aerobio facultativo y su temperatura optima de
crecimiento se situa alrededor de los 37°C. Es aconsejable incubar los cultivos en
atmosfera anaerobia durante las primeras 24 horas y posteriormente otras 24 horas
en aerobiosis ya que de esta forma se favorece la produccion de agua oxigenada, que
es un importante caracter diferencial, y también en parte la formacion de polisacaridos

extracelulares que en algunos casos pueden facilitar el reconocimiento de las colonias.
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Cuando se siembran en un medio sélido como el agar sangre de carnero son a O y
hemoliticos, a excepcién de algunas cepas de S. mutans que producen B hemdlisis.
Para su aislamiento se pueden emplear medios algo mas selectivos como es el caso
del MSA (Mitis Salivarius Agar) en cuya composicién hay sustancias inhibidoras tales
como el telurito potasico, azul tripan y cristal violeta mas un 5% de sacarosa. Otro
medio aun mas frecuentemente empleado y selectivo es el MSB (Mitis Salivarius
Bacitracina) que es MSA adicionado de 0.2 U/ml de bacitracina y 15 gramos mas de
sacarosa. Este medio es considerado por algunos autores como inhibidor del serotipo
¢ (S. cricetus) * y pese a que ésta especie es muy poco frecuente, se han desarrollado
otros medios de cultivo que subsanan este inconveniente como es el caso del agar
TYCSB (tripticasa, extracto de levadura, cisteina, sacarosa, bacitracina)*. Las colonias
en MSA y MSB aparecen elevadas, convexas, onduladas, de color azul oscuro con
margenes irregulares, superficie granutar, mas o menos adheridas, y rodeadas por un
halo brillante cuando producen polisacaridos extracelulares. Sin embargo, tanto en
estos medios como en el agar TYCSB, el aspecto de las colonias puede variar mucho
no solo entre especies, sino entre cepas de la misma especie, lo cual a menudo

dificulta su reconocimiento.
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METABOLISMO DE LA SACAROSA

El sustrato mas importante para estos microorganismos a nivel de la cavidad
oral es la sacarosa. De su metabolizacion derivan la produccion de acidos y la sintesis

de polisacaridos extra e intracelulares.

1.- Produccion de acidos (Figura 2) Z.

Solo una pequefia parte de la sacarosa es derivada para la formacion de
polisacaridos extra e intracelurares siendo la mayoria de ella empleada como fuente
energética para el desarrollo de estos estreptococos. La sacarosa intracelularmente
se encuentra bajo la forma de sacarosa y sacarosa-6-fosfato (sacarosa 6P). En el
primer caso, por enzimas tipo invertasas, se originan glucosa y fructosa que
fosforilandose dan lugar a glucosa 6P y fructosa 6P. En el segundo caso, por la accion
de la sacarosa 6 dehidrolasa, surgen glucosa 6P y fructosa. En uno u otro caso ambos
azucares, glucosa y fructosa, seguiran la via glucolitica de Embden-Meyerhof-Parnas
para producir fundamentalmente lactato y también pequefias cantidades de formato,
acetato y etanol . Desde el punto de vista practico, la via piruvato formato liasa tiene
una cierta importancia ya que se inactiva en presencia de oxigeno ® porlo gue la
acidogenicidad de estas bacterias debe evaluarse en anaerobiosis.

Existen al menos dos mecanismos de transporte de sacarosa al interior de estas
bacterias, conocidos como sistema fosfoenolpiruvato fosfotransferasa y sistema ligado

a permeasas.
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Sistema fosfoenolpiruvato fosfotransferasa (Figura 2). Para el mismo se requiere la

participacion del complejo fosfotransferasa, constituido por una proteina enzimatica
soluble (PES), otra ligada a la membrana bacteriana (PEM) y una proteina de bajo
peso molecular (PBPM). La PES cataliza la transferencia del fosforii medio del
fosfoenolpiruvato a la PBPM. La PEM transfiere el fosfato medio de la PBPM-P al
azucar, que fosforilado, pasa al interior celular.

La piruvatocinasa es el eslabon que regula la sintesis, de forma que a bajas
concentraciones de sacarosa extracelular o de glucosa 6P vy fructosa 1-6 2P
intracelular, se inhibe la enzima y el fosfoenolpiruvato es utilizado fundamentalmente
como elemento de transporte. Ante altas concentraciones extra e intracelulares de
sacarosa los sistemas enzimaticos bacterianos no son capaces de "depurar” todos los
productos intermediarios de la glucolisis, porlo que estos se acumularian y resultarian
toxicos. En estas condiciones, aparte de la sintesis de polisacaridos de reserva, se
activaria la piruvatocinasa, lo que llevaria a aumentar los niveles de piruvato,
activandose la lactato deshidrogenasay eliminandose elevadas cantidades de lactato
y menos de formato, acetato y etanol a través de la piruvato formato liasa. De esta
forma se drenan de la célula aquellos productos que le son nocivos.

Sistema de transporte ligado a permeasas (Figura 3). Actuaria ante altas concentracio-
nes de sacarosa extracelular. La metabolizacion de hidratos de carbono en general y
de la sacarosa en particular, determina la liberacion de hidrogeniones cuyos aceptores
pueden ser oxigeno, nitratos, nitritos, fumaratos, etc. (Figura 2) y cuya finalidad es la
génesis de energia mediante la sintesis de ATP a partir de ADP. Estos hidrogeniones

pueden ser eliminados al exterior celular generando una fuerza motriz, bién a través
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de la cadena transportadora de electrones a nivel de membrana, con pérdida de
energia (ATP-ADP), mediante ATPasas que requieren Mg™ y Ca™ o a través de la
salida de productos metabolicos finales acidos como el lactato (Figura 2). De esta
forma se crea un gradiente de protones, por lo que por un lado el K* penetra en el
interior de la bacteria para compensar la pérdida de protones y por otro, estos ultimos
también pueden introducirse en la célula utilizando la fuerza motriz generada en la
sintesis de ATP a partir de ADP. Finalmente otros protones ingresan acoplados a la
entrada o salida de iones como Na' y PO, pudiendo ocurrir fo mismo con la sacarosa,
que penetraria en el citoplasma mediada por una molécula portadora.
Oftros azucares y polialcoholes como maltosa, galactosa, fructosa, lactosa,
- sorbitol, manitol, etc., pueden usar uno o ambos de estos sistemas de transporte e

ingresar tras la formacion de diversos productos intermediarios, mediante un numero

variable de enzimas, en la via glucolitica.
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2.-Formacion de polisacaridos extracelulares .

Los estreptococos del Grupo mutans son capaces de sintetizar homopolisacari-
dos extracelulares, especialmente a partir de la sacarosa, ios cuales pueden ser de
tres tipos: glucanos hidrosolubles (dextranos), glucanos no hidrosolubles o insolubles
(mutanos) y fructanos hidrosolubles “*. En los glucanos solubles predominan los
enlaces «(1,6) con ramificaciones «(1,2), «(1,3) y «(1,4), mientras que en los
insolubles predominan los enlaces a(1,3) con ramificaciones «(1,6) “’. En los fructanos,
que son hidrosolubles, existen uniones p(2,6) o p(1.2).

La formacion de estos polimeros se debe a la accidon de una o varias enzimas
extracelulares denominadas glucosiltransferasas (GTF) o fructosiltransferasas (FTF),
qgue escinden la molécula de sacarosa y polimerizan los monosacaridos transfiriendo
grupos glucosilicos o fructosilicos, respectivamente, a aceptores de glucanos o

fructanos preexistentes ***.

Aceplor glucosilico

(G-0-G)
SACAROSA - e GLUCANO + FRUCTOSA
G GeF SEE (G-0-G)__, F

Aceptor fructosilico
{F-0-F)

SACAROSA ——— FRUCTANG + GLUCOSA
G-O-F FiF (F-0-F) ppy G
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Las glucosiltransferasas que intervienen en la produccién de glucanos
insolubles son de peso molecular alto (GTF-I), mientras que las que lo hacen en la
sintesis de glucanos solubles poseen un peso molecular bajo (GTF-S) 2 **', Estas
proteinas enzimaticas pueden aparecer localizadas en las superficies bacterianas,
libres en el medio ambiente o adsorbidas a la pelicula adquirida.

Se ha discutido mucho la significacion de los polimeros extracelulares; en
general, los glucanos solubles y los fructanos son mas facilmente degradados por
enzimas tipo glucanasas y fructanasas hasta la formacion de productos mas sencillos.
Por el contrario, los glucanos insolubles son degradados dificilmente por las bacterias,
convirtiendose en los principales responsables de la adherencia bacteriana, tanto a la

matriz acelular de la placa dental, como a las valvulas cardiacas ©*.

3.- Sintesis de polisacaridos intracelulares (Figura 4) .

Tras la hidrdlisis de la sacarosa a partir de la sacarosa 6P, la glucosa 6P
resultante es convertida en glucosa 1P por una fosfoglucomutanasa. Ante la presencia
de altas concentraciones de glucosa 1-6 2P u otros productos intermediarios de la
dlucoalisis, se activa una ADP-glucopirofosforilasa que conduce a la formacion de ADP
y glucosa, la cual mediante una glucégeno sintetasa es polimerizada a giucogeno con
predominio de enlaces a(1,4) y algunos «(1,6). De esta manera se evita la accion
toxica del exceso de aporte exdgeno de sacarosa y por otra parte se fabrica un
material de reserva de gran utilidad en ausencia de aporte exterior. Cuando falta este
azucar o los niveles de fosfoenolpiruvato estan bajos, se activa una glucogenofosforila-

sa que agota las reservas de polisacaridos intracelulares.
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— Streptococcus mutans

Esta especie posee los polisacaridos antigénicos c¢,d y f del grupo mutans. En
agar sangre las colonias suelen comportarse como a 0 y hemoliticas y excepcional-
mente pueden presentar B hemodlisis. Tiene las enzimas GTF-l, GTF-S y FTS,
sintetizando glucanos solubles, insolubles y fructanos ademas de polisacaridos
intracelulares de reserva que pueden ser degradados por dextranasas, fructanasas y
glucogenofosforilasas *. Aunque es especialmente acidégeno, no es tan acidurico
como S. sobrinus *. Presenta proteinas fijadoras de glucanos que intervienen en los
fenémenos de adhesion y de agregacion bacteriana . También poseen proteinas
parietales superficiales que pueden liberarse al medio en el curso del crecimiento
bacteriano y que se comportan como adhesinas; son conocidas, segun los autores,
como antigenos B, I/ll, IF, P1 y Pac. El papel de las fimbrias y de los acidos
lipoteicoicos en los procesos de adhesion a tejidos del hospedador y en los de
agregacion bacteriana es controvertido. Entre el 50 y 70% de las cepas son
bacteriocinogenas **; estas bacteriocinas muestran un espectro que se extiende a otras
bacterias grampositivas, tanto cocos como bacilos, e incluso a Nocardiay Mycobacte-
rium phlei®.

El hospedador principal es el hombre, en el que ha mostrado su poder cariégeno
colonizando especiaimente las superficies duras de la cavidad oral (esmalte o
cemento). A nivel extraoral S. mutans esté relacionado con la aparicién de cuadros de

endocarditis subaguda y mas raramente con otros procesos patologicos >**°%.
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Esta especie sigue siendo sensible a una amplia gama de antibidticos que
incluye betalactamicos, macrdlidos, lincosamidas, etc., si bién en los tltimos afios se
ha observado una lenta y progresiva pérdida de sensibilidad, habiéndose descrito

cepas con altos niveles de resistencia a los aminoglucosidos y tolerantes a la penicilina

29,38

--- Streptococcus sobrninus

Contiene los polisacaridos del Grupo mutansdy g, aunque hay cepas sin estos
antigenos. Habitualmente es « hemolitico en agar sangre y en raras ocasiones no
produce hemdlisis; en cualquier medio las colonias son mas lisas que las de S.
mutans. Es la anica especie del grupo que elabora peroxido de hidrégeno. Produce
glucanos solubles e insolubles *'*, pero no fructanos, y posee una dextranasa para
hidrolizarlos. No sintetiza polisacaridos intracelulares, siendo mas acidurico que S.
mutans®. Al igual que esta ultima especie, posee proteinas superficiales fijadoras de
glucanos y otras con caracter de adhesinas (Spa A y Pag), relacionadas serologica-
mente con las de S mufans, que median procesos de adhesion y agregacion
bacteriana.

El porcentaje de cepas bacteriocinogenas es del 20 al 30%. Aunque también
coloniza superficies duras, se encuentra en cantidades inferiores a S, mutans en las
localizaciones supragingivales. Lo sefialado para S. mutans respecto a la susceptibili-

dad a los antibiéticos es valido para esta especie. Fuera del ambito oral su significacion
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patdgena es dudosa, salvo en la endocarditis subaguda, y aun en estos casos no

existen estudios significativos.

--- Streptococcus cricetus

Posee el polisacarido del grupo a y sus colonias pueden ser « o y hemoliticas.

Esta especie es mucho menos frecuente que las dos anteriores en placa dental

humana y, aunque sintetiza los dos tipos de glucanos y polisacaridos intracelulares,

su potencial de cariogenicidad humano es escaso.

--- Streptococcus rattus

Posee el antigeno b del grupo. Poco frecuente en la cavidad oral humana,

sintetiza glucanos solubles e insolubles, fructanos, y grandes cantidades de

polisacaridos intracelulares.

--- Streplococcus ferus, Streptococcus downei y Streptococcus macacae.

Estas especies se aislan de forma excepcional en la cavidad oral humana.
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-- GRUPO ORAL/S

Incluye las especies Streptococcus sanguis , Streptococcus parasanguis,
Streptococcus gordonii, Streptococcus crista, Streptococcus oralis y Streptococcus
mitis. Todas ellas han experimentado, a lo largo de los dltimos afios, importantes
cambios taxonomicos, lo que aparte de los problemas de indole microbiolégico, ha
provocado una importante confusién a la hora de sefialar su significacion patégena
actual. Asi, cepas que un dia fueron denominadas, por ejemplo, como S. sanguis hoy
lo serian como S. crista o S. gordonii, o cepas designadas en otros tiempos como S.
mitior actualmente son S. mitis o S. oralis (Tabla 4) *,

De esta forma es dificil relacionar los datos proporcionados por trabajos
antiguos con la actual situacion taxonomica por lo que , por ejemplo, muchas
endocarditis subagudas que etioldgicamente se relacionaron con una especie
determinada hoy lo estarian con otras. Este problema tiene dificil solucién, mas adn
cuando los actuales criterios taxonomicos distan mucho de ser estables y gozar de

aceptacion unanime por todas las escuelas.

--- Streptococcus sanguis

Puede poseer, aunque no siempre, los antigenos H y W de Lancefield. Las
colonias son « hemoliticas en agar sangre y en MSA aparecen elevadas, de
superficies y bordes lisos, fuertemente adheridas al agar *°. Se han descrito tres

biotipos *:
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BIOTIPOS RAFINOSA AMIGDALINA
1 + -
2 + +
3 - -

Debido a los cambios taxondomicos habidos en los ultimos afios su capacidad
bacteriocinégena es discutida, si bien algunos autores sefialan que su espectro de
accion se extiende incluso a las bacterias gramnegativas. Produce peroxido de
hidrogeno *' (el cual puede causar autolisis) y tiene actividad proteasica sobre la IgA,
“"lo que le confiere ventajas ecoldgicas, por su accion inhibitoria sobre otros
microorganismos y por la posibilidad de evadir los mecanismos locales de defensa de
las superficies epiteliales. No sintetiza polisacaridos intracelulares ni extracelulares,
salvo glucanos®, si bién no posee dextranasas. Consta de proteinas parietales
superficiales, SSP-S, relacionadas antigenicamente con las de S. mutansy S. sobrinus
que permiten, como adhesinas, su union a la pelicula adquirida y superficies
epiteliales. En estos procesos pueden estar implicados los acidos lipoteicoicos
individualmente o a través de sus uniones a proteinas superficiales y fimbrias que
forman un entramado fibrilar. Estas fibrillas, o las fimbrias individualmente, serian las
responsables de interacciones tipo lectina-carbohidratos o proteinas-proteinas con
otras bacterias, determinando coagregaciones “*“. De igual forma, receptores
polisacaridos superficiales de S. sanguis pueden interactuar con proteinas de fimbrias

de otras bacterias y, mediante el ya sefialado mecanismo tipo lectina-carbohidratos,

determinar igualmente agregados bacterianos.
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El habitat primario de S. sanguis, ademas de la cavidad oral, es la faringe piel e
intestino ®. Aparte de su significacion odontoldgica, esta tambien implicado la aparicién
de endocarditis infecciosa subaguda, infecciones de heridas y diversos tipos de

abscesos y procesos purulentos “*7*.

--- Streptococcus parasanguis

Esta especie incluye cepas atipicas de estreptococos viridans procedentes de
aislamientos de faringe, orina, sangre, etc. "*. Es « hemolitica, pudiendo dar reacciones
cruzadas con los serogrupos de Lancefield B, G y F. No produce polisacaridos extra

ni intracelulares, pero si peroxido de hidrogeno.

