


UNIVERSIDAD DE GRANADA

FACULTAD DE MEDICINA

DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA

ESTUDIO DE LA SUSCEPTIBILIDAD Y PRODUCCION DE GLICOCALIX

DE STREPTOCOCCLIS MIJTANS

ANGUST]AS DE LA HIGUERA ROMERO

GRANADA 1.994



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Editor: Universidad de Granada.Tesis Doctorales 
Autora: Angustias de la Higuera Romero 
ISBN: 978-84-9125-471-3 
URI: http://hdl.handle.net/10481/42057 



LOS PROFESORES D. JOSE LIEBANA UREÑA, CATEDRATICO
DE MICROBIOLOGIA DE LA UNIVERSIDAD DE GRANADA, DA

ANA MARIA CASTILLO PEREZ, PROFESORA TITULAR DE
MICROBIOLOGIA DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA
UNIVERSIDAD DE GRANADA, Y D. JOSE GUTIERREZ
FERNANDEZ, PROFESOR ASOCIADO DE MICROBIOLOGIA DE
LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD DE
GRANADA.

CERTIFICAN:

Que la Tesis Doctoral que presenta al superior juicio
delrribunalque designe la comisión del Doctorado, a propuesta del
Consejo de Departamento, Da Angustias de la Higuera Romero,
sobre el tema: Estudio de la susceptibilidad y producción de
glicocáfix de streptowts mutans, ha sido realizada bajo nues-
tra dirección, siendo expresión de la capacidad técnica e
interpretativa de su autora, en condiciones tan aventajadas, que la
hacen acreedora deltítulo de Doctor, siempre que así lo considere
el citado Tribunal.

Granada a 1 de Septiembre de 1.994.

Fdo. José Liébana Ureña Ana M" Castillo Pérez

José Gutiérrez Fernández



A mis padrcs y hermanos



AGRADECIMIENTOS



-T
I

'1

Deseo expresar mi más sincero agradecimiento a todas acuellas

personas que han hecho posible la realizaciÓn de esta tesis. en especial.

- A los Profs. JOSE LIEBANA UREÑA, ANA M" CASTILLO PEREZ y

JOSE GUTIERREZ FERNANDEZ, directores de este trabajo, por sus

inestimables consejos y por la ayuda que me han prestado en su realizaciÓn.

- A los Profs. M" CARMEN MAROTO VELA y GONZALO PIEDROLA

ANGULO, por su estímulo e inicio en la investigación y por el apoyo y la

confianza que siempre me han demostrado.

- A todo el personal facultativo del Departamento, porque de todos

ellos he aprendido Microbiología.

- A mis compañeros de Residencia, en especial a CAROLINA

ROLDAN FONTANA y ANTONIO GARCIA MENDOZA, por su amistad y el

interés que siempre han mostrado en mi trabajo.

- Al resto de personas que trabajan en el laboratorio, y con las que he

podido contar en todo momento.



INDICE

- INTRODUCCION Y OBJETIVOS

- CAPITULO PRIMERO. REVISION

1.3.5. Estreptococos orales y antibióticos

' CAPITULO SEGUNDO. APORTACION PERSONAL

1.1. Género Streptococcr.rs. Estreptococos Grupo

mutans

1.1.1 . Caracteres generales

1.2. Endocarditis infecciosa. Endocarditis subaguda

1.2.1 . Generalidades

1 .2.2. Clasificación clínica

1.2.3. Endocarditis subaguda

1.3. Principales antibióticos en profilaxis y tratamiento de endocarditis

subaguda

1.3.1. p-lactámicos

1 .3.2. Aminoglucósidos

1.3.3. Macrólidos y lincosamidas

1.3.4. Glicopéptidos

3

b

7

I
12

48

49

50

52

67

bó

75

77

80

82

84

2.1. Material y métodos 85

862.1.1. Recogida de la muestra

2.1.2. ldentificación de los microorganismos por métodos convencio-

nales

2.1,3. Conservación de las cepas

88

93



2.1.4. ldentificación de los microorganismos mediante un sistema

automatizado.... .. 95

2.1.5, Diferenciación de biotipos mediante investigación de actividades

enzimáticas 97

ucósi-

99

Detección de altos niveles de resistencia a aminoql

2.1.7. Estudio del fenómeno de tolerancia a penicilina 101

2.1.8. Determinación de la susceptibilidad a diversos antimicrobia-

2.1.6.

dos

2.1.9. Detección de la producción de glicocálix "in vitro"

2,1 .10. Análisis estadístico

2.2. Resultados

2.2.1,ldentificacion mediante sistema AMS .