--- Streptococcus gordornii

Coloniza la orofaringe y probablemente forma parte de la microbiota normal de
intestino y piel. Produce e« hemolisis en agar sangre y carece de los polisacaridos de
los grupos de Lancefield, aunque excepcionalmente algunas cepas pertenecen al
serogrupo M. Elabora perdxido de hidrogeno y polisacaridos extracelulares solubles
tipo glucanos, aunque no intracelulares ni proteasa IgA, . Su significacién patogena,

fuera del ambito oral, quizas sea similar a la de S. sanguis.
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--- Streptococcus crista

Especie a« hemolitica, algunas cepas dan reacciones cruzadas con los
serogrupos H y K de Lancefield. Se caracteriza por poseer un mechon fibrilar lateral
intimamente ligado con procesos de adhesién y agregacion bacteriana “°. La
produccion de glucanos solubles es variable y, como otras especies del grupo, posee
actividad peroxidogénica. Su habitat primario, ademas de la cavidad oral, y su

significacion patégena fuera de la misma, parece similar a S, sanguis.

--- Streptococcus oralis

Como las otras especies, es a hemolitico y ademas, intensamente peroxidoge-
nico *’. Tiene igualmente actividad neuraminidasicay de proteasa IgA, *'°"' La sintesis
de polisacaridos extracelulares solubles tipo glucano es variable. Se ha sefialado su

potencial poder bacteriémico y productor de endocarditis *°°'

--- Streptococcus mitis

Especie « hemolitica que en MSA da colonias lisas, planas, de color azul

luminoso, con una clpula central y poco adheridas al agar. Se han descrito dos

biotipos:
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BIOTIPO ARGININA B GLUCOSAMINIDASA
1 . -

2 + +

10,1112
L

Solo algunas cepas del biotipo 1 tienen actividad IgA, proteasica a

produccion de neuraminidasa es variable en ambos *', pero constante su capacidad

4212

peroxidogénica™ . No sintetiza fructanos pero si, aungue excepcionalmente, glucanos

solubles, insolubles, y polisacaridos intracelulares. Su poder cariégeno es dudoso, no
asi enlas endocarditis subagudas, en las que claramente se ha mostrado como agente

etiolégico *"%2%,
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-- GRUPO SAL/VARIUS

Incluye las especies Streptococcus salivariusy Streptococcus vestibularis "
que muestran un grado de sensibilidad a los antibidticos similar a los sefialados para
otros estreptococos viridans y una especial predileccion por colonizar superficies

epiteliales en la cavidad oral.

--- Streptococcus salivarius

Algunos autores consideran la existencia de dos subespecies: salivarius y
thermophilus; sin embargo, estudios de homologia de ADN indican que por el momento
deben considerarse como dos especies distintas.

S. salivarius es habitualmente y hemolitico y excepcionalmente produce « o B
hemolisis. Se distinguen dos serotipos: el |, que da reacciones cruzadas con el
serogrupo K de Lancefield, y el ll, que no presenta esta reactividad. En MSA las
colonias son mucoides, grandes, redondeadas, con una zona alrededor gue recuerda
una gota de agua. Sintetiza fundamentalmente fructanos y polisacaridos intracelulares
degradados respectivamente por fructanasas y glucogenofosforilasa *, sin embargo,
la produccion de glucanos extracelulares es excepcional . Coloniza fundamentalmen-
te el dorso de la lengua “°*, siendo su capacidad cariogena dudosa y asociandose

raramente a endocarditis subaguda *°.
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--- Streptococcus vestibulans

Esta especie es siempre « hemolitica y peroxidogénica. No produce

polisacaridos extracelulares ni intracelulares. Se aisla preferentemente en la region

vestibular de la cavidad oral, no conociéndose su significacion patégena, ni a este ni

a otros niveles del organismo humano *'.
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-- GRUPO MILLER/

Forman este grupo las especies Streptococcus intermedius, Streptococcus
constellatusy Streptococcus anginosus. La diferencia en los resultados de homologia
de ADN obtenidos por diversos autores hacen que deban ser consideras como

especies distintas **%

. Tienen una distribucién humana muy amplia: placa dental,
nasofaringe, intestino, piel, tracto respiratorio superior, etc. *°. Esto supone una
patologia muy diversa, aislandose de numerosos procesos infecciosos: abscesos de
sistema nervioso central, higado y odontoldgicos, infecciones genitales, septicemias,
endocarditis, etc. %%,

La diferenciacion fenotipica no es facil =, lo que ha contribuido a errores
taxonomicos. S. anginosuses B hemoliticoy S. constellatusy S. intermedius son a o
y hemoliticos. Todos ellos carecen de polisacéaridos intra y extracelulares y, mientras
que S. infermedius no posee antigenos del grupo de Lancefield, S. anginosus
pertenece a los grupos A, C, F y G y S.constellatus a veces al F %% En MSA las
colonias son muy heterogéneas, propias de la diversidad de las especies: lisas,
rugosas, concavas, convexas, etc., teniendo unicamente como caracter comun su facil

desprendimiento del agar. Como el resto de los estreptococos viridans, muestran

patrones de sensibilidad similares a los ya sefialados.
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-- ESTREPTOCOCOS VARIANTES NUTRICIONALES (SVN)

Se caracterizan por ser piridoxal (Vitamina B,) o cisteina dependientes, por lo
que presentan fendmenos de satelitismo con Staphylococcus aureus *. Suelen ser
especies clasicas de estreptococos que tienen deficiencias metabdlicas . Algunos
autores, sin embargo, proponen los nombres de Streptococcus adjacensy Streptococ-
cus defectivus para denominar a estos microorganismos 7.

Estan especialmente implicados en la produccién de endocarditis subagudas y

bacteriemias %"

de peor pronostico que el habitual, debido a la menor susceptibilidad
que estos microorganismos presentan a los antibiéticos ',y a la mayor dificultad pata

detectar su presencia en el laboratorio.
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1.2.1 GENERALIDADES

La endocarditis infecciosa es una enfermedad causada por la colonizacién del
endocardio por microorganismos que producen una lesién caracteristica denominada
vegetacion. Aunque las estructuras afectadas con mayor frecuencia son la valvulas
cardiacas, la infeccion también puede extenderse hacia endocardio mural, shunt
arteriovenosos, ductus arteriosos persistente o defectos septales.

En la era preantibiética esta enfermedad presentaba un curso invariablementa
fatal con unos porcentajes de curacién espontaneainferiores al 1% . El descubrimien-
to de la penicilina abrid un futuro mas alentador a los sujetos afectos por esta
enfermedad "

La edad media de los individuos con endocarditis ha variado en las Gltimas
décadas, de forma que actualmente afecta a personas de mas edad (mayores de 50
afios) ™, siendo rara en menores de 15 afios . Estas variaciones deben explicarse en
base al descenso progresivo en la incidencia de fiebre reumatica, la mayor espectativa
de vida de los enfermos con valvulopatias, y a la mayor vida media de los individuos
con defectos cardiacos congénitos, y de la poblacién en general. Otro factor a tener en
cuenta es el aumento de las endocarditis infecciosas adquiridas intrahospitalariamente
y derivadas del uso cada vez mas frecuente de la cirugia cardiaca correctiva
(reposiciones valvulares, marcapasos, etc.) ”°.

79,80

Esta enfermedad afecta en mayor proporcién a hombres que a mujeres ",

asentando preferentemente a nivel de la valvula mitral seguida de la aortica, y
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presentandose en aproximadamente un caso de cada 1000 individuos gue ingresan

en un hospital *'.

Los principales defectos cardiacos que se asocian con una mayor frecuencia
de endocarditis infecciosa son la comunicacién interventricular, coartacion aortica,
tetralogia de Fallot y la persistencia del ductus arterioso *, siendo rara su presenta-

cion en los defectos del tabique interauricular.

1.2.2. CLASIFICACION CLINICA

Las endocarditis, en relacion al curso y la evolucion clinica gue presentan, se

han dividido clasicamente en:

* Endocarditis aguda: Se caracteriza por la aparicion de un dafio valvular rapido
con un curso septico que lleva a la muerte en pocos dias o semanas. Suele asentar
sobre valvulas previamente sanas, y los microorganismos que con mayor frecuencia

esta implicados son S. aureus, S. pneumoniae vy Neisseria gonorrhoeae.

* Endocarditis subaguda (E.I.S): Evoluciona de forma mas insidiosa, con
deterioro valvular mas progresivo, afectando generalmente a individuos con una

alteracion valvular previa. Su principal agente causal son los estreptococos viridans.
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* Endocarditis sobre protesis valvulares: Las protesis valvulares, u otros
instrumentos intracirculatorios. suponen una alteracion estructural que aumenta el
riesgo de colonizacién endocardica por microorganismos, y que modifica las
caracteristicas, tanto clinicas como terapéuticas, del proceso infeccioso, el cual se
presenta como una complicacion grave, aunque afortunadamente poco frecuente, del

recambio valvular **

. Dependiendo de que ésta colonizacion se produzca antes o
después en el tiempo, se conocen dos tipos de endocarditis sobre valvulas protésicas

(EVP):

- EVP precoz: La sintomatologia aparece en el transcurso de los primeros dos
meses tras la colocacion de la protesis. El principal agente causal de este cuadro es
Staphylococcus epidermidis **, seguido por S. aureus. Probablemente el origen sea
implantacion de microorganismos durante la intervencion quirdrgica, bién en la valvula

protésica, o en los lugares de sutura.

- EVP tardia: Aparece transcurridos mas de dos meses de la cirugia cardiaca.
La puerta de entrada de la infeccién puede ser la implantacion intraoperatoria de la
bacteria, aunque generalmente el origen del proceso radica en bacteriemias
transitorias posteriores a manipulaciones dentales, por lo que su etiologia es similar
ala de la endocarditis subaguda, y los estreptococos viridanslos microorganismos mas

frecuentemente implicados.
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1.2.3. ENDOCARDITIS SUBAGUDA

Z ETIOLOGIA

La mayoria de los cuadros de endocarditis infecciosa se presentan de una
forma subaguda, siendo los estreptococos wviridans los microorganismos mas
frecuentemente implicados en su aparicion ® . Esta forma de endocarditis suele
incidir sobre vaivulas cardiacas alteradas, bién por un proceso antiguo de fiebre
reumatica o por alguna cardiopatia congénita.

Dentro de los estreptococos viridans hay algunas especies que se aislan con
mayor frecuencia en estos pacientes, como son S sanguils, S. mutans, S. mitis y
estreptococos del grupo mifleri” ™ (Tabla 6). También es frecuente la infeccion por
estreptococos variantes nutricionales, los cuales presentan una evolucion mas
prolongada y mas tasas de recaidas .

La mayor incidencia de endocarditis infecciosa producida por estas especies
parece estar ligada a la produccion por parte de las mismas de polisacaridos
extracelulares insolubles, tipo dextrano (glicocalix), que favorecen su adherencia a las

valvulas cardiacas **

. En este sentido, S. mutans es una de las especies mas
frecuentemente productoras de glicocalix, de ahi que alcance las mayores tasas de
relacion entre la aparicion de bacteriemia por éste microorganismo y el posterior

desarrollo de endocarditis ** (Tabla 6).
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*PATOGENIA

En condiciones normales el flujo sanguineo discurre por el arbol vacular y €l
corazon de manera continua e uniforme. sin que exista ninguna alteracién del endotelio
vascular. Estas circunstancias cambian cuando se presentan anomalias estructurales
en el corazon o los grandes vasos cue determinan la formacidn de zonas de
turbulencias con flujos de corriente rapida y remolinos, de forma que el choque
continuo de la sangre sobre el endotelio valvular altera sus condiciones de nutricion
y posibilita el que queden al descubierto el colageno subendotelial y otros componen-
tes de la matriz extracelular. Todos estos fenémenos se traducen en una pérdida de
la habitual lisura del endotelio, propiciando el inicio de la serie de acontecimientos que
pueden derivar en la aparicion de una endocarditis subaguda.

Sobre esta zona del endotelio vascular, o del endocardio adyacente, alterada,
se inicia un deposito de plaquetas circulantes que se adhieren al colageno expuesto,
formando un agregado al cual va a contribuir el posterior acimulo de fibrina. En este
agregado también se ven englobadas células endoteliales e inflamatorias del borde de
la lesion, propiciando de esta forma el crecimiento de la vegetacion formada vy el
establecimiento de la denominada Endocarditis Trombética no Bacteriana (ETNB).
Estas células inflamatorias contribuyen ademas al crecimiento de la lesion mediante
la liberacion de tromboplastina tisular, lo cual se traduce en una mayor formacién de

fibrina y un aumento del tamario de la vegetacion (Figura 5).
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Bajo este contexto, la aparicion de una bacteriemia transitoria favoreceria la
llegada al foco de ETNB de microorganismos y la colonizacion, iniciandose entonces
el proceso de endocarditis bacteriana. Estas bacteriemias transitorias a menudo tienen
su origen en manipulaciones producidas en la cavidad oral tales como la extraccion
dentaria o las originadas en el tratamiento de las periodontitis, amigdalectomia, etc.,

821 £n individuos

0 las mas simples tales como el cepillado dental o la masticacion
sin alteracion cardiaca previa, este paso de microorganismos procedentes de la
cavidad oral o faringe a sangre no tiene repercusion clinica alguna, a diferencia de lo
que ocurre en individuos con valvulas aiteradas en los que ya existe una ETNB
subyacente.

Los microorganismos mas frecuentemente implicados en este proceso son los
estreptococos viridans y, si bién S. sanguis se asocia con mayores tasas de
bacteriemia tras manipulacion dental *, es S. mutans la especie que muestra una
mayor capacidad para adherirse al foco trombético, tanto con respecto al resto de
estreptococos orales como a otras bacterias tipo estafilococos o bacilos gramnegati-
vos *°. Esta mayor capacidad de adherencia parece mostrar una intima relacién con la
produccion de polisacaridos extracelulares insolubles tipo dextranos, los cuales
también dificultan la liegada al foco del antibidtico **'"'%.

Otro fendmeno descrito y que favoreceria la formacion de deposito bacteriano
a nivel valvular es la capacidad que tienen los estreptococos viridans para producir
agregacion plaquetaria*>'®, mediante la estimulacion de la produccién de tromboplasti-

na tisular que activa el proceso de coagulacion y la aposicién de fibrina y plaguetas

(Figura 5). Esta agregacion puede verse inhibida parcialmente por la indometacina o
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la ADP hidrolasa extracelular, y para que se produzca es necesaria la presencia de
varios componentes séricos, entre ellos el fibrindgeno ',

De esta forma se llega al establecimiento de una vegetacion que va creciendo
de forma escalonada adoptando una estructura laminar en la que los microorganismos
se encuentran localizados entre capas de fibrina y plaguetas. Esta disposicién
probablemente se deba a la continua colonizacién de las vegetaciones por microorga-
nismos circulantes y al crecimiento permanente de las mismas.

En estas lesiones se han podido demostrar dos tipos de poblaciones
bacterianas '“*: una situada a nivel mas superficial en la que los microorganismos estan
en fase de crecimiento exponencial, y otra mas profunda en la que se encuentran en
inactividad metabdlica, sin replicacion celular. Las bacterias de la capa mas externa
son las responsables de fa "recolonizacion" permanente que se produce a nivel
valvular y son a su vez las mas susceptibles al tratamiento antimicrobiano.

El crecimiento de las vegetaciones origina ulceraciones y retracciones en el
endocardio que contribuyen al agravamineto de las alteraciones hemodinamicas
previas. Otro factor a tener en cuenta lo constituye el hecho de que dichas vegetacio-
nes poseen una gran tendencia a la fragmentacion, lo que origina embolias e infartos
sépticos a distancia (Figura 6).

La curacion final del proceso se produce por la formacién de un tejido de
granulacién, gue puede englobar incluso estructuras viables, y que termina sufriendo

una transformacion fibrotica *.
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* ANATOMIA PATOLOGICA

- PATOLOGIA CARDIACA

La lesion principal de la endocarditis infecciosa subaguda es la vegetacion, que
puede ser inica o mdltiple y cuyo tamano puede oscilar entre milimetros y centimetros.
Estan constituidas por plaguetas, fibrina, leucocitos y restos de hematies sobre los que
crecen las bacterias, y suelen localizarse en zonas de baja presién, normalmente a lo
largo de la linea de cierre de los bordes valvulares, pudiendo extenderse en su
evolucion al resto det endocardio, llegando incluso a perforar valvulas, romper cuerdas
tendinosas y provocar fibrosis.

La aparicion de fenomenos de supuracion o de ulceracion valvular es rara en
esta variedad, como también lo es la pericarditis supurada, mas frecuente en la forma
aguda. Algunas complicaciones secundarias pueden ser: hemorragias focales, infartos

con disfuncion del musculo papilar, etc..

- PATOLOGIA EXTRACARDIACA

Los hallazgos anatomopatolégicos encontrados en localizaciones distantes al
corazdn, tienen su origen en la ya comentada tendencia de las vegetaciones a
fragmentarse y originar focos sépticos a distancia, y en la reaccién inmune que se
desencadenaante este proceso. Estas lesiones pueden encontrarse practicamente en

cualquier zona del organismo, siendo mas frecuente a nivel de:
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* Rifion: A este nivel pueden aparecer abscesos, infartos y glomerulonefritis.
La formacion de abscesos es poco frecuente, aunque no ocurre igual con los infartos
por embolizacion ™. La glomerulonefritis se produce por deposito de inmunocomplejos
circulantes, detectados en la mayoria de los individuos con endocarditis infecciosa, y
compuestos por antigenos bacterianos, anticuerpos y complemento.

* Sistema Nervioso Central: El hallazgo mas frecuente es la aparicion de

10

émbolos localizados en el territorio de la arteria cerebral media '®. También se
describen infartos, arteritis, hemorragias, etc..

* Aneurismas micoticos: Localizados en zonas de bifurcacién o cambios
bruscos de direccion de arterias cerebrales, mesentéricas o periféricas. No suelen dar
sintomatologia, salvo si se produce su rotura.

* Bazo: Casi todos los pacientes presentan hiperplasia de los foliculos linfoides

y sistema reticuloendotelial, siendo también muy frecuente la aparicién de zonas de

infarto a nivel esplénico.

* CLINICA

Esta enfermedad puede adoptar formas de presentacién muy variables. Como
antecedente suelen aparecer las manipulaciones dentales en individuos con una
historia de enfermedad cardiaca previa.

Los sintomas suelen comenzar con la aparicion de fiebre que a menudo aumenta

al llegar la tarde, anorexia, debilidad, pérdida de peso, artralgias y mialgias. Estos
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sintomas son totalmente inespecificos, pudiendo confundirse por los originados por
otros procesos como linfomas, neoplasias, etc..

A nivel cardiaco se detecta la aparicién de un foco cambiante o un nuevo soplo
de eyeccion que se superpone al ya existente por la cardiopatia de base y que a veces
puede pasar desapercibido. En el curso de la enfermedad, ademas del aumento de la
disfuncion valvular, suelen desarrollarse signos de insuficiencia cardiaca.

La esplenomegalia es un hecho comun en estos enfermos, asi como las
manifestaciones neurolégicas, normaimente derivadas de fenémenos embélicos o de
la hemorragia provocada por la rotura de un aneurisma micotico. La hematuria con
proteinuria y cilindruria también es una manifestacion muy frecuente en esta
enfermedad y esta relacionada con la existencia de una glomerulonefritis, focal o
segmentaria, de base inmunolégica. Puede aparecer dolor lumbar intenso, con
irradiacion ureteral y hematuria, en los casos en que se produce una embolizacién
renal importante.

Muy tipicas de este cuadro clinico son las lesiones mucocutaneas que
aparecen como consecuencia del desarroilo de fendmenos de vasculitis con
proliferacion endotelial, necrosis y hemorragias subcutaneas. Las principales
manifestaciones son:

* Nodulos de Osler: Son lesiones inflamatorias nodulares y dolorosas, de
pequefio tamafio, que suelen aparecer en las yemas de los dedos de manos o piés.

* Manchas de Janeway: De tamafio similar a las anteriores, en palmas y

plantas, no dolorosas, y con componente hemorragico o petequial.
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*Manchas de Roth: Hemorragias que pueden localizarse en retina o conjuntiva.

Presentan una forma oval, con area central palida y periferia hemorragica.

* DIAGNOSTICO

Al diagnostico de E.1.S. se llega en base a la sospecha clinica y al aislamiento
del microorganismo causal a partir de la sangre del paciente. Deben hacerse 3 tomas
separadas por intervalos de 30 a 60 minutos en las primeras 24 horas para realizacion
de hemocultivo, tanto aerobio como anerobio. La bacteriemia que acontece en la
endocarditis infecciosa es de caracter continuo , lo que lleva a gue no exista una gran
diferencia entre el rendimiento obtenido con un solo hemocultivo y con varios. En
realidad, lo que verdaderamente influye en el aislamiento del microorganismo, es la

cantidad total de sangre cultivada **'”

,la cual no debe obtenerse nunca a través de la
luz de catéteres intravasculares, para evitar que posibles contaminaciones de los
mismos falseen los resultados. Generalmente, el 95% de los microorganismos de
importancia clinica crecen en el hemocultivo antes del septimo dia de incubacion .
Junto a la realizacion del hemocultivo hay otros datos que pueden orientar
hacia el diagnéstico de endocarditis infecciosa, como son la anemia normocitica y
normocromica, un aumento en la velocidad de sedimentecion globular (VSG) con cifras

de leucocitos normales o ligeramente elevadas, la hipergammaglobulinemia, y la

aparicion de proteinuria con hematuria microscopica *.
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Tanto el electrocardiograma como el ecocardiograma presentan alteraciones
inespecificas. La ecocardiografia permite la deteccion de vegetaciones de tamafio
superior a 2 milimetros, sin distinguir lesiones activas de las ya curadas, por lo que su
utilidad se reduce a los casos en los que, por aparecer unas vegetaciones muy

aumentadas de tamafio o alteradas, se plantea la necesidad de tratamiento quirurgico

89

* PROFILAXIS Y TRATAMIENTO

Todos aquellos pacientes con sospecha de cardiopatia congénita o de
valvulopatiaadquirida, con proétesis valvular cardiaca, defectos de tabique interventricu-
lar, 0o antecedentes de endocarditis previa, deben recibir profilaxis antimicrobiana frente
a estreptococos viridans antes de someterse a cualquier manipulacién dentaria que
origine sangrado, cirugia bucal, adenoidectomia o amigdalectomia '*'*.

En la Tabla 7 se resumen algunos regimenes empleados para la profilaxis de
la E.I.S. """ En todos ellos, salvo excepciones, se realizan dos tomas de
antimicrobiano, una 60 minutos antes de la manipulacion y otra a las 6 horas de la
primera. Las dosis a las que se administran se recogen en el siguiente apartado de
este capitulo.

1

El tratamiento de la endocarditis subaguda es generalmente médico ', y esta

basado en la adecuada administracion de diversas pautas de antimicrobianos, la

mayoria de las cuales se recogen en la Tabla 8 """,
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Hechos a tener en cuenta, para el adecuado tratamiento de esta enfermedad,
son la necesidad de emplear antimicrobianos de accién bactericida, no bacteriostatica,
y la aparicion cada vez mas frecuente de cepas de estreptococos viridans que
presentan altos niveles de resistencia a los aminoglucésidos (CM! > 1000 pg/ml.) """

. T ©19.123
o tolerancia a la penicilina .
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En este apartado se pretende realizar una sucinta exposicion de la estructura
quimica y principales caracteristicas de los distintos grupos de antimicrobianos de uso
clasico en la profilaxis y tratamiento de la endocarditis producida por estreptococos
orales, asi como de aquellos otros antibidticos que se incluyen en nuestro trabajo, para
valorar su posible utilidad en este proceso. Se reflejan asimismo, las dosis habituales
a las que se administran, y se hace especial hincapié en algunos fenémenos, tales
como los altos niveles de resistencia a aminoglucésidos, o la tolerancia a betalactami-
C0s, que seran posteriormente objeto de nuestro estudio y que poseen una especial

repercusion en el tratamiento de la EIS.

1.3.1. 8 LACTAMICOS.

* PENICILINAS.

Las penicilinas son antibiéticos naturales o semisintéticos de accién preferente-
mente bactericida, al interferir en el mecanismo responsable de la sintesis de la pared
bacteriana. Desde su descubrimiento por Fleming en 1929 '* | a partir de un hongo
denominado Penicillium notatum, hasta la fecha, se han obtenido un gran numero de
penicilinas semisintéticas las cuales presentan un elemento comun en su estructura

quimica, el &cido 6-amino-penicilanico (6-APA) ',
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Este compuesto esta constituido por ta union de un anillo principal de 8 lactama
y otro secundario de tiazolidina. Es el niucleo de los antibidticos B lactamicos, y del
mantenimiento de su integridad depende la actividad bactericida del compuesto, ya
que cuando se produce la ruptura del puente C=0 mediante hidrélisis se obtiene el
denominado acido peniciloico, que es bacteriolégicamente inactivo ‘%,

Unido al 6-APAy en posicion 6, todas las penicilinas llevan una cadena lateral
constituida por un grupo amido ligado a un radical acido. Esta cadena difiere de unas
a otras, y en su estructura quimica radican algunas de las propiedades de los
antimicrobianos de este grupo ', los cuales pueden dividirse en:

- Acil-amido penicitinas.
- Acil-ureido penicilinas.

- Amidino penicilinas.
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El mecanismo de accién de estos antibiéticos consiste en su unién a unas
proteinas situadas en el espacio periplasmico o en la membrana citoplasmica,
denominadas proteinas fijadoras de penicilina o PBPs (Penicillin Binding Proteins).
Dichas enzimas se unen covalentemente al antibiético por la analogia existente entre

127

éste y el dipéptido D-ala-D-ala del peptidoglicano . Estas PBPs son carboxipeptida-
sas y transpeptidasas cuya funcion consiste en la formacion de enlaces cruzados en
la mureina o glicopéptido de la pared bacteriana y eliminar el 5° aminoacido del
peptidiglicano '*°.
Hasta el momento se han descrito 8 PBPs, denominadas 1a, 1b, 2, 3, 4, 4', 5
y 6 "*°. El complejo PBP1 es el principal y se encarga de la elongacion de la bacteria.
- De su fijacién a una penicilina se deriva la detencion del crecimiento bacteriano y la
formacion de esferoplastos y protoplastos, que estallaran por la accion de enzimas
endopeptidasas de efecto autolitico. La PBP2 se denomina factor de conformacién y
actua afiadiendo bloques curvos de peptidoglicano a las "esquinas” de los bacilos, y
la PBP3 es el llamado factor de segmentacion, al actuar formando septos o paredes
transversales para dividir la bacteria en dos. Las restantes PBP no parecen ser
esenciales para la formacién de la pared celular.
Las penicilinas se unen, de forma no selectiva, a varias PBP simultaneamente.
Las resistencias a penicilinas pueden ser intrinsecas (por alteraciones en la
permeabilidad de fa membrana, mutaciones en las PBPs o sintesis de B-lactamasas
cromosomicas), o extrinsecas, por la actuacion de plasmidos que codifican la sintesis

130-133

de B-lactamasas .Ademas de los fenomenos de resistencia se ha descrito también

la existencia de cepas de microorganismos que presentan tolerancia a la penicilina, la
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cual viene definida por un cociente »32 entre la CMB y la CMI para dicho antibiotico
1% Este fenémeno esta en relacion con la supresion o déficit, debido a una mutacién
cromosomica, de mureinhidrolasa, un enzima autolitico que se activa al unirse el
antibidtico a las PBPs, y que produce la lisis de la bacteria. De esta forma, las

bacterias tolerantes eluden la lisis provocada por el antimicrobiano, sin modificaciones

en su CMI.

En el tratamiento y profilaxis de la endocarditis infecciosa subaguda se utilizan
fundamentalmente tres antimicrobianos de esta familia: una acil-amido peniciling, la
penicilina G o bencilpenicilina, y dos amidino penicilinas, la amoxicilina y la
ampicilina, a las siguientes dosis '™ "™;

* Penicilina G: 16-24 millones de unidades internacionales (U.l) al dia
por via intravenosa.
* Amoxicilina: 3 gramos via oral 1 hora antes de la manipulacion

dentaria.

* Ampicilina: 8-12 g./dia por via intravenosa.
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* CEFALOSPORINAS

Son antibidticos semisintéticos con actividad bactericida al actuar inhibiendo la
sintesis de la pared bacteriana cuando el microorganismo se encuentra en fase de
crecimiento.

A partir de la cefalosporina C se obtienen el resto de cefalosporinas semisintéti-
cas. Esta molécula esta compuesta por un nticleo denominado acido 7 aminocefalos-
poranico (7 ACA), y dos radicales o cadenas laterales: un grupo acetilo y un residuo

de acido aminoadipico .
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Las cefalosporinas son estructuralmente la condensacién de un anillo principal
de B lactama y otro secundario de dihidrotiazina. Todas ellas actuan uniéndose a mas
de una PBP, aunque preferentemente bloquean la PBP1a, teniendo escasa accién
sobre la PBP1b y nula o insignificante sobre el resto .

La resistencia a cefalosporinas y cefamicinas puede deberse a disminucion en

la permeabilidad bacteriana, alteraciones en las PBPs, o a elaboracion de B-
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lactamasas (cefalosporinasas), acilasas o esterasas, cuya produccién puede estar
regida, tanto a nivel plasmidico como a nivel cromosémico. En relacién con las
cefalosporinasas, en concreto las de clase | de origen cromosémico, se ha descrito un
fendomeno denominado "de atrapamiento”, consistente en la union covalente de ias
mismas a la cefalosporina, de forma que impiden su accidon aunque no producen la
ruptura del anillo B-lactamico.

La cefazolina es una cefalosporina de primera generacion que se utiliza en el

tratamiento de la EIS a dosis de 8 gramos/dia via intravenosa '".
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* CARBAPENEMAS

Los carbapenemas son antibioticos betalactamicos caracterizados por poseer
un anillo principal glactamico y otro secundario de 5 atomos, no saturado, y con un
carbono en posicion 1.

A este grupo pertenece el imipenem, antibiético bactericida que actua sobre
microorganismos en fase de crecimiento inhibiendo la sintesis de la pared al tener una
alta afinidad por las PBPs, en especial por la PBP2 '

La resistencia al imipenem es un fenémeno poco frecuente, y cuando aparece
esta motivado por alteraciones en la permeabilidad de la bacteria, debidas a
modificaciones de las porinas, o por cambios en la PBP2, ya que este compuesto es
muy estable frente a todo tipo de B-lactamasas, tanto plasmidicas como cromosémicas
137.

Puede ser una alternativa en el tratamiento de la EIS a dosis de 500 mg. a 1

g. al dia via intravenosa.

§--CH - CHy--NH--CH=NH

e e

= N
0 = COOH
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1.3.2. AMINOGLUCOSIDOS

Son antibidticos de estructura heterociclica y accion bactericida mediante
inhibicion de la sintesis proteica de microorganismos en fase de crecimiento.

Los aminoglucosidos son poliheterésidos aminados cuyos principales glicoles
proceden de la estreptamina, derivado diaminico del inositol.

Por reduccion de la funcion alcohdlica del carbono en posicién 2 de la
estreptamina se obtiene la desoxiestreptamina, base de los antibidticos del grupo de
la kanamicina, gentamicina y neomicina.

La sustitucion de dos hidrogenos, uno en cada grupo aminado de la estreptami-
- na, por el radical guanido, da lugar a la estreptidina, base fundamental de las

estreptomicinas >,
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Actuan sobre el ribosoma de las bacterias sensibles a nivel de la subunidad
308, solo cuando éste se haya leyendo el ARNm (cualquierade las fases de iniciacion,
elongacion o terminacion de la sintesis proteica). El sitio de union a la fraccién 30S es
una de las 15 proteinas que la forman, en concreto la proteina 10, a la que se fijan,
deteniendo la lectura del mensaje genético o bién induciendo falsas lecturas con la
consiguiente sintesis de proteinas no funcionales '*.

La aparicion de resistencias a estos antibidticos puede ser de origen
cromosomico o, mas frecuentemente, estar mediadas por una serie de enzimas
codificadas por plamidos de tipo acetiltransferasas, fosfotransferasas y nucleotidiitrans-
ferasas.

Para algunos microorganismos se ha descrito la existencia de altos niveles de
resistencia a aminoglucosidos, definidos por la presencia de CMI> 1000 6 2000pg/mt.
La aparicion de este fenomeno esta relacionada con la codificacion a nivel cromosomi-
co, de un enzima bifuncional, que inactiva el antibiético Yy que actia como 2'-
fosfotransferasa y 6’-acetiltransferasa ''®'*.

En el tratamiento de la endocarditis infecciosa subaguda se utilizan dos
antibidticos pertenecientes a este grupo, la gentamicina y la estreptomicina, asociadas
a otros antimicrobianos. Las dosis empleadas son de 1mg/Kg/12hy 7,5mg/k/8h por via

intravenosa respectivamente """,
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1.3.3. MACROLIDOS Y LINCOSAMIDAS

Los macrolidos y lincosamidas son antibioticos naturales y semisintéticos
primariamente bacteriostaticos, aunque a elevadas concentraciones pueden ejercer
un efecto bactericida. La estructura fundamental de los macrdlidos consta de una
macrolactona unida por un enlace glucosidico a un aztcar aminado 2. Su mecanismo
de accién consiste en la inhibicion de la sintesis de proteinas por bloqueo enzimatico
en la traslocacion de la cadena proteica a nivel de la subunidad 50S del ribosoma
bacteriano .

La resistencia a macrdlidos y lincosamidas puede ser de dos tipos:

- Resistencia cruzada: esta forma es constitutiva y se debe a una alteracion
estructural de la subunidad 50S del ribosoma bacteriano, motivada por la existencia
de un gen que codifica la sintesis de una metilasa que metila el ARNt, con lo que el
antimicrobiano no puede actuar sobre su lugar "diana".

- Resistencia inducible o disociada: Este tipo de resistencia se pone de
manifiesto unicamente cuando la bacteria se halla en presencia de concentraciones
subinhibitorias de eritromicina, debido a que el ARNm para la sintesis de la metilasa
permanece inactivo hasta ese momento.