2.2.2. Obtención de biotipos

2.2.3. Altos niveles de resistencia a aminoglucósidos

2.2.4. Tolerancia a penicilina

2.2.5. Susceptibilidad a antimicrobianos

2.2.6. Producción "in vitro" de glicocálix

2.2.7 . Análisis estadístico

2.3. Discusion

104

106

107

108

109

117

126

131

140

151

174

153

154

170
- CAPITULO TERCERO.CONCLUSIONES

- CAPITULO CUARTO. BIBLIOGRAFIA



INTRODUCCION Y OBJETIVOS



AH.R. lnfu¿.rción

Dentro de la variada microbiota de la cavidad oral, Streptococcus mutars tiene

una especial relevancia por su asociación con procesos tanto locales, tales como la

caries dental, como sistémicos. Con relación a estos últimos, S. mutans es un

importante patógeno productor de cuadros de endocarditis subaguda.

Su asentamiento a nivel valvular generalmente es consecuencia de la

bacteriemia que acontece trás manipulaciones odontológicas. Esta bacteriemia en la

mayoría de los casos es transitoria y no presenta repercusión clínica alguna, aunque

en individuos con patología valvular de base, o intervenciones más 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 conveniencia de conocer

el estado actual de S. mutansen relación con los antimicrobianos de uso común en la

endocarditis bacteriana en cuya etiología esté implicado, así como el comportamiento

del mismo frente a determinados fenómenos como la tolerancia a penicilina y la

aparición de altos niveles de resistencia a aminoglucósidos.

Con relación a lo expuesto con anterioridad, en la realización del presente

trabajo nos planteamos los siguientes objetivos:

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

mutans, así como establecer una clasificación en biotipos gracias a un estudio de

actividades enzimáticas.
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2'- Conocer el estado actual de la suscept¡bilidad de S. mutans a los

antimicrobianos de uso habitual en profilaxis y tratamiento de endocarditis, y la posible

apariciÓn de cepas que presenten fenómeno de tolerancia a penicilina y/o altos niveles

de resistencia a aminoglucósidos.

3'- Valorar la producción "in vitro" de glicocálix en S. mutans y su posible

interferencia con los niveles de concentración mínima inhibitoria a los antimicrobianos

ensayados.

Para ello hemos dividido nuestro trabajo en cuatro capítulos:

" El primer capítulo consta de tres apartados, en el primero de los cuales se

realiza una revisiÓn del Género Streptococcus. El segundo apartado está dedicado a

los aspectos generalesde la endocarditis bacteriana, y el tercero recoge las principales

características de los antimicrobianos empleados en nuestro estudio.

. El segundo capítulo se ha reservado a la aportación 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 ra discusión de dichos resultados.

* En el tercer capítulo se reflejan las conclusiones obtenidas.

* El cuarto capítulo lo constituye la bibliografía.
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1.1. GENERO STREPTOCOCCUS. ESTREPTOCOCOS GRUPO MUTANS
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1. 1,1 . CARACTERES GENERALES.

Revisifot

Los estreptococos son microorganismos inmóviles, grampositivos, de

morfología esférica u ovoide de aproximadamente 1 pm de diámetro que se dividen

en un solo plano observándose en parejas o formando cadenas, de longitud variable

dependiendodel producto patológico y el medio de cultivo

Crecen de forma Óptima 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 atmósfera con un S a jO% de COr.

Son oxidasa negativos, carecen de catalasa y su tolerancia al oxígeno está

determinada por poseer o no peroxidasas flavoproteínicas y pseudocatalasas.

Algunas especies son más exigentes en sus requerimientos nutricionales;son

tiol-dependientes y necesitan la adición a los medios de cultivo de cisteina o piridoxal

(Vitamina Bu) como coenzima. Se denominan estreptococos nutricionalmente

deficientes o Budependientes'.

Estructuralmente, y dependiendode las especies, pueden distinguirse además

del núcleo, citoplasma y membrana citoplásmica, otros elementos de gran interés

(Figura 1):
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AH.R Revisbn

- Cápsula. Se comporta como un factor de virulencia en las cepas que la poseen, al

dificultar la fagocitosis. Está constituida a expensas de ácido hialurónico o polisacári-

dos. Tiene carácter antigénico, como en el caso del Streptococcus pneumoniaecuya

cápsula induce la formación de anticuerpos específicos que permiten el serotipado de

esta especie.