La eritromicina, como la mayoria de los macrolidos, se obtiene de forma
natural por la mezcla de varios compuestos. Este macrolido puede utilizarse en la
profilaxis de la EIS a dosis de 1,5 g. una a dos horas antes y 0,5 g. alas 6 horas de la

intervencion "''°,
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Las lincosamidas no contienen el nucleo macrolactdnico de los macrolidos y
. estan constituidas por un acido aminado (metilprolina) y un azucar (piranosa) unidos

por una amida '**

. Actuan a nivel de la subunidad 50S impidiendo la elongacion de la
cadena proteica al bloguear la fijacion de la parte terminal de los sustratos aminoacil-

ARN-transportadores a! sitio aceptor de la peptidil-transferasa integrada en dicha

subunidad '*'.
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SLINDAMICINA

Revision

La clindamicina es un derivado de la lincomicina, de la que se diferencia por

sustituir, en el carbono 7, un grupo OH por un atomo de cloro. Se utiliza en la profilaxis

de la endocarditis a dosis de 600 mg, una hora antes de la manipulacion dental """,
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1.3.4. GLICOPEPTIDOS

Los glicopéptidos son antibidticos bactericidas que actuan sobre microorganis-
mos en fase de crecimiento. Su efecto se realiza a nivel de la pared celular y de la
membrana citoplasmica; interfieren la sintesis de la pared impidiendo la transferencia
del peptidoglicano lineal a la misma, al fijarse sobre el extremo acil de la D-alanin-D-
alanina'”. El mecanismo por el que son capaces de producir la lisis de bacterias total
o parcialmente desprovistas de pared celular (protoplastos y esferoplastos), esta en
relacion con una accion de pérdida generalizada del componente lipidico de la
membrana citoplasmica, aunque esta accién es secundaria a la anterior en las

bacterias cuya pared esta integra.
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En bacterias inicialmente sensibles, la aparicion de resistencias a glicopéptidos
es un fendémeno muy raro, provocado por un bloqueo del acceso al pentapéptido,
codificado genéticamente .

A este grupo pertenecen la vancomicina y la teicoplanina. La vancomicina
€s un compuesto anfotérico complejo, en cuya composicidn entran a formar parte un
residuo de glucosa, de N-metil-leucina, de acido 3-metil-4-cetahexanoico, dos de
ortometil-hidroxibencenoy dos de para metil-hidroxibenceno.

Para el tratamiento de la EIS se emplea la vancomicina a dosis de 15mg/Kg

cada 12 horas por via intravenosa "',
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1.3.5. ESTREPTOCOCOS ORALES Y ANTIBIOTICOS

Los estreptococos orales en general, y en particular S. mutans, clasicamente
han mostrado una escasa resistencia frente a la mayoria de los antimicrobianos
empleados en la profilaxis y el tratamiento de la endocarditis originada por estos
microorganismos . Esta buena sensibilidad a los antimicrobianos es comun, tanto en
los aislados obtenidos de placa dental, como en los procedentes de lesiones cardiacas,
lo que indica que en estos casos, en contra de lo que cabria esperar dada la larga
duracion del tratamiento, la exposicion al antibidtico no contribuye a aumentar las
resistencias "',

Segun un estudio de Little y cols ", los antibioticos a los que S mutans
muestra una mayor susceptibilidad son, en orden decreciente:penicilina, eritromicina,
lincomicina, meticilina, vancomicina y tetraciclina.

A pesar de la adecuada sensibilidad y bajo nimero de resistencias, es
necesario seguir investigando en el campo de la susceptibilidad de estos microorganis-
mos a diversos antimicrobianos, ya que ésta va cambiando con el tiempo, existiendo
unalenta tendencia a aumentos en las CMIs a varios antibiéticos tales como penicilina,
amoxicilina, eritromicina, cefuroxima y clindamicina, entre otros %', Asi. en un estudio
sobre los cambios de susceptibilidad de S. mutans en un periodo de 5 afios *, pudo
verse como ésta va disminuyendo de forma progresiva, de manera que mientras que
en 1985 la CMI para penicilina oscilaba entre 0.003pg/mly 0.12pg/ml, estos valores

pasaron a 0.007 y 0.12pg/ml en 1989. De la misma forma, las CMIs para amoxicilina,
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eritromicina y penicilina, todos ellos farmacos de uso comun para la profilaxis de
endocarditis en sujetos
sometidos a manipulaciones dentales de riesgo y con factores predisponentes,
presentaron en 1985rangos de CMis de 0.015pug/ml-0.05ug/ml, 0.003ug/mi-0.25pg/ml
y 0.015pg/ml-0.25pg/ml respectivamente, mientras que en 1989 fueron de 0.03.g/mi-
Tug/ml, 0.007pg/mi-0.5pg/mi y 0.03pg/ml-0.25ug/ml.

En otro estudio, con cepas de S. mutans obtenidas de placa dental y/o saliva

147

durante el afio 1991 ™', las CMIs de eritromicina y clindamicina presentaron valores
que oscilaron entre 0.03pg/ml y 16ug/ml para la primera, y 0.015pg/m! a 1ug/ml para
la segunda.

También se ha visto incrementado en los ultimos afios, el nimero de aislados
de S. mutans que muestran tolerancia a peniciiina, o altos niveles de resistencia a

amino glucésidos ''*'*

.Aunque en la actualidad la magnitud de estos fenémenos es
escasa, al aparecer en un porcentaje muy pequefio de los aislados orales o cardiacos,
las repercusiones de estos hechos en el tratamiento médico de la endocarditis por

estreptococos hace necesario prestar especial atencién a su estudio, ya que pueden

derivar en un fracaso terapéutico .
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2.1.1. RECOGIDA DE LA MUESTRA

Para la realizacion del presente trabajo se utilizaron 160 cepas de S. mutans
procedentes de cavidad oral y/o saliva, recogidas mediante escobilldn estéril
(Eurotubo). Una vez realizada la toma, las muestras se sembraron en placas de agar
MSB que se incubaron a 36+1°C durante 48 horas, las 24 primeras horas en
atmosfera de anaerobiosis y en condiciones aerobias las restantes. Este medio es
selectivo, inhibiendoel crecimiento de la mayoria de microorganismos, salvo S. mutans
y ofras especies pertenecientes al mismo grupo. Las colonias obtenidas de dicha
siembra se transfirieron a un medio liquido de enriquecimiento, TSB sin glucosa

. previamente regenerado, incubandose durante otras 24 horas a 36+1°C.

* Composicién de los medios empleados

- Agar MSB (Mitis Salivarius Bacitracina)

-- MSA (Mitis Salivarius Agar) Difco Ref. 0298-01-0

Tryptosa Bacto.........c...c..oocooi 10 g.
Proteasa peptona n°3 Difco............... 5g.
Proteasa peptona Difco..................... 5a.
Glucosa Bacto.........c...coccvevvenivnn. 14
SacarosaBacto...............e.coni 50 g
Fosfato dipotasico.................cc......... 4 g.
AZul tripan........ccoovveiiiie e 0.075 g.
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Cristal violeta Bacto.......................... 0.0008 g.
AgarBacto..........c..cooooeiiiiiii 15 g.
-- 1 ml. de Telurito potasico al 1% (Merck Ref. 5164)
-- 200U/ml. de Bacitracina (Sigma Ref. B0125)

-- 130 g. de Sacarosa (Pronadisa Ref. 1906)

El medio se prepara resuspendiendo 90 g. de MSA y los 150 g de sacarosa, en
1 litro de agua destilada o desionizada, calentando hasta su completa disolucion, para
posteriomente proceder a su esterilizacion en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
El telurito potasico y la bacitracina se afiadieron, una vez autoclavado el medio, en
sobrefusion al bafio maria a 45-50°C, y cuando ambos estan disueltos, se reparte en

placas de Petri de 9 cm. de diametro. El pH final del medio es de 7+0.2.

- Atmosfera anaerobia
Para la incubacién en anaerobiosis de las cepas estudiadas se empled
una estufa de anaerobiosis (HERAEUS 433, P.A.262). En dicha estufa se introdujeron
los microorganismos a estudiar, cerrandose a continuacién hermeticamente. Acto
seguido se hace el vacio y se inyecta una mezcla de gases en las siguientes
proporciones: N, 85%, H, 10%, CO, 5%. Ademas de los medios, en el interior de la
estufa se coloca un catalizador de paladioy un indicador quimico de anaerobiosis (azul

de metileno).
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- TSB (Trptycase Soy Broth) sin glucosa (Scott Ref. 4900-5207)

Peptona de caseina.........cccccocceeveieeeiiennennn, 17 g.
Peptonade soja............cccvevviiiiccincciii e, 3 g
Fosfato dipotasiCo..........c.ccoovveiveiiiiciie 25q.
Cloruro s6diCo.......oovviiiieeriieeie e 5g.

Para su preparacion se afiaden 27.5 g. del medio a 1 litro de agua destilada,
calentando hasta su disolucion. Después se reparte en tubos de rosca con 5 mi.y se
esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 minutos. El pH final del medio es de
7.3+0.2. Antes de su uso hay gue regenerarlo, para lo cual se sumerge en un bafio

maria a 100°C durante 15 minutos.

2.1.2. IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS POR METODOS CONVEN-
CIONALES

A partir del microorganismo crecido en el medio liquido se realizé un subcuitivo
en una placa de agar Brucella, la cual se incubd durante 24 horas a 36+1°C en
atmosfera anaerobia, con el fin de obtener suficiente masa microbiana para conseguir
una suspension en solucion salina de 1 de McFarland, con la cual se procedio a la
realizacion de una bateria de pruebas bioquimicas para identificacién de estreptococos
orales, compuesta por las siguientes pruebas: tincion de Gram (para confirmar la
existencia de cocos grampositivos en cadenas y en cultivo puro), hidrdlisis de la

arginina, hidrdlisis de esculina, con y sin presencia de bilis, fermentacién de diversos
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azucares y polialcoholes (manitol, rafinosa e inulina), y resistencia a 2U de bacitracina.
Para la inoculacion de las distintas pruebas se empled una pipeta automatica, (Gilson
Ref.E10993N) con la que se dispensaron, en el fondo de los tubos, 100ul de la
suspension bacteriana.

La bateria se leyo a las 24 y/o 48 horas, segun pruebas, de su incubacién en
estufa a 36+1°C, consideradose valida la lectura realizada al segundo dia.

La identificacion de las distintas especies de estreptococos orales y un

diagrama simplificado para la misma se recogen en las tablas 9y 10.

* Composicién de los medios empleados

- Agar-Brucella (Difco 0964-01-3)

Peptamina Bacto...................oco 20 g.
Glucosa Bacto............ccoooovieiiiiicni, 1 g
Extracto de levadura Bacto....................... 2g
Cloruro sOdiCO.........coovvviiiiiicciiei 5g
Bisulfito sOdiCO............cccooeiiiiiiii 01 g.
AgarBacto.........ccocooiii 15 g.
o Se prepard disolviendo 43 g. del medio en 1000 ml. de agua destilada y

autoclavando a 121°C durante 15 minutos. Después se reparte en placas de Petri de

9cm. de diametro, que se conservan a 4°C hasta su utilizacion. El pH final del medio

es de 7+0.2.
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- Hidrolisis de la arginina

Tripticasa.........cccovvviiviieicc e 10 g.
Extracto de levadura........................cccoo.... 5g
Fosfato dipotasico..............c.o.cooveii . 24
GlUCOSA. ..o 0.5 g.
Argining.......ccocooveiiiiiiie e 3 g
Aguadestilada.....................cccco 1000 ml.

Los componentes se disuelven en agua destilada y se calientan hasta
ebullicion, tras la cual se ajusta el pH del medio a 7.1. Se reparte en tubos con 3 mi.
y se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Tras la inoculacion de la prueba de la forma antes descrita, se cubre el medio
con parafina liquida esteril, para prevenir el escape de amoniaco durante la desamina-
cion de la arginina, y se incuba a 36+ 1°C durante 48 horas. Transcurrido ese tiempo
se procede a la lectura de la prueba, para lo cual se afiaden 2-3 gotas de reactivo de
Nessler (Merck Ref. 9011) a una cantidad igual del medio, obtenida mediante pipeta
Pasteur estéril del fondo del tubo, junto con 2-3 gotas de hidroxido potasico a una
concentracion del 40%.

La prueba se considero positiva cuando se produjo un cambio de color a rojo
anaranjado, motivado por la formacion de amonio al desaminarse la arginina. Si se
mantiene el color original o vira hacia algun otro, la prueba se considera negativa.

- Hidrdlisis de esculina sin bilis
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Esculina.............ccooi 149
AQAr......cccooiiiii e 2g
Agua destilada..........c...coiviiie 1000 mi

La preparacion del medio se lleva a cabo disolviendo todos sus componentes,
salvo el agar, en agua destilada y ajustando su pH a 7.3-7.4. Después se incorpora el
agar, se reparte en tubos y se esteriliza en autoclave. La siembra debe realizarse a lo
largo de todo el tubo. Tras la incubacion, si se ha producido hidrolisis de la esculina,

el medio adquiere un color negruzco, que indica que la prueba es positiva.

- Hidrolisis de la esculina con bilis (Bilis Esculina Agar o BEA) (Difco Ref. 0879-

01-7)

Extractode camne..............ccccoeiinnne 39
Peptona.......cccccoeiiciii e, 5g
Esculina.........cccoviiiiini 149

Bilis de Buey Bacto-Oxgal...........cc..cccceene. 40 g.
Citrato ferriCo..........coovvii e, 5g

AGAI.. .o 15 g
Aguadestilada............cocccce 1000 mi.

Se preparo disolviendo 64 g. del medio deshidratado en un litro de agua
destilada. Se ajust6 el pH a 6.6 y se repartié en tubos con 2.5 ml, que se esterilizaron

en el autoclave y se dejaron solidificar inclinados, para que se formara una lengiieta.
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-
La aparicién de color negruzco del medio, tras 48 horas de incubacion a 36+1°C,
indicé prueba positiva.

- Fermentacion de diversos azucares y polialcoholes

Peptona tripsica.............cccovioeiiiccii 15 g.

Extracto de Levadura................................ 5g.

TWeen 80........ccoocevviiiiiiiiii 1 mt

Rojo de clorofenol................cccc.ocoiii, 0.04 g.

AGar PUrO........ooviieeei e 14

Agua destilada....................... 1000 mil.
-

Los componentes del medio se disuelven en agua destilada, su pH se ajusta
a 6.4 y se reparten en tubos con 2 ml., los cuales se esterilizan en autoclave.

Los carbohidratos y poliaicoholes a estudiar (manitol, rafinosa e inulina), se
prepararon en soluciones apropiadas, que se esterilizaron por filtracion y se afiadieron
asépticamente al medio basal, hasta conseguir una concentracion final del 1%.

La fermentacién del hidrato de carbono, tras incubacion a 36+1°C durante 48 horas
del medio previamente regenerado e inoculado, se traduce en un viraje del indicador
de pH del rojo al amarillo, y en un descenso del mismo de mas de 0.5 unidades, con

respecto a un control sin sustrato fermentable. La ausencia de estos cambios es

indicativa de prueba negativa.
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- Resistencia a 2U de Bacitracina

Como medio base se empled el mismo utilizado para la fermentacion de
azucares, afiadiéndole glucosa al 1% y 2U/mi. de Bacitracina (Sigma Ref. 1405-87-4).
La lectura de la prueba es similar a la descrita en la fermentacion de az(cares,

considerando a la bacteria como resistente cuando se detecta color amarillo o cambio

de pH.

2.1.3. CONSERVACION DE LAS CEPAS

Cuando por dichos resultados se llego a la identificacion de S. mutans, se
procedid a su inoculacion por duplicado, a partir del microorganismo crecido en agar
Brucella, en
TSB con glicerol (PANREAC Ref. 131339) al 50% y caldo leche, para su posterior

conservacion a -20°C.

- Caldo leche (Litmus Milk Difco Ref. 0107-01)
Se prepard afiadiendo 105 g. del medio a un litro de agua destilada,
repartiéndolo en tubos con 3 ml. y esterilizandolo en autoclave a 121°C durante 15

minutos. El pH final es de 6.8.
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\ TABLA 9: DIAGNOSTICO BIOQUIMICO DE ESTREPTOCOCOS

ORALES
j
BEA ADH EH MAN ‘ RAF INU BAC
S. mutans - - + + + + +
8. rattus - + + + + + +
S. sobrinus - - +/- + +/- - +
S. cricetus - - + + + + -
L S. downei - - - + - + -
i S. ferus - _ - + ‘ + - + -
l S. macacae - - . + + ‘ - ! -
BEA: Bilis esculina agar EH: hidrolisis ce escuiina RAF. Fermen:acion ce la ratinosa
ADH: Arginina dehldrolasa MAN; Fermentacion del manitol iNU. Fermen:acion ce ta 1nullna

BAC: Resistencia a 2U de bacitracina

TABLA 10: IDENTIFICACION PRESUNTIVA DE ESTREPTOCOCOS

—_— - — -

ORALES :
Bilis-Esculina -
.+ 8. rattus
Manitol » ‘ + ADH + S. mutans
‘L ‘ - Inulina - S. sobrinus
Resistencia a 2u/ml i * 8 oricetus
i .+ Rafinosa |
de bacitracina ; i H - 8. ferus
! !+ Esculina | ’
| - Inulina

i
|
i
]

| i - S. downei

| - 8. macacae
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2.1.4. IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS MEDIANTE UN SISTEMA

AUTOMATIZADO

Todas las cepas de S. mutansidentificadas por métodos convencionales fueron
estudiadas mediante un sistema de identificacién automatizado, el Automicrobic
System o Vitek (bioMérieux, Francia), con objeto de confirmar los resultados obtenidos
y valorar la utilidad del mismo en la identificacion de estreptococos orales.

El sistema Vitek consta de distintas tarjetas de plastico para investigar la
susceptibilidad y realizar la identificacion de cocos grampositivos, de un moduto
preparador de las mismas, otro de sellado, y un lector-incubador que transfiere los
datos obtenidos a un sistema informatico.

La tarjeta Vitek GPI permite |a identificacion de estreptococos, estafilococos y
algunos bacilos grampositivos de importancia clinica. Dicha tarjeta posee 30 pocillos,
29 de los cuales contienen caldos bioquimicos, siendo el restante un control negativo
(Figura 7). En su interior se ha creado una atmésfera microaerdfila para favorecer el
crecimiento de estreptococos. El sistema automatizado determina si la reaccion en
cada pocillo es positiva o negativa midiendo la atenuacion de luz, debida a la turbidez
del pocillo o los cambios de longitud de onda por variaciones en el color, que se
produce en cada uno de elllos, tras un tiempo de incubacion que puede oscilarde 4 a

15 horas dependiendo del microorganismo.
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Para la inoculacién de la tarjeta se partié de un cultivo bacteriano puro en
medio solido (agar Brucella), de no mas de 48 horas de incubacién. Debe obtenerse
una suspension uniforme en 1.8 ml de solucién salina al 0.45% en tubos de 12x75 mm
hasta alcanzar una turbidez equivalente a un patron de 0.5 de McFarland, no
superando en ningun caso el 1 de McFarland. Esta suspension se pone en contacto
con la tarjeta gracias a un tubo de transferencia a través del cual se inoculara el
microorganismo en los pocillos mediante un sistema de vacio realizado en el modulo
preparador. Después se procede a sellar la tarjeta en el otro dispuesto para dicho fin
y se coloca dentro del lector-incubador que, transcurrido el tiempo de incubacion
necesario, transferira los resultados obtenidos a un sistema informatizado conectado
a una impresora la cual emitira un informe de los mismos.

Como control de la prueba empleamos las cepas de referencia de S. mutans

NCTC-10832, NCTC-10449 y ATCC-25175.

2.1.5. DIFERENCIACION DE BIOTIPOS MEDIANTE INVESTIGACION DE ACTIVIDA-

DES ENZIMATICAS

Para tal fin se ha empleado el sistema API ZYM (bioMérieux, Francia), un
micrométodo cualitativo o semicuantitativo que permite la investigacion de 19
actividades enzimaticas. Consiste en una galeria plastica con 20 cupulas conteniendo

un sistema enzimatico con un tampén (Figura 8).
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Para su realizacion se prepara una suspensién bacteriana en 2 ml de agua
destilada o suero fisioldgico hasta alcanzar una turbidez equivalente a un patrén 5-6
de la escala de McFarland. y se dispensan 65ul de la misma en cada cupula de la
galeria. Después se incuba a 36+1°C durante 4 horas, transcurridas las cuales se
afiade una gota de reactivo ZYM A y otra de ZYM B y se esperan 5 minutos antes de
proceder a la lectura de los resultados. Para ello, el sistema adjunta una tabla en la
que se reflejan los cambios de color que se deben producir en cada cupula si el
microorganismo posee esa actividad enzimatica, y las distintas intensidades de la

misma, valoradasde 0 a 5.

2.1.6. DETECCION DE ALTOS NIVELES DE RESISTENCIAA AMINOGLUCOSIDOS

La posible aparicion de cepas de S. mutans con altos niveles de resistencia a
aminoglucosidos se determind por el método de difusion en agar, para lo cual se
emple6 como medio de cultivo agar Wilkins-Chalgren (Difco Ref. 1805-17-6), cuya

composicion es la siguiente:

Triptona Bacto........ocoooeoiiiiii 10 g.
Peptona Bacto.........cccoocoviiiiiiiieccee 10 g.
Extracto de levadura Bacto...........c.cc.cccoeeeieiinnn 5ga.
GlUCoSa BACIO. .....ovveviiiiiiiciccce e, 1g.
Cloruro SOAICO......cvviviiiviiiieeeeeee e, 5q.
L-Argining.......ooveiieieiiicc e 1ga.
Piruvato sOdICO.........c.cvieiiciecee e 14q.
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Hemina...........ooiiiii e, 5mg
Vitamina K. 0.5 mg.
AQar Bacto...............coiiii 15¢.

Se prepard afiadiendo 48 g. del medio a un litro de agua destilada,
repartiendolo en tubos con 25 ml. y esterilizandolo en autoclave a 121°C durante 15
minutos. El pH final es de 7.1+ 0.1.

Los antibiticos testados fueron gentamicina (Sigma Ref. 1405-41-0),
estreptomicina (Sigma Ref. 3810-74-0), tobramicina (Sigma Ref. 79645-27-5),
kanamicina (Sigma Ref. 25389-94-0), y amikacina (Sigma Ref. 149022-22-0), los
cuales fueron diluidos en agua estéril previa realizacion de los calculos necesarios para
correguir su potencia.

Se utilizaron placas de Petri de 15 cm. de diametro en las que se depositaron
25 ml. de agar Wilkins-Chalgren previamente fundido y conservado a una temperatura
de 45°C en bafio maria, al que se afiadieron las cantidades necesarias de cada
antibidtico para obtener concentraciones finales del mismo de 500, 1000, y 2000pg/ml
para cada uno de ellos.

Una vez solidificado el medio, los microorganismos se inocularon en superficie
en numero de 16 por cada placa, previamente rotulada para su perfecta identificacion.
Para ello se parti6 de cepas en fase de crecimiento en caldo TSB sin glucosa, de cada
una de las cuales se deposité 0.001 ml. con asa calibrada, en la superficie del agar.

Todas las placas se incubaron a 36:1°C en aerobiosis durante 24 horas.
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Para el control de crecimiento del microorganismo se inocularon en el mismo
medio, pero sin antibiético, las diversas cepas ensayadas, incubandose en las mismas
condiciones.

La lectura de los resultados se realizé a las 24 horas, definiéndose la
concentracion minima inhibitoria 0 CMI, como la menor concentracion de antibidtico

que impide un desarrollo bacteriano objetivable a simple vista.

2.1.7. ESTUDIO DEL FENOMENO DE TOLERANCIA A PENICILINA

La deteccion de cepas de S. mutans tolerantes a penicitina se realizé mediante
el medio de macrodilucion en medio liquido, utilizando para ello caldo Todd-Hewitt

(Oxoid Ref. CM189), cuya composicion es la siguiente:

- Infusion de 450g. de extracto de carne..........c............ 10 g.
= TAPIONA. .. 20 g.
= GlUCOSA. ... 24g.

- Bicarbonato sodico...............ooooviee 29

= Cloruro SOAICO.......coovoi oo 2g

- Fosfato disOdiCo............c..cooooiiii i 0.4g

Se prepar afiadiendo 36.4 g. del medio a un litro de agua destilada y

esterilizandolo en autoclave a 115°C durante 10 minutos. El pH final es de 7.8+ 0.2.
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* Preparacion del antibidtico.

La penicilina (Sigma Ref. 69-57-8) fué disuelta, previa correccion de su
potencia, en caldo Todd-Hewitt. realizandose diluciones dobles progresivas a partir de
la solucién madre hasta alcanzar el rango de concentraciones deseado. Dichas
diluciones se conservaron a 4°C hasta la realizacion de la prueba, no mas alla de 24

horas después.

* Preparacion del inéculo

La cepas de S. mutans procedentes de coleccion se incubaron en caldo Todd-
Hewitt a 36+1°C durante 24 horas, transcurridas las cuales se procedid, a partir del
microorganismo crecido, a la realizacion de un inéculo en el mismo caldo, de
aproximadamente 5x10° ufc.(equivalente a un patron 0.5 de la escala de McFarland),

siguiendo la recomendaciones del NCCLS .

* Realizacion de la prueba

Cada uno de los microorganismos ensayados se testo para 10 concentraciones
de antibidtico cuyo rango estuvo comprendido entre 2 y 0.003ug/ml. Para ello se
utilizaron tubos con 1 ml de penicilina a las distintas diluciones preparadas previamen-
te, en los que se inoculd, mediante pipeta automatica (Nichiryo Ref. K 572704), 1 ml
de suspensién bacteriana, incubandose después a 361+1°C durante 24 horas.
Transcurrido este tiempo se procedio a la lectura para determinar en que dilucion se

hallaba la CMI, definida como la menor concentracion de antibidtico capaz de inhibir

102




AHR Material y Métodos

el crecimiento bacteriano visible, el cual se pone de manifiesto por la opacificacion del

medio.

* Deteccion de la tolerancia

Con el fin de determinar si una cepa era tolerante a penicilina (relacion
CMB/CMI »32), se procedié a investigar en que dilucidn de antibiotico se encontraba
la concentracion minima bactericida o0 CMB, definida como la minima concentracioén
de antibidtico capaz de producir la muerte del 99.9% del indculo inicial.

Para ello se procedié segtn el método descrito por James LA ', transfiriendo
a placas de agar con un 1% de sangre de caballo lisada y 0.5U/ml de B-lactamasa
(Sigma Ref. 9001-74-5), 10ul de cada uno de los tubos en los que no existia
crecimiento visible, mediante pipeta automatica. Dichas placas se incubarona 36+1°C
durante 24 horas. La aparicién de menos de 10 colonias representa menos del 0.1%
de supervivientes, para el inéculo empleado, y la primera dilucion en la que se

encuentren determina la CMB.

* Control de crecimiento

Junto con las distintas concentraciones de penicilina, cada microorganismo fué
inoculado en un tubo con 1 ml. de caldo Todd-Hewitt sin antibidtico, que se incubo en
las mismas condiciones que los restantes y que sirvié como control de crecimiento de

la cepa ensayada.
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2.1.8. DETERMINACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD A DIVERSOS ANTIMICRO-
BIANOS

Todas las cepas de S. mutansfueron testadas para conocer su susceptibilidad
frente a diversos antimicrobianos de uso frecuente en el tratamiento y profilaxis de la
endocarditis producida por dichos microorganismos, para lo cual se empled el método

de difusién en agar, utilizando agar Wilkins-Chalgren como medio de cultivo.

* Preparacion del antibiotico

Los antibiéticos empleados en este estudio fueron: amoxicilina (Sigma, Ref.
26787-78-0), cefazolina (Sigma Ref. 27164-46-1), eritromicina (Sigma Ref. 643-22-1),
clindamicina (Sigma Ref. 24729-96-2), vancomicina (Sigma Ref. 123409-00-7),
teicoplanina (Merrell Dow), e imipenem (Merck).

Todos ellos fueron disueltos, una vez realizada la correccion de su potencia,
en el medio adecuado para cada uno, con el fin de conseguir una solucion madre a
partir de la cual realizar diluciones dobles seriadas en el rango de concentraciones
deseado.

La mayoria de ellos se disolvieron en agua destiladad estéril, salvo amoxicilina
y cefazolina, que necesitan como diluyente una solucién tamponada de pH 6, el
imipenem, que necesita una solucidn tamponada de pH 7.2, y Ia eritromicina, que se

disuelve en una solucién de etanol al 10% en agua estéril.
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Los rangos de concentraciones ensayados oscilaron entre 0.5 y 0.003ug/m!
para amoxicilina, cefazolina, clindamicina, eritromicina, e imipenem, y entre 1 y
0.007pg/ml para vancomicina y teicoplanina.
* Preparacion del inéculo

Se parti¢ de cepas en fase de crecimiento en caldo TSB sin glucosa, de las que

se depositd 0.001 ml. con asa calibrada en la superficie del medio de cultivo.

* Realizacién de la prueba

Se depositaron 25 ml. de agar Wilkins-Chalgren, previamente fundido y
mantenido a una temperatura de 45°C en bafio maria, en placas de Petri de 15 cm.
de diametro rotuladas para su perfecta identificacion. Previamente a su reparto en
placas, se le afiadio la dilucion del antibidtico en estudio, en la cantidad adecuada para
alcanzar en las mismas la concentracion final deseada del mismo.

Una vez inoculados los microorganismos, en numero de 16 por placa, se
incubaron a 36+1°C durante 24 horas, transcurridas las cuales se determiné la CMI

de cada uno de ellos.

* Control de crecimiento
Para el control de crecimiento del microorganismo se inocularon en el mismo
medio, pero sin antibiético, las diversas cepas ensayadas, incubandose en las mismas

condiciones.
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* Puntos de corte

Los estreptococos se consideran sensibles (S)a penicilinay amoxicilina cuando
la CMI es <0.12pg/ml, de sensibilidad mocerada o intermedia (1) entre 0.25-2pg/ml y
resistentes (R) cuando la CMI es >4pg/ml. En el resto de los antimicrobianos
ensayados estos valores son:

Cefazolina: S <8ug/ml, 1= 16ug/ml, R> 32ug/ml

Clindamicina: S <0.5ug/ml, 1= 1-2ug/mi, R >4pg/ml

Eritromicina: S <0.5pg/ml, I= 1-4pg/ml, R >8ug/ml

Imipenem: S <4ug/ml, I= 8ug/mi, R >16pg/mi

Vancomicina y Teicoplanina: S <4pg/mi, 1= 8-16pg/mi, R >32pg/ml

2.1.9. DETECCION DE LA PRODUCCION DE GLICOCALIX "IN VITRO"

Las 80 cepas de S. mutans incluidas en el estudio fueron sometidas a un
ensayo cualitativo para detectar la posible produccion "in vitro" de polisacarido
extracelular o glicocalix, componente relacionado con la adherencia de estos
microorganismos a las valvulas cardiacas en el curso de la endocarditis producida por
los mismos, para lo cual se emple6 el método descrito por Molisch ' ™",

A partir de un cultivo en medio sélido, cada una de Ia cepas se inocuid en un
tubo conteniendo 4 ml. de suero fetal bovino (Bio-Whittaker Ref. 14-501A) como fuente
de hidratos de carbono, incubandose durante 48 horas a 36+1°C. Transcurrido este

tiempo el tubo se sometio a centrifugacién a 950 g durante 10 minutos. El sobrenadan-
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te fué resuspendido en 4ml de solucion salina al 0.9% y sonicado durante 30 segundos
al 30% de potencia. Después se extrajeron 0.5ml del sobrenadante y se les
adicionaron 2 gotas de a-naftol (Merck, Ref. 3817976) diluido al 10% en alcohol
absoluto. Esta solucion fué mezclada con 0.5ml de acido sulfurico (Panreac, Ref.
131058). Los carbohidratos, en contacto con el acido, se degradan a un derivado de
furaldehido el cual es condensado por el a-naftol, observandose una coloracion rojo-
violacea en la zona de contacto de ambos liquidos, la cual es indicativa de una
reaccion positiva, y por tanto, de la produccion de polisacarido.

Paralelamente a la realizacion de esta prueba utilizando como nutriente suero
fetal bovino, se inocularon todas las cepas en 4ml de agar Wilkins-Chalgren, siguiéndo
todos los pasos descritos anteriormente, con el fin de comprobar si las posibles cepas
productoras de glicocalix eran también capaces de elaborario cuando crecian en un
medio de cultivo convencional, y en nuestro caso, que coincidia con el utilizado en las
pruebas de susceptibilidad a diversos antimicrobianos.

Como control negativo de la prueba empleamos una cepa de Proteus mirabilis,

no productora de glicocalix.

2.1.10. ANALISIS ESTADISTICO

Para la realizacion del estudio estadistico de los resultados se empled el

programa de estadistica RSIGMA, aplicandose el test de chi’.

107




2.2. RESULTADOS




AHR Resuftados

2.2.1. IDENTIFICACION MEDIANTE SISTEMA AMS

De las 160 cepas de S. mutans sometidas a identificacion por el sistema Vitek,
116 fueron confirmadas como 8. mutans (72.5%), mientras que en un 27.5% de los
casos (44 cepas), dicho sistema realizé una identificacion diferente. En las figuras 9
y 10 se reflejan los resultados obtenidos.

Junto con las cepas de nuestro estudio se emplearon tres de S. mutans de
referencia (NCTC-10832, ATCC-25175 y NCTC-10449), siendo las dos primeras
identificadas como S. mutans y la uitima como S. bovis.