- Fimbrias. Intervienen en la adhesión a tejidos del hospedadory en los fenómenos de

coagregación y agregación bacteriana.

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

la adhesión y formación de placas dentales.

- Pared celular, Es una cubierta rígida que confiere la forma peculiar a la bacteria, la

protege de posibles cambios de presión osmótica, y es responsable de su coloración

con la tinción de Gram.

Como en todas la bacterias grampositivas el principal componente es la mureina,

mucopéptido o peptidoglicano. Además 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 ácidos

lipoteicoicos intervienen principalmente en fenómenos de adherencia y colonización,

dada su gran afinidad por las membranas biológicas, pudiendo además comportarse

por sí mismos como antÍgenos grupo específicos (serogrupos D, H, N de Lancefield).

10
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- Carbohidratos parietales, como el polisacárido C, por cuyas diferencias de

composiciÓn, junto a las de los ácidos lipoteicoicos, se ha podido realizar la clasifica-

ción de los estreptococos en diversos grupos (Grupos de Lancefield) que se

denominan con letras latinas de la A a la w, exceptuando l, J, LL y ñ. Su composición

varia según los serogrupos; así por ejemplo, en el grupo A dicho carbohidrato está

constituido por N-acetilglucosa m i na y ra mnosa.

-- 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 elfactor de opacificación.

La proteina M constituye la base para la clasificación del estreptococo del grupo A en

80 serotipos, además de participar en la adhesividad a las células epiteliales,

comportarse como superantígeno y determinar la resistencia a la fagocitosis 2.

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 ácidos lipoteicoicos, proteina

superficiales como la M y fimbrias, forman agrupaciones fibrilares que intervienen en

procesos de adhesión 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.

Revbicn

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 saprófitos, oportunistas e

incluso como patógenos, produciendo diversas infecciones en el hombre y los

animales.

La clasificación de los estreptococos se ha realizado en base a diversos

cnterios, lo que ha motivado que exista una importante confusión en cuanto a su

taxonomía y nomenclatura, no siendo ningún sistema de diferenciación suficiente por

sí solo para clasificar estas bacterias, por ello es necesario recurrir a la utilización

combinada de varias propiedades y características.

1.- Tipo de hemólisis en agar sangre de camero. Según sus propiedades hemolíticas

se diferencian tres tipos de estreptococos, c, B y y hemolíticos. La c hemólisis es la

lisis parcial de los hematíes alrededor de una colonia produciendo un halo verdoso en

el medio de cultivo. La B hemólisis resulta de la lisis completa de los hematíes con

decoloración total del medio. Se denomina hemólisis y a la ausencia de ambos

fenómenos.

La actividad hemolítica 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 incubación.

,ry 12
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2.- Estructura antigénica (Tabla 1). La constitución antigénica del género es

particularmente compleja. En función de la presencia o no de antígenos de grupo es

posible dividirlos en estreptococos grupables y no grupables

El polisacárido C confiere el carácter grupo específico a estos microorganismos

y en función a él se obtienen la mayoría de los serogrupos de Lancefield. Dicho

carbohidratoC es un compuesto ramificadoformado pordos o varios monómeros cuya

composición química, como se ha señalado, difiere según el grupo, pudiendo

detectarse ramnosa, galactosa, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamida y

galactosamida 3. En otros casos el carácter de grupo va ligado a los ácidos lipoteicoi-

cos (serogrupos D, H y N).

l?
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Los serogrupos pueden a su vez dividirse en serotipos mediante antígenos

proteicos parietales superficiales, y por antígenos capsulares polisacáridos.

Los estreptococos no grupables también pueden dividirse en serotipos gracias a

polisacáridos capsulares (S. pneumonlae) o parietales (Grupo mutans).

3.- Características fisiológicas (Tabla 2). La diferenciación de los estreptococos por

propiedades fisiológicas no es una tarea fácil. En algunos casos, con un número

restringido de pruebas clásicas o convencionales, se pueden relacionar estas

características con determinados serogrupos. En otros, por el contrario, es necesario

utilizar una amplia gama de test que solo están al alcance de laboratorios muy

especializados o t.

El desarrollo de pruebas que detectan enzimas bacterianas preformadas que

al hidrolizar un sustrato producen un cambio de color, están contenidas en algunos

sistemas automatizados de identificación u't. Desgraciadamentelos 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 identificación consisten en la detección de proteasa de lgA,,

neuraminidasa e hialuronidasau-'', aunque por su complejidad no puedan introducirse

como técnicas rutinarias.