Las tablas 11 y 12 recogen las pruebas bioquimicas empleadas por el sistema
AMS o Vitek que coinciden con las empleadas de forma convencional, y los resultados
obtenidos en ellas, tanto para las cepas identificadas como S mutans como para

aquellas en que dicha identificacion fue distinta.
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FIGURA 9: RESULTADOS DE LA IDENTIFICA-
CION DE LAS CEPAS POR EL SISTEMA VITEK
:
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FIGURA 10: CEPAS NO IDENTIFICADAS COMO
S. MUTANS POR EL SISTEMA VITEK
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TABLA 11: RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS COINCI-
DENTES CON CON LAS CONVENCIONALES DEL SISTEMA VITEK

PARA S.MUTANS

N° CEPAS BAC ESC ARG | MAN RAF INU
(&) + - - + + -
2 + - - + + +
2 + + + + + -
2 + + + + - +
28 + + - + + +
76 + + - + + }
BAC: Bacitracina ESC: Esculina ARG: Arginina MAN: Manitol
RAF: Rafinosa INU: Inulina
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TABLA 12: RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS COINCI-
DENTES CON LAS CONVENCIONALES DEL SISTEMA VITEK PARA
LAS CEPAS NO IDENTIFICADAS COMO S. MUTANS

S. BOVIS

N° CEPAS | BAC ESC ARG MAN RAF INU

18 + + - + + _

S. INTERMEDIUS

N° CEPAS | BAC ESC ARG MAN RAF INU
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TABLA 12 (continuacion): RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUI-
MICAS COINCIDENTES CON LAS CONVENCIONALES DEL SISTEMA
VITEK PARA LAS CEPAS NO IDENTIFICADAS COMO S. MUTANS

S. ANGINOSUS

N°CEPAS | BAC ESC ARG MAN RAF INU

S. SANGUIS I/

N° CEPAS BAC | ESC | ARG MAN RAF INU

114




AHR Resultados

TABLA 12 (continuacién): RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUI-
MICAS COINCIDENTES CON LAS CONVENCIONALES DEL SISTEMA
VITEK PARA LAS CEPAS NO IDENTIFICADAS COMO S. MUTANS

S. SANGUIS |

N° CEPAS | BAC ESC ARG MAN RAF INU

S. UBERIS

N° CEPAS | BAC ESC ARG MAN RAF INU
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TABLA 12 (continuacién): RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUI-
MICAS COINCIDENTES CON LAS CONVENCIONALES DEL SISTEMA

VITEK PARA LAS CEPAS NO IDENTIFICADAS COMO S. MUTANS

S. CONSTELLATUS

. N° CEPAS | BAC ESC ARG MAN RAF INU
4 + + - - - -
AEROCOcCcUS

N° CEPAS | BAC ESC ARG MAN RAF INU

2 - + - + - -
BAC: Bacitracina ESC: Esculina ARG: Arginina MAN: Manitol
RAF: Rafinosa INU: Inulina

- 116




AHR Resultados

2.2.2. OBTENCION DE BIOTIPOS

A partir de los resuitados obtenidos con la utilizacion del sistema AP ZYM, se
realizé una clasificacion en biotipos de las cepas de nuestro estudio. Para ello se
eligieron las tres enzimas (valina arilamidasa, fosfatasa acida y a-galactosidasa) que
presentaban mayor variabilidad para la totalidad de cepas.

Gracias a la presencia o no de dichas enzimas se establecieron ocho biotipos
clasificados del | al VIII.

Los resultados para la totalidad de las enzimas y cepas ensayadas se reflejan
en la tabla 13. La tabla 14 recoge la clasificacion en biotipos, asi como el nimero de

cepas y porcentaje de las mismas incluido en cada uno de ellos.
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TABLA 13: RESULTADOS DE LA UTILIZACION DEL SISTEMA ENZIMATICO
API ZYM PARA LA TOTALIDAD DE CEPAS
11213456 |7 |8(9|10]11{12])13[14]15]16[ 17 18 19| 20 { BIOTP

1 - - + |+ - + - + | - - - + + - - + + - - - VI
2 - - + | +1 - + - + | - - - + + - - + + - - - Vi
3 - - + |+t - + - + 1. - - + - - - + + - - - VIl
4 - - + | +] - + - + | - - - + + - - + + - - - VIl
5 - - + |+ - + - + -1 - - + + - - + + - - - \
6| - - + |+ - + 1+ )+ -1 - - + | + - - + + - - - I\
7 - - + | +] - + + + |- - - + + - - + + - - - v
8 - - + |+ - + + - - - + + - - + + - - - Vil
[¢] - - + + - + + + - - - + + - - + + + - - v
101} - - + + - + - + - - - + + - - + + + - - Vi
111 - - + |+ - + |+ +]-] - - + 1+ - - + |+ - - - v
1214 - - + |+ - + 1+ + -1 - - + |+ - - + + - - - v
13§ - + - - - + + - -]+ + + + - + - - + - - i

141 - + + ] - - + + + | -] + + + - - - - - - - - 1l

151 - - + 1+ - + - + | - - + + - - - + + - - - \i
16§ - - + 1+ - + - + | -] - + + + - - + + - - - Vv
171 - - + {+] - + - + - - + + - + - + + - - - VI
181 - - + | +] - + + + | - - + + - - - + - - - - I

19 - | +{+f+] -]+ +]+]-]- + |+ ]+ - -+ 4] - - - |

201 - - + [+ - + - + -1 - + |+ |+ - - + |+ - - - \
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21 - B I IR + | - + -1 - - - - - s+ + - - - VI
22| - - + 1 +] - + - + -1 - + + + - - + | + - - - Vv
23| - - + | +] - + - + -1 - + + + - - + + - - - \"
241 - - + |+ - + - + 1 -1 - + + + - - + 1+ - - - \"
251 - - + | - - + - + | - - - - + - - + + - - - VI
26| - - + [+ - + - + 1 -1 - + + + - - + + - - - Vv
271 - - + |+ - + - + - - + + + - - + + - - - \2
28] - - + |+ - + - + | - - - + - - - + + - - - Vil
291 - - + |+ + + + + - - + + + - - + + - - - {
301 - - + |+ - + - + | - - + + - - - + + - - - Vi
31| - - + |+ - + - + | -] - + + - - - + + - - - Vi
32| - - + |+ - + - R e - + + - - + 1+ - - - Vil
33| - - + |+ - + + + - + - + - - - - - - - - 1l
341 - - + 1+ - + - + - - + + + - - + + - - - \
351 - - + |+ - + - + | - - + + + - - + + - - - \
6] - - + 1+ - + - + -1+ + + - - - + + - - - A
371 - + + | - - + - - -1 + + + + - - + - - - - \"
38| - - + |+ - + + |+ -1 - - + - - - + + - - - i
39! - - + |+t - + - + | - - + + + - - + + - - - \
40| - - + |+ - + - + ] -1 - + + + - - + 1+ - - - \%
41| - + + p+] - + + + 1 -] - + + + - - + + - - - I
421 - - + i+ | - + + + | - - + + + - - + + - - - |
43| - - + | +] - + + + | -] - - + + - - + + - - - v
44| - - + | + - + + + - - + + + - - + + - - -

45| - - + t+] - + - - - - + + - - - + + + + + Vi
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-
461 - - + |+ - + + | + 1 -] - - + | + - - + + - - - v
471 - + + | -] + + + + | -] + + + - - - + - - - - Il
481 - - + |+ - + + + ] - - - + + - - + + - - - v
491 - - + | +] - + + + | - - + + + - - + + - - - |
50| - - + {+ ]| - + + + 1 - - + + - + - + + - - + 1
51| - - + | +] - + - + | - - - + + - - + + - - - Vi
521 - - + |+ - + - + -1 - + + + - - + | + - - - \
531 - - + | -1 - + + + | -} - - + + - - + + - - - v
541 - - + | + - + + + - - + + + - - + + - - -

551 - - + |+ - + + + | - - - + + - - + + - - - v
51 - - + { + - + + + - - + + + + - + + + - - |
57| - - + |+ - + - + | - - + + + - - + + - - - Vv
581 - - + |+ - + - + | - - - + + - - + + - - - Vil
591 - - + {+1 - + - + ] - - + + + - - + + - - - \Y
60| - - + |1+ - + - + - - + + + - - + - - - - A\
61| - - + |+ - + - - - - + + + - - + + - - - \}
62} - - + P+ - + - - -1 - - + - - - + | + - - - VIl
631 - - + b+ - + - + -1 - - + - - - + + - - - Vil
641 - + + {1 +] - + - +1-1 - + + + - - + + - - - \
65 - - + [ +] - + - - |+ - + + + - - + + - - - \Y)
66| - - + | +] - + - + - - + + + - - + + - - - Vv
67} - - + | +] - + - + | -1 - + + + - - + + - - - \Y
681 - - + {1 +] - + - + -] - + + + - - + + - - - \%
69| - - + | +] - + - + 1 -1 - - + + - - + + - - - vii
70| - - + |+ - + - + -1 - + + + - - + |+ - - - Vv

120




AHR Resultados

71} - - + {+| - + | - + 1 -1 - - + | + - - + | + - - - VI
72| - - + |+ - + | + + -1 - + + |+ - - + |+ - - - | :
|
1
731 - - + |+ - - + - + - + + + - - + + - - - I ‘
i
741 - - + |+ ] - + + + - - + + + - - + + - - -
751 - - + 1+ - + + + - - + + - - - + + - - - 1] |
i
761 - - + | +} - + - + -1 - + + + - - + | + - - - \Y,
7710 - - + | + - + + + - - + + + - - + - - - - {
1
781 - - + 1+ - + + + | - - + + + - - + + - - - i
791 - - + f+] - + + + | - - - + + - - + + - - - I\
80| - - + |+ - + - + - - + + + - - + + - - - Vv
|
811 - - + {+] - + - + | - - - + + - - + + - - - vi ‘
82| - - + P+ - + - + | -] - - + + - - + + - - - VIt ’
83| - - + | +] - + - + | - - - + - - - + + - - - VI |
841 - - + |+ - + - + - - - + + - - + + - - - vi
85) - - + |+ - + - +1-1] - - + + - - + + - - - Vil
86| - - + |+ - + + + | - - - + + - - + + - - - v |
!
871 - - + f+] - + + + | - - - + + - - + + - - - v
|
88 - - + |+t - + - + 4 -1 - - + + - - + + - - - VH !
891 - - + {+] - + + + - - - + + - - + + + - - v i
AN - - + |+ - + - + - - - + + - - + + + - - Vil
91| - - + | +] - + 1+ |+ -1 - - + | + - - + | + - - - [\ i
|
92| - D B T P R TN S I - + |+ | - -+ ]+ - - - v I
Q3] - + - - - + + - - + + + + - + - - + - - I
941 - + + | -1 - + + + ] - + + + - - - - - - - - i
[
i
95| - - + |+ ] - + - + - - + + - - - + + - - - Vi
[
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Vil
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121] - + 1+ {+] - + 1+ +]-1- + 1+ | + - - + | + - - - I
122 - - + [+ - + |+t +]-1 - + | + 1 + - - + |+ - - - |
123f - - + | +] - + + + -] - - + + - - + + - - - v
124] - - + 1+ - + + + - - + + + - - + + - - - |
125) - -+ 1+ - + | - == -+ o+ - - -+ ]+ + ]+ o+ VI
L N e . +f1+-]-]- v
127] - + + -1 + + + + -] + + + - - - + - - - - 1l
128] - - + 1+ - + + + | .| - - + + - - + + - - - v
129 - - + | +1 - + + + -] - + + + - - + + - - - |
130 - - + |+ - + +1 + -1 - + |+ - + - + + - - + i
131] - -+ |+ - + - + -1 - - + |+ - - + |+ - - - Vi
132 - - + 1 +] - + - + | -] - + + + - - + + - - - Y
133] - - + 1 -| - + 1+ |+ 1.1 - - + |+ - - + | + - - - v
134] - - + P+ - + + + | -] - + + + - - + + - - - |
135) - - + {4+ - + ]+ + -1 - - + + - - + + - - - v
136| - - + | +} - + |+ ]+ -] - + |+ + ] + - + + + - -

137} - - + 4+ - + - + -1 - + + | + - - + + - - - v
138) - - + {+| - + - + § -7 - - + + - - + + - - - Vi
1B - -+ |+ -+ -1+]-]1-T+«V+1+1-71-. +y+ -] -] Y
140] - - + |+ - + - + | -1 - + + + - - + - - - - Vv
1411 - REN I I 3 S U S -l -1 - + |+ ]+ - -+ + ] - - - v
1920 - | -+ d+y -+ - -1-V-T-T 1771 -1 -] -1 - Vil
143] - S O I I N RS IR R B -+ ] - -l -]+ + ] - - - Vil
144} - + + |+ - + - + - - + + + - - + + - - - \Y)
145] - - + | +] - + - -+ - + + + - - + + - - - \2
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146] - - + | +] - + - + 1 -1 - + + + - - + + - - - \Y
147| - P R U S B T I S e S Y -+ + ] - - - \%
148| - - + | +] - + - + | - - + + + - - + + - - - \"
149| - - + b+ - + - + 1 -1 - + | + | + - - + | + - - - Vi
150 - - + |+ - + - + | - - + + + - - + + - - - Vv
151] - - + |+ - + - + - - - + + - - + + - - - Vil
152] - - + |+ - + |+ )+ - - + + + - - + + - - - |

153] - - + |+ - -+ - +] - + + + - - + + - - - |

154] - - + |+t - + ]+ +]-1 - + + + - - + |+ - - - |

155] - - + {+] - + + + ] - . + + - - - + + - - - 1

156] - - + | +] - + - +-| - + + + - - + + - - - Vv
157 - - + |+ - + |+t +]-1 - + |+ + - - + - - - - |

-

158 - - + |+ - + + + | - - + + + - - + + - - -

159} - - + |+ - + + | +1-] - - + + - - + + - - - v
160{ - - + b +] - + - + | - - + + + - - + + - - - \Y}

1: CONTROL NEGATIVO 2: FOSFATASAALCALINA  3: ESTERASA

4: ESTERASALIPASA 5: LIPASA 6: LEUCINA ARILAMIDASA

7: VALINA ARILAMIDASA  8: CISTINA ARILAMIDASA  9: TRIPSINA

10: a-QUIMOTRIPSINA 11: FOSFATASA ACIDA 12: NAFTOL-FOSFOHIDROLASA

13: a-GALACTOSIDASA 14: B-GALACTOSIDASA 15: B-GLUCURONIDASA

16: e-GLUCOSIDASA 17: p-GLUCOSIDASA 18: N-ACETIL p-GLUCOSAMINIDASA

19: «-MANOSIDASA 20: a-FUCOSIDASA BIOTP: BIOTIPOS
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TABLA 14: CLASIFICACION EN BIOTIPOS DE LAS 160 CEPAS DE

S. MUTANS
VALINA ARIL | FOSFATASA | «-GALACTO- N° %
AMIDASA ACIDA SIDASA
BIOTIPO | + + + 28 17.5
BIOTIPO I + + - 10 6.25
BIOTIPO 1l + - - 4 2.5
BIOTIPO IV + - + 22 13.75
BIOTIPO V - + + 50 31.25
BIOTIPO VI - + - 12 7.5
BIOTIPO VI - - + 24 15
BIOTIPO Vil - - - 10 6.25
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2.2.3. ALTOS NIVELES DE RESISTENCIA A AMINOGLUCOSIDOS

En el estudio de altos niveles de resistencia a aminoglucosidos se obtuvo un
resultado negativo para todas las cepas cuando fueron testadas a gentamicina,
tobramicina, kanamicina y amikacina, a las distintas concentraciones empleadas.

Para estreptomicina se encontraron 26 cepas (16.25%) resistentes a 500p.g/ml,
16 (10%) resistentes a 1000pg/mly 8 (5%) a 2000pg/ml.

Estos resultados se reflejan en las figuras 11 a 14,
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- FIGURA 11: ALTOS NIVELES DE RESISTENCIA
: A AMINOGLUCOSIDOS |
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FIGURA 12: ALTOS NIVELES DE RESISTENCIA
A AMINOGLUCOSIDOS
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~ FIGURA 13: ALTOS NIVELES DE RESISTENCIA |

A AMINOGLUCOSIDOS i
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FIGURA 14: PORCENTAJE DE CEPAS CON ALTOS
NIVELES DE RESISTENCIA A ESTREPTOMICINA
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2.2.4. TOLERANCIA A PENICILINA

En nuestro estudio obtuvimos 4 cepas de S. mutanstolerantes a penicilina, dos
de las cuales presentaron una CMI de 0.03pg/miy CMB » 1ug/ml. Las dos restantes
tuvieron una CMi de 0.25ug/ml y una CMB » 8pg/ml.

Los resultados de CMI y la concordancia entre CMI/CMB de las distintas cepas,

y el porcentaje de microorganismos tolerantes se refleja en las figuras 15 a 22.
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~ FIGURA 15: CMI A PENICILINA DE LAS CEPAS
;ﬂr ~ ESTUDIADAS ]
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f?@ﬂﬁ& 16: CONCORDANCIA CMI/CMB DE LAS*“T

; CEPAS CON CMI DE 0.015 mcg/ml
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. FIGURA 17: CONCORDANCIA CMI/CMB DE LAS
| CEPAS CON CMI DE 0.03 mcg/ml
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——
|

~ FIGURA 18: CONCORDANCIA CMI/CMB DE LAS
| CEPAS CON CMI DE 0.06 mcg/ml
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FIGURA 19: CONCORDANCIA CMI/CMB DE LAS
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FIGURA 20: CONCORDANCIA CMI/CMB DE LAS
CEPAS CON CMI DE 0.5 mcg/ml
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~ FIGURA 21 PORCENTAJE DE CEPAS
__ TOLERANTES A PENICILINA
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~ FIGURA 22: RELACION CMI/CMB DE LAS GEPAS
 TOLERANTES A PENICILINA
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2.2.5. SUSCEPTIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS

Los valores de CMI de las 160 cepas estudiadas, asi como la CMlg,, CMIg, y

media (X), para los antimicrobianos ensayados se reflejan en las tablas 15 a 21 y las

figuras 23 a 25.
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TABLA 15: EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE 160 CEPAS
DE S. MUTANS A AMOXICILINA ‘

| 0,003 0,007 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 0.5

Ne SIMPLE — 10 32 60 30 & 4 6
N® ACUMULATIVO : 12 22 54 114 144 150 154 160
% ACUMULATIVO 7.5 18,75 33,7571,25 90 93,75 96,25 100

. CMI gg: 0,0215
CMI g: 0,06

X: 0,0596
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TABLA 16: EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE 160 CEPAS |
DE S. MUTANS A CEFAZOLINA

0,007 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1

N® SIMPLE 18 14 66 44 6 6 2 4
N® ACUMULATIVO 18 32 98 142 148 154 156 160
% ACUMULATIVO | 11,25 20 61,25 88,75 92,5 96,25 97,5 100

CMIs5g: 0,0259
i !
~ CMigg: 0,07 |
i

l X: 0,0761
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TABLA 17: EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE 160 CEPAS
DE S. MUTANS A ERITROMICINA

0,007 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1

N¢ SIMPLE 6 24 52 34 30 10 2 2

N¢ ACUMULATIVO 1 6 30 82 116 146 156 158 160
\

|
% ACUMULATIVO = 3,7 18,75 651,25 72,5 91,25 97,5 98,75 100

.~ CMigg: 0,0294

CMl g5: 0,116
| X: 0,0818
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- . ‘—‘ﬁ;_‘k“_uj

TABLA 18: EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE 160 CEPAS
| DE S. MUTANS A CLINDAMICINA

0,607 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1
—
N® SIMPLE 8 46 34 58 4 4 2 4
N¢ ACUMULATIVO ‘ 8 54 88 146 150 154 156 160
% ACUMULATIVO 5 33,75 556 91,25 93,75 96,25 97,5 100

CMl 50 : 0,0264
CMI g : 0,0589

X: 0,0732
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\

\

i TABLA 19: EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE 160 CEPAS
% DE S. MUTANS A IMIPENEM

0,003 0,007 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1
N¢ SIMPLE 12 22 50 34 6 2 22 10 2
N® ACUMULATIVO 12 34 84 118 124 126 148 168 160
% ACUMULATIVO 7.5 21,25 52,5 73,75 77,5 78,75 92,5 98,75 100

CMI 50 : 0,0144

~ CMI g4 : 0,1690
|

X: 0,0941 ‘ ‘
ff
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TABLA 20: EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE 160 CEPAS
DE S MUTANS A VANCOMICINA

0,007 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1
N¢ SIMPLE 0 0 24 14 0] 16 76 30
N® ACUMULATIVO ‘ 0 0 24 38 38 54 130 160
% ACUMULATIVO ‘ 0 0 156 23,75 23,75 33,75 81,25 100

CMI 59 : 0,3355
CMI g9 :0,7333
X: 0,4597 }
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TABLA 21: EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE 160 CEPAS
DE S. MUTANS A TEICOPLANINA |

0,007 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1
}? N® SIMPLE 0 0 0 4 24 24 56 52
IE;
N® ACUMULATIVO 0 0 0 4 28 52 108 160
% ACUMULATIVO 0 0 0 2,5 17,5 32,5 67,5 100

CMlgp : 0,375
|
X: 0,557

:*!V
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 FIGURA 23: CMI50 DE LAS CEPAS ESTUDIADAS 5
| A LOS ANTIMICROBIANOS ENSAYADOS |
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- FIGURA 24: CMI90 DE LAS CEPAS ESTUDIADAS
A LOS ANTIMICROBIANOS ENSAYADOS |
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~ FIGURA 25: MEDIA DE LAS CEPAS ESTUDIADAS |
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2.2.6. PRODUCCION "IN VITRO" DE GLICOCALIX

De las 160 cepas de S. mutans incluidas en nuestro estudio, un total de 94
produjeron glicocalix después de incubarse. con suero fetal bovino o caldo Wilkins-
Chalgren. En las restantes 66 cepas no se detectd la presencia de glicocalix tras su
incubacién en ninguno de los dos meaios mencionados.

Estos resultados, asi como el porcentaje obtenido de cepas productoras de

glicocalix, se reflejan en la tabla 22 y figura 26.
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~ TABLA 22: S. MUTANS Y PRODUCCION
| DE GLICOCALIX

. T
GLICOCALIX | SUERO | CALDO %
POSITIVO 94 94 58.75
NEGATIVO 66 66 41.25
—_— ]

——

 FIGURA 26: PORCENTAJE DE CEPAS PRODUCTO- |
| RAS DE GLICOCALIX l

NEGATIVAS
41%
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2.2.7. ANALISIS ESTADISTICO

Cuando aplicamos el test de chi’ para comparar las variables biotipo y
tolerancia, obtuvimos una relacién estadisticamente significativa con p< 0.05 para el
biotipo il y la aparicién de tolerancia a penicilina, aunque la muestra puede no ser
representativa, por falta de tamano suficiente.

Al analizar la posible relacion entre los biotipos y la susceptibilidad a los
antimicrobianos ensayados, encontramos asociacién estadistica significativa entre el
biotipo IV y amoxicilina, cefazolina y eritromicina (p< 0.001, 0.001 y 0.01, respectiva-
mente), en el sentido de una mayor susceptibilidad de las cepas de dichos biotipos.
También encontramos asociacion entre el biotipo V y vancomicina (p< 0.05) y el biotipo
|y teicoplanina (p< 0.05), en ambos casos con una menor susceptibilidad a dichos
antimicrobianos.

Alrelacionarla produccion de glicocalix y la susceptibilidad antimicrobiana hubo
una asociacion estadisticamente significativa entre las cepas con glicocalix y una

mayor susceptibilidad a clindamicina y vancomicina (p< 0.001 en ambos €asos).
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La aparicion de cuadros de endocarditis bacteriana subaguda es un fenémeno
que acontece con cierta frecuencia tras manipulaciones odontoldgicas, y que tiene
como origen la bacteriemia que se produce como consecuencia de las mismas. En
este proceso se hallan generaimente implicadas distintas cepas de especies de
estreptococos orales, entre las que destacan S. sanguis, S. mitis y S. mutans "%,
Estos microorganismos. a través del torrente circulatorio, pueden alcanzar las valvulas
cardiacas, asentandose generalmente sobre aqguellas en las que existe una lesion
previa (bien un proceso anterior de fiebre reumatica, o una cardiopatia congenita), y
en las que, a consecuencia de la misma, se han producido cambios en el endotelio
vascular que han derivado en la denominada endocarditis trombdética no bacteriana
(ETNB).

La colonizacion y persistencia de los estreptococos a nivel de la lesion es
consecuencia de la interaccion, tanto de factores del hospedador, como de los
microorganismos implicados. Con relacion a estos ultimos, varios influyen en la
evolucion y pronostico de la endocarditis bacteriana subaguda, asi como en la
profilaxis y el tratamiento de la misma. Se incluyen, la capacidad de las distintas cepas
de estreptococos orales para elaborar productos extracelulares (glicocalix), asi como
la aparicion de tolerancia a p-lactamicos, o altos niveles de resitencia a aminoglucési-
dos.

Todos estos fenémenos afectan al desarrollo de la endocarditis, por lo que es
necesario conocer su presencia en aquellos estreptococos generalmente implicados
en la misma, tal es ef caso de S mutans, especie a la que se circunscribe nuestro

estudio. Este microorganismoes el principal patégenorelacionado con la caries dental,
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y esta presente en la cavidad oral de la mayoria de la poblacion '*°. Este hecho implica
que el riesgo de bacteriemias post manipulaciones dentales originadas por S. mutans
sea muy elevado, lo cual unido a las especiales caracteristicas de la endocarditis
originada por el mismo, ha motivado su eleccion para la realizacion de este trabajo.

El primer problema que plantea el estudio de los estreptococos viridans es el
de conseguir una adecuada identificacion de los mismos. Como se comentd en el
primer capitulo, dedicado a la revision, estos microorganismos se han visto sometidos
a un numero muy importante de cambios taxonémicos, de forma gue especies
consideradas distintas han terminado siendo afines o viceversa, mientras que otras
han desaparecido o se han integrado dentro de otros grupos '™,

Todos estos cambios en la taxonomia han sido motivados por la aparicién de
nuevas técnicas de identificacion en las que se incluyen, entre otros, estudios de
homologia de acidos nucléicos y secuenciacion de ARN. " |os cuales, con ayuda
de otros parametros, como la estructura antigénica o las propiedades fisiologicas, han
contribuido a esclarecer, en parte y de forma todavia provisional, la clasificacion de los
estreptococos viridans.

Enlo que se refiere a S. mutans, en la actualidad se halla integrado dentro de
un grupo denominado /mutans y que esta constituido por siete especies ( S. mutans,
S. rattus, S. cricetus, S. sobninus, S. ferus, S. downer y S. macacae), de las que
unicamente las cuatro primeras, tienen importancia como patégenos humanos *'*

Para llegar a la identificacion de S. mutans nos basamos en una bateria de
pruebas convencionales que incluyé crecimiento en bilis esculina agar, hidrdlisis de la

esculina, hidrdlisis de la arginina, fermentacion de manitol, rafinosa e inulina y
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resistencia a 2U de bacitracina. Estas pruebas permitieron diferenciar dicho
estreptococo, tanto del resto de los incluidos en su grupo, como de todos aquellos que

entran a formar parte de la microbiota normal de la cavidad oral.

Junto a estas pruebas convencionales, y basandonos en ellas como referencia,
incluimos en nuestro estudio un sistema automatizado (Automicrobic System, ViteK,
bioMérieux), que permite la identificacion de las principales cepas de estreptococos
implicadas en patologia humana, ademas de otras bacterias grampositivas. Entre los
estreptococos que son reconocidos por este sistema se encuentran S. pyogenes, S.
pneumoniae, S. agalactiae, S. equisimilis, S. equi, S. zooepidemicus, S. anginosus, S.
anginosus (S. milleri), S. bovis, S. equinus, S. mitis, S. mutans, S. uberis, S. sanguis
l'yll, S salivarius, S, constellatus, S. intermedius, S. acidominimusy estreptococos del
grupo G.

Entre las 32 pruebas que este sistema emplea para la identificacién, se hallan
la mayoria de las utilizadas de modo convencional, de forma gue nos permite comparar
los resultados obtenidos en las mismas con los de la bateria clasica.

A este respecto, el Antimicrobic System (AMS), llegé a la identificacion de S,
mutans en un 72.5% de las cepas estudiadas, porcentaje bastante elevado en
comparacion con los resultados obtenidos por otros autores con este sistema de
identificacién '*°, aunque hay que tener en cuenta que su empleo nos permite llegar
unicamente a la identificacion de grupo, el cual incluye a las siete especies que lo
forman, y no en particular a S, mutans. Del total de 114 cepas identificadas como tal

por Vitek, tan solo un 24.14% (28) de las mismas se pudieron encuadrar, dentro de la
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identificacion convencional, como tales, mientras que las restantes, valorando
solamente las pruebas del sistema automatizado que semejan las empleadas de forma
convencional, no presentarian un patron que permitiera identificarlas como pertene-
cientes al resto de las especies que constituyen el grupo mutans, aunque fueron
identificadas como tales.

Al comparar los resultados de las pruebas empleadas en fa bateria manual
con los ofrecidos para las mismas por el sistema automatizado, encontramos
discrepancias ya que, aunque el 100% de las 114 cepas presentaron, segun dicho
sistema, resistencia a bacitracina y fermentacion del manitol, otras pruebas tuvieron
porcentajes menores de concordancia, siendo en la fermentacion de la inulina, que
resultd positiva en un 27.58% de las cepas, en la que se obtuvo la mayor discordancia.

El27.5% (44) de las restantes cepas no fueron identificadas por Vitek como S.
mutans. De ellas, la mayoria (40.9%) lo fueron como S, bovis, seguido de S. uberis
(13.6%), S. intermedius, S. anginosus, S. sanguis I, S. constellatus (9.09%), S.
sanguis |y Aerococcus (4,5%).

La posibilidad de que estas cepas pertenezcan a dichas especies queda
descartada gracias a los resultados obtenidos en las pruebas convencionales. Asi, en
el caso de los estreptococos identificados como S bovis, el crecimiento en bilis
esculina agar, que fue negativo en las totalidad de las cepas, hace incorrecta esta
identificacion.

Con respecto a las dos cepas identificadas como Aerococcus, esta posibilidad
queda anulada al ser ambas catalasa negativas, mientras que esta especie es, en la

mayoria de los casos, catalasa positiva. Las restantes especies obtenidas son todas
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ellas incapaces de fermentar el manitol, por lo que su identificacion automatizada se
considero erronea.

En general, la identificacion por Vitek no resulté plenamente satisfactoria, ya
que los resultados de las pruebas a las que se someten las cepas no presentan
correlacion con los obtenidos en las realizadas de forma manual. Estas discrepancias,
a nuestro entender, podrian estar motivadas por el tiempo de incubacion que
presentan en este sistema los microorganismos, el cual oscila entre 5 y 15 horas, y que
en otras especies es suficiente para una correcta identificacion, pero que en el caso
de los estreptococos orales, y en particular de S. mutans, dadas sus caracteristicas de

crecimiento lento, puede no bastar para una lectura apropiada de las pruebas.

Con el fin de poder obtener una clasificacion en biotipos de S. mutans, nos
planteamos el empleo de una galeria de pruebas enzimaticas (APl ZYM, bioMérieux),
que nos permitiera, dependiendo de la posesion o no de los diversos enzimas
testados, distinguir distintos fenotipos en las cepas de nuestro estudio. De esta forma,
y eligiendo aquellas enzimas en las que las discrepancias entre cepas eran mayores,
se llegé a una clasificacién en ocho biotipos. Las enzimas empleadas fueron valina
arilamidasa, fosfatasa acida y a-galactosidasa. El biotipo aislado con mayor frecuencia
fue el V (-,+,+), en el que se incluyen un 31.5% de las cepas, sequido del | (+,+,+) con
un 17.5% del total de S. mutans estudiados. El biotipo que se encontré en menor

proporcion fue el Ill (+,-,-), del que sdlo se aislaron 4 cepas, lo que corresponde a un

2.5%.
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La clasificacion en biotipos se planteo, tanto por su utilidad epidemioldgicapara
el estudio de transmisibilidad de caries y relacion manipulacion estomatodontolégica-
bacteriemia-endocarditis, como por la posibilidad de que existieran distintos
comportamientos de las cepas, en relacién con los fendmenos que se iban a estudiar,
y de que estas diferencias pudieran estar relacionadas con algun patrén comuan de
comportamiento frente a diversos sustratos enzimaticos, es decir, con similares
expresiones fenotipicas. El estudio estadistico posteriormente realizado confirmé
nuestra hipotesis, encontrandose una asociacion entre el biotipo y la susceptibilidad
a antimicrobianos, segun la cual las cepas pertenecientes al biotipo |V muestran mayor
sensibilidad a amoxicilina, cefazolina y eritromicina, mientras que las pertenecientes

alos biotipos V y | son mas resistentes a vancomicinay teicoplanina, respectivamente.

Los aminoglucosidos, en concreto estreptomicina y gentamicina, se emplean
con frecuencia en la endocarditis originada por estreptococos viridans, asociados
generalmente a penicilina sobre todos en los casos en que los microorganismos son
moderadamente resistentes a esta uitima, dado el sinergismo que acontece, tanto "in
vitro" como "in vivo" al utilizar esta combinacion ', E empleo de otros aminoglucési-
dos, en el tratamiento de la endocarditis, como tobramicina o kanamicina no es
habitual, ya que estos no presentan ninguna ventaja terapéutica con respecto a los
mencionados en lo que respecta a su sinergismo con penicilina ',

La aparicion de cepas de estreptococos viridans que poseen resistencia de alto

nivel a los aminoglucdsidos es un fenomeno, que aunque no aparece de forma tan
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frecuente como en otras especies, por ejemplo Enterococcus spp. """, es necesario
estudiar, ya que de ¢l puede depender el fracaso de la terapia antimicrobiana en la
endocarditis.

Los valores de concentracién minima inhibitoria (CMI) que definen el punto de
corte en el que establecer si una cepa presenta o no altos niveles de resistencia
(ANR), varian dependiendo de la bibliografia revisada. Asi, mientras que para unos
autores valores de CMI> 500ug/mi serian indicativos de resistencia de alto nivel®, para
otros dichos valores deberian ser > 1000pg/ml e incluso > 2000pg/mi """ Aunque el
establecimiento de una concentracién de antibiotico que sirva de frontera para
determinar la existencia o no de ANR es dificil, parece que lo ideal seria considerar
como punto de corte aquelta CMI a partir de la cual desaparezca el fenomeno de
sinergismo entre penicilina y aminoglucosidos, derivando por tanto en un fracaso
terapéutico '"’.

La aparicion de ANR a aminoglucésidos generalmente estd mediada por
enzimas que modifican los mismos y cuya sintesis esta codificada genéticamente.
Estas enzimas realizan una conjugacion del aminoglucésido con un grupo acetilo,
adenilo o fosforilo, por lo que se denominan acetiltransferasas, adeniltransferasas y
fosfotransferasas. Existe una gran variedad de dichas enzimas, y dependiendo de sus
caracteristicas, su efecto puede afectar a uno o varios aminoglucésidos **"'®.