La diferenciación fenotípica tampoco es fácil ya que numeros especies no

presentan pruebas uniformemente positivas o negativas, siendo el carácter variable

una constante muy frecuente. Esta característica se utiliza para la obtención de

biotipos,

ffi
'¡'
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4.- Características nutricionales. Algunos estreptococos, aparentemente variantes de

especies reconocidas, presentan, como se indicó previamente, un comportamiento

nutricional especial al depender para su desarrollo de compuestos como el piridoxal

(Vitamina Bu) o la cisteina. De esta forma pueden distinguirse los SVN , streptococci

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

5.- Características genéticas y químicas estructurales, Se basan en estudios sobre las

proporciones de C+G en el ADN cromosómico, la homología ADN-ADN, ARN_ARN o

ARN-ADN, o la secuenciación del ARN ribosomal (165 ARN,), así como en análisis de

perfiles proteicos, estructura de la pared celular en cuanto a las secuencias de

aminoácidos y formas de uniones de éstos en la mureina, o estudio de ácidos grasos
13-17 

,

Estas investigaciones genéticas y taxonómicas han permitido separar especies, hasta

hace poco consideradas idénticas, o aproximar otras que habían sido catalogadas

como diferentes. Un ejemplo de esto lo tenemos en dos especies con una homología

ADN-ADN del 30-38%, tales como Streptococcus mitis y Streptococcus oralis, que

actualmente se consideran distintas aunque fenotípicamente sean casi idénticas (se

consideran cifras de homología alta a partir del T0o/o)'uin.

Por desgracia estos estudios no siempre son definitivos, y el empleo de

métodos no estandarizados o de cepas no características 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

?.
$
il

ü
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constellatus en los que mientras unos autores proporcionan resultados de alta

homología, otros señalan que ésta es baja o moderada ro.

cabe esperar que en er futuro, ra combinación de pruebas bioquimicas,

antígénicas, genéticas y químicas estructurales permitan clasificar los estreptococos.

6'- criterios clínicos. La diferenciación entre estreptococos piogenos y no piógenos en
la actualidad se ha quedado desfasada. A las especies consideradas clasicamente

como productoras de procesos purulentos, como streptococcuspyogenes, streptococ-

cus agalactiaeY s' pneumoniae, habrá que ir incluyendo en el futuro otras muchas,

conforme se vayan clasificando y profundizando en la significación patógena de los

estreptococos denomin ados vindans.

A la vista de lo expuesto, resulta evidente que no es fácil realizar una

clasificaciÓn racional de los estreptococos. Teniendo en cuenta una visión eminente-

mente práctica puede hacerse la siguiente división:

* Estreptococos grupabres (por ros grupos de Lancefierd). Las especies de
principal importancia en patología humana son:

-Estreptococos del grupo A __ Streptococcus pyogenes

- Estreptococos de I gru po B -- s trep to coccus aga ra ctia e

-Estreptococos del grupo D __ Streptococcus bovis
* Estreptococos no grupables

- Streptococcus pneumoniae

- Estreptococos vindans

18
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# ESTREPTOCOCOS GRUPABLES

Revbitn

- STREPTOCOCCUS PYOG ENES

Esta especie puede encontrarse formando parte de la microbiota faríngea en

un 5 a 10% de sujetos sanos, desconociéndose las implicaciones clínicas que ouedan

derivarse de esta situación.

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 clínicos producidos por este microorganismo, entre

los que destacan:faringitis aguda, escarlatina, impétigo, erisipela, cuadros inmunológi-

cos (fiebre reumática, glomerulonefritis aguda), endocarditis y septicemia r,.

- STR EPTOCOCC IJS AGALACT'A E

Puede encontrarse formando parte de la microbiota normal intestinal y del

aparato genital femenino, y más excepcionalmente, de la faríngea. Habitualmente

produce B hemólisis en el medio de cultivo, aunque a veces es posible detectar cepas

c o y hemolíticas. El proceso más grave en el que se encuentra implicado es la sepsis

neonatal precoz t' (pot infección del recién nacido a su paso por el canal del parto), o

:
i

$
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tardía (a partir de otros neonatos o del personal sanitario), que suele afectar a niños

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, están:

* Streptococcus bovis.

Es huesped habitual del intestino de numerosos animales y del hombre y puede

producir endocarditis y cuadros de bacteriemia en individuos afectados de neoplasias

de colon.

* Estreptococos del grupo G y M.

Son p hemolíticos, tienen como hábitat natural la rinofaringe además de piel

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

heridas. etc.
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# ESTREPTOCOCOS NO GRUPABLES

Reubitn

S TR EPTOCOCC IJS PN E U MO N lA E

Aunque genéticamente está próximo a algunas especies de estreptococos

viridans, fenotípicamente no debe considerarse como perteneciente a estos. Sus

propiedades características, que permiten la diferenciación con el resto de los

estreptococos, son la sensibilidad a la optoquina y la solubilidad en bilis. En la tinción

de gram aparecen como cocos grampositivos lanceolados, asociados en pare¡as, y

recubiertos de una cápsula polisacárida, responsable de la subdivisión en serotipos de

ésta especie.

Cuando se incuban en atmósfera aerobia se comportan como c hemolíticos,

mientras que en anaerobiosis producen B hemólisis. No se desarrollan bién en medios

sin sangre ya que necesitan la catalasa sanguínea para descomponer el agua

oxigenada producida en su metabolismo y que llega a resultarles tóxica.

Con frecuencia se encuentra formando parte de la microbiota normal de la

rinofaringe, pudiendo convertirse en patógeno ante situaciones predisponentes tales

como la anestesia, esplenectomía, alcoholismo, infecciones víricas y otros procesos

en los que exista una disminución de los mecanismos defensivos, tanto locales como

generales, del hospedador. En estas circunstancias pueden originar cuadros de

neumonía lobar, otitis, sinusitis, y pasar a la circulación general causando sepsis y

posibles focos a distancia (artritis, meningitis, peritonitis, endocarditis, etc.).
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- ESTREPTOCOCOS VIRlDANS

Reubbn

Estos estreptococos tienen su hábitat principalen la cavidad oral y en la faringe

y su significaciÓn patogénica más importante va ligada a la formación de placas

dentales, caries, periodontitis y otros procesos odontoestomatológicos desde donde

puede pasar a sangre, trás manipulaciones a este nivel, causando cuadros de

endocarditis subaguda , de especial significación en sujetos portadores de válvulas

protésicas.

Bajo la denominación de "viridanc'se incluyen un amprio número de

estreptococos de difícil clasificación, lo que motiva una importante confusión

taxonómica aún no resuelta. En ei momento actual, fundamentalmente en oase a

criterios fisiológicos, quimiogenéticos y nutncionales, se admiten los siguientes grupos:

mutans, oralis, sarivanus, millen y nutricionares deficientes.

Cada uno de estos grupos está constituido provisionalmente por las especies

recogidas en la Tabra 3. Las actuares denominaciones no son aceptadas por todos ros

autores, de ahí la necesidad de conocer la clasificación anterior y su equivalencia con

la presente (Tabla 4).

En cualquiercaso, la diferenciación fenotípica de ras distintas especies es una

tarea complicada para la cual se requiere la introducción de pruebas bioquímicas hasta

hace unos años no habituales, problema en parte soluc¡onado por el empleo de

sistemas automatizados de identificación.

Las principales características diferenciales de las distintas especies se reflejan

en la Tabla 5.
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TABLA 4: CAMBIOS TAXONOMTCOS DE LOS
ESTREPTOCOS VIRIDANS "

DENOMINACION
ACTUAL

SINONIMOS

S.downei Serotipo h

S. sanguis
Tipo l. Grupol:8. S.sanguis
subespecie carlssonii. Cepas de
S.sanguis L S.sanguis biotipo A
serotipo l.

S.parasanguis
Cepas aisladas no bién clasificadas de
estreptococos viridans.

S.gordonii
Tipo l-ll. S.sanguis subespecie
sanguis. Cepas de S.sanguisl.
S.sanguis biotipo A serotipo lll. Cepas
de S.mitis.

S.crista Cepas de S.sanguis I "CR". S.sanguis
con mechón fibrilar.

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

S.mifis

S. vestibulans
Grupo lV. Cepas aisladas de la
mucosa vestibular con caracteres
atíoicos.

Grupo milleri

Grupo anginosus. S.anginosus-
intermedius. S.milleri. Streptococcus
MG. S.anginosus. S. constellatus.
S. in termed ius. S. a n gin os us -
constellatus. Cepas de S.constellatus.
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-- GRUPO MUTANS

Revisbn

Está constituido por las especie s streptococcus mutans, Streptococcus rattus.

Streptococcus cricetus