Aungue este mecanismo de resistencia es el mas frecuente, también se ha
descrito un tipo de resistencia ribosomal a la estreptomicina dependiente de una

proteina especifica aberrante (S12) de la subunidad ribosomal menor "
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En nuestro estudio, las 160 cepas de S mutans fueron testadas para
concentraciones de 500, 1000 y 2000 pg/m! de estreptomicina, gentamicina,
tobramicina, kanamicina y amikacina. Nuestro propdsito fue evaluar fa posible
aparicion de resistencia a las diversas concentraciones ensayadas, ver si existian
diferencias entre ellas y valorar la presencia de resistencias cruzadas entre los
diversos aminoglucosidos probados.

Tan solo se obtuvieron cepas con ANR para estreptomicina. A concentraciones
de 500 pg/mi un total de 26 cepas (16.25%) fueron resistentes, descendiendo dicho
numero a 16 cepas (10%) para 1000 pg/ml y 8 (5%) cuando empleamos 2000 pg/ml.

Estos resultados no difieren significativamente de los obtenidos por otros
autores para estreptococos viridans, y que oscilan entre un 2 y un 7,9% 7%,

El hecho de que ninguna cepa presentara resistencia cruzada con otros
aminoglucosidos, apoya la posibilidad de que en nuestro caso el mecanismo de
resistencia pueda ser, bien una adeniltransferasa que inactive Gnicamente la
estreptomicina, ya descrita para Enterococcus spp. *', o una alteracion ribosomal del

tipo anteriormente mencionado.

El término de tolerancia se aplica en aquellos casos en los que un microorga-
nismo presenta niveles de CMB significativamente mayores que los de su CMI
(relacion CMB/CMI> 32) ' |0 que determina que las bacterias tolerantes mueran
mucho mas lentamente que las no tolerantes. Los valores de CMI de dichas bacterias,

a diferencia de lo que ocurre con la aparicion de resistencia, no se ven alterados en
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este fenomeno ', Este concepto no puede aplicarse para farmacos Ccuya accion sea
bacteriostatica.

Los microorganismos que poseen esta caracteristica presentan una alteracion
en la actividad de enzimas autoliticas, en concreto, el fenomeno de tolerancia a B-
lactamicos se relaciona con el déficit de murein-hidrolasa, enzima que interviene en
los fenémenos de lisis bacteriana que acontecen una vez que el B-lactamico se une
a las proteinas fijadoras de penicilina de la pared bacteriana '™ %1% 1

Este fenémeno puede ser estudiado en el laboratorio, aunque la estandariza-
cion del método a emplear para ello es de gran importancia, ya que de ella dependen
la reproductibilidad de los resultados y la posibilidad de estudios comparativos entre
distintos autores ™',

Desde el aislamiento de las primeras cepas tolerantes a la actualidad, cada vez
son mas las especies en la que se ha demostrado la presencia de este fendmeno,
siendo comun entre Ios estreptococos obtenidos de surco gingival y de hemocultivos
post extraccion dental '*’. Sy aparicion en cepas productoras de endocarditis también
se detecta en nuestro pais '“.

El mayor porcentaje de cepas tolerantes se ha encontrado en S, sanguis,
sobretodo en el tipo | ', S, mitior (actualmente S. mitis) y S. mutans, las especies con
una mayor implicacion en el desarrollo de endocarditis .

Aunque inicialmente se penso que la aparicion de tolerancia no tenia
repercusion clinica alguna ', en la actualidad se cree, dada la asociacién existente
entre especies tolerantes y endocarditis, que este fenomeno puede estar implicado en

la evolucion del proceso 2%
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La tolerancia puede asociarse a fallo en Ia terapia con penicilina en circunstan-
cias como la endocarditis, en la que la actividad bactericida es un requisito para el éxito

149,166

del tratamiento .Se ha demostrado que las cepas tolerantes presentan una menor
respuesta a la penicilina con respecto a las que no lo son, incluso cuando ésta se
administra asociada a estreptomicina 2"’

También existen diversos estudios en los que se pone de manifiesto que la
tolerancia a penicilina es un factor que determina el fallo de la profilaxis con una sola
dosis de amoxicilina en pacientes con riesgo de desarrollar endocarditis '® 2"
Utilizando un modelo experimental, Pujadas y col. ' han confirmado este hecho,
demostrando que, cuando la bacteriemia post manipulacion dental es muy intensa, una
unica dosis con amoxicilina no es Gtil ante microorganismos tolerantes, por lo que en
estos casos es aconsejable emplear otra segunda dosis o realizar la profilaxis con
amoxicilina mas estreptomicina por via parenteral.

Dada la importancia y trascendencia en la profilaxis y tratamiento de la
endocarditis estreptocécica que posee el fenomeno de tolerancia a -lactamicos, nos
planteamos su determinacion en nuestras cepas, para lo cual utilizamos el método de
macrodilucion en medio liquido, que parece ser el que ofrece mayor reproductibilidad
de los empleados hasta el momento '’

Del total de cepas estudiadas, tan solo cuatro (2.5%) presentaron una relacion

CMB/CMI> 32, es decir, fueron tolerantes a penicilina. De ellas, dos tenian su CM! en

0.03pg/ml, mientras que en las dos restantes estaba en 0.25pg/ml, presentando por

tanto una sensibilidad moderada al antibiotico.
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Estos valores son sensiblemente inferiores a los obtenidos por otros autores.
Al revisar la bibliografia se sefialan porcentajes de tolerancia que oscilan desde un
11% """ a un 50% '®, pasando por valores intermedios como 27% .

Entre los factores que pueden explicar estas discrepancias se hallan la ya
referida dificultad en la reproductibilidad de los datos, sobretodo cuando se emplean
distintos métodos de deteccién y el hecho de que en la mayoria de los estudios el
mayor porcentaje de cepas estudiadas pertenezca a la especie S. sangu/s. Aun en los
casos en que se refleja la tolerancia de S. mutans, no esta claro si esa denominacion
recoge a la totalidad del grupo o sélo a esta especie "7 Por ultimo, existe la posibilidad

de que en nuestra area geografica el fendomeno estudiado presente una menor

incidencia.

La mayoria de los estreptococos implicados en el desarrollo de endocarditis

subaguda presentan buenos patrones se sensibilidad a los antimicrobianos de uso

comun, tanto en profilaxis como en tratamiento de la misma *'*"'"?

.Los B-lactamicos
han constituido clasicamente la base de la terapéutica en dicho proceso, ya que los
microorganismos implicados en el mismo mantienen excelentes niveles de susceptibili-

dad a este grupo de antibiéticos "'

. Junto a estos farmacos, se utilizan otros que,
asociados a ellos o sustituyéndolos, también han demostrado su eficacia.

Entre estos antimicrobianos hay que destacar el uso de agentes bacteriostati-
cos, como la eritromicina o clindamicina, en la profilaxis de ia bacteriemia post

173174

extraccion dental . Su empleo estd basado en experiencias que ponen de

manifiesto que su administracién es capaz de prevenir dicha bacteriemia, mediante un
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mecanismo distinto al de la lisis bacteriana, Y que podria basarse en una inhibicién de
la adherencia de los estreptococos a las valvulas cardiacas '*%'.

Las cefalosporinas, en particular la cefazolina, pueden ser una alternativa en
el tratamiento de la endocarditis, al comportarse los estreptococos virnidans, en general,
como sensibles a las mismas ',

La vancomicina y teicoplanina también se emplean en sujetos con alergia a
penicilina, mostrandose Utiles tanto en profilaxis como en tratamiento """

El imipenem y otros carbapenemas se han demostrado activos, solos o en
combinacion con aminoglucosidos, en el tratamiento de la endocarditis estreptococica,
por o que podrian constituir una alternativa en pacientes que presenten alergia a la

pen|CiI|na 114.178.179

,y en el tratamiento hospitalario de la misma.

De todos los estreptococos orales, S. mutans se ha comportado clasicamente
como uno de los mas susceptibles a los antimicrobianos, tanto los aislados de placa
dental, como de pacientes con endocarditis infecciosa "+,

En nuestro trabajo estudiamos la susceptibilidad de esta especie a diversos
antimicrobianos de uso frecuente o posible en profilaxis y tratamiento de la endocarditis
subaguda, tales como: amoxicilina, cefazolina, eritromicina, clindamicina, imipenem,
vancomicina y teicoplanina.

La totalidad de las cepas presentaron valores de CM! inferiores a los puntos de
corte para los antibiéticos ensayados. Unicamente diez cepas mostraron sensibilidad

intermedia a la amoxicilina (cuatro con CMI en 0.25pg/ml y seis en 0.5pg/ml). Dos

cepas mostraron sensibilidad intermedia a eritromicina y cuatro a clindamicina (CMlen

Tpg/ml).
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Comparando las CMI,, de los distintos antimicrobianos ensayados, los que
presentan niveles menores son imipenem, amoxicilina y clindamicina. Los valores mas
bajos de CMI,, los ofrecen clindamicina, amoxicilina y cefazolina.

Estos resultados son similares a los reflejados por otros autores en relacion con
la susceptibilidad de estreptococos orales, confirmando la baja tasa de aparicion de
resistencias en estos microorganismos. También coinciden con estudios previamente
realizados en nuestro medio *'”', en el mejor comportamiento de clindamicina con
respecto a eritromicina, y por tanto, apoyan su eleccion para profilaxis de endocarditis

estreptocdcica.

En la patogenia de la endocarditis originada por estreptococos viridans, la
interaccion entre estos microorganismos y la valvula cardiaca dafiada es un punto
crucial en el desarrollo del proceso. La capacidad de determinados estreptococos de
este grupo, en concreto S. mutans, S. sanguisy S. mitis, para adherirse a la matrix
extracelular del endotelio cardiaco, explica en parte la alta incidencia de endocarditis
producida por los mismos %, Esta capacidad esta en relacion con la elevada
produccion de exopolisacarido (glicocalix) que presentan estas especies®.

Los estreptococos que elaboran abundante glicocédlix forman mayores
vegetaciones que los no productores '”'. Este hecho puede ser consecuencia directa
de la existencia de un mayor numero de microorganismos adherido a la superficie
valvular, o deberse a un mayor depésito de plaquetas y fibrina . A nivel de la
vegetacion cardiaca hay dos tipos de poblaciones microbianas, una profunda que se

halla en fase de reposo, y otra mas superficial en la que los microorganismos estan en
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fase de crecimiento. Solo esta Ultima es susceptible de ser erradicada durante el
tratamiento con g-lactamicos y aminoglucosidos, por lo que todo factor que contribuya
@ un aumento del grosor de la vegetacion dificulta la esterilizacién de la misma "',

A este respecto, se ha demostrado que la formacion de vegetaciones cardiacas
de gran tamafio dificulta, no sélo la llegada del antibidtico a las mismas, sino también
la actuacion de los mecanismos de defensa del hospedador (complemento,
anticuerpos, células fagociticas), contribuyendo a la persistencia en el tiempo de la
lesion y a una mayor dificultad en la curacion del proceso %' 1"'

La produccion "in vitro" de glicocalix refleja de la capacidad de los estreptoco-
Cos para generarlo a nivel cardiaco, por Io que su deteccion presenta un valor potencial
como predictor de la patogenicidad de las cepas en las que la prueba sea positiva *°.
No se han demostrado Unicamente variaciones en la cantidad de exopolisacarido
producido por las cepas causantes de endocarditis "' sino que hay estudios que
reflejan la existencia de diferencias, tanto cuantitativas como cualitativas, entre el
glicocalix de los estreptococos productores de endocarditis y el de los que no suelen
asociarse con este cuadro '

Todos estas circunstancias nos llevaron a plantearnos la necesidad de conocer
el nimero de microorganismos capaces de producir glicocalix, y por tanto cuadros mas
rebeldes de endocarditis ', entre las 160 cepas de S. mutans de nuestro estudio, asi
como la posible influencia "in vitro" de su produccion en los valores de CMI a los
antimicrobianos ensayados.

Para ello empleamos el test descrito por Molisch para la deteccion de glicocalix,

y de forma paralela, lo aplicamos sustituyendo el suero fetal bovino por caldo Wilkins-
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Chalgren, el mismo medio de cultivo empleado para la investigacion de la susceptibili-
dad a antimicrobianos. Nuestro proposito era comprobar si las cepas productoras de
glicocalix eran capaces de poner de manifiesto dicha caracteristica cuando se
inoculaban en el medio de cultivo mencionado, ya que de esa forma podriamos
correlacionar la presencia de exopolisacarido con posibles cambios en los valores de
CMI.

En un 58.75% de las cepas se detectod produccion de glicocalix, mientras que
las restantes (41.25%) dieron un resultado negativo. En todas ellas existié concordan-
cia entre los dos medios de cultivo empleados.

Cuando se aplico el test de chi? para ver la posible relacion de las CMI a
antimicrobianosy la produccién de glicocalix, no encontramos significacién estadistica
para la mayoria de los antibioticos, salvo para clindamicina y vancomicina, en el
sentido de una mayor susceptibilidad a éstas entre las cepas productora de glicocalix.
Estos datos confirman, salvo para los dos antibidticos mencionados, lo referido por
otros autores en relacion a que la susceptibilidad "in vitro" de las cepas que elaboran
exopolisacarido no es distinta de la de aquellas que no lo producen, ya que el fallo en
el tratamiento no se relaciona con cambios en sus CMI, sino con una menor
accesibilidad del antibiotico a nivel del foco cardiaco °'. La asociacion de la produccion
de glicocalix con la mayor susceptibilidad a clindamicina y vancomicina es un

fenémeno de dificil explicacion, aunque es posible que pueda deberse al azar.
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1%.- EImétodo clasico convencional, con Ios test de crecimiento en bilis esculina
agar, hidrolisis de la esculina, fermentacion de manitol, rafinosa e inulina y resistencia
a 2U de bacitracina, proporciona mejores resultados que el sistema automatizado

Antimicrobic System " en la identificacién de Streptococcus mutans.

22.- Con el sistema AMS ° se obtiene un buén porcentaje de identificaciones de
Streptococcus mutans, pero no permite detectar la totalidad de las cepas, ni llegar a
la clasificacion de especies del Grupo mutans, no existiendo, porotra parte, correlacion

absoluta entre las pruebas comunes del sistema y del método convencional.

3%.- Cepas de Streptococcus mutans identificadas como tales por el método
clasico, lo fueron por el sistema automatizado AMS ® como Streptococcus bovis,
Streptococcus  uberis, Streptococcus  intermedius, Slreptococcus  anginosus,

Streptococcus sanguisl y I\, Streptococcus constellatus y Aerococcus.

42.- Utilizando la galeria de pruebas enzimaticas API ZYM ®, y en funcion de la
eleccion de las enzimas valina arilamidasa, fosfatasa acida y « galactosidasa, se
propone un esquema de clasificacion para Streptococcus mutans en ocho biotipos,
codificados con nimeros romanos. Esta tipificacion puede aportar importantes datos
epidemiologicos de transmisibilidad de caries y de la relacién manipulacion odontoesto-
matoldgica-bacteriemia-endocarditis. En el estudio efectuado, el biotipo mas frecuente
fué el V, habiendo mostrado ademas, alguno de los biotipos, una relacion estadistica-

mente significativa con una mayor sensibilidad a los antibiéticos.
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5%.- Solo algunas cepas de Streptococcus mutans presentan altos niveles de
resistencia a estreptomicina a concentraciones de 500 g/ml, descendiendosu namero
con 1000 y 2000ug/ml. No aparecio resistencia cruzada con los restantes aminogluco-

sidos ensayados: gentamicina, tobramicina, amikacina y kanamicina.

6%.- Por el método de macrodilucion en medio liquido se ha detectado un
namero muy reducido de cepas de Streptococcus mutanstolerantes a penicilina. Esta
discrepancia con los datos de otros autores, probablemente esté motivada por
problemas en la reproductibilidad de los resultados entre los diversos laboratorios, el
caracter geografico del estudio, y la falta de criterios objetivos a la hora de separar la

especie Streptococcus mutans del Grupo mutans.

7°.- En el estudio de la susceptibilidad "in vitro" de Streptococcus mutans a los
antibidticos amoxicilina, cefazolina, eritromicina, clindamicina, vancomicina vy
teicoplanina, no se han detectado cambios significativos con respecto a trabajos
anteriores realizados en nuestro medio. Todos los microorganismos estudiados han
mostrado una excelente sensibilidad, siendo las CMI,, mas bajas para imipenem,
amoxicilina y clindamicina. Los valores inferiores de CMI,, los presentaron clindamici-

na, amoxicilina y cefazolina.

82.- La produccion "in vitro" de glicocalix por Streptococcus mutans, proporciono
resultados concordantes al realizarse tanto por el test de Molisch, como en caldo

Wilkins-Chalgren, siendo esta ultima una técnica menos costosa. Por ambas
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metodologias, mas de la mitad de las cepas produjeron glicocalix, aunque estas cifras,

en funcién de la pérdida del mismo en los subcultivos, debe ser superior "in vivo".

9°.- Segun el andlisis estadistico, las cepas con glicocélix no son "in vitro"

menos sensibles a los antibidticos, siendo, al contrario, mas susceptibles a vancomici-

na y clindamicina. Aunque estos hechos parecerian indicar que el fracaso terapéutico
en la endocarditis subaguda no esta en relacion con la produccion de homopolisacari-
do, la dificultad en la accesibilidad del antibiético al foco cardiaco que determina la

presencia del mismo, es causante "in vivo" de fallo en la terapia antimicrobiana.
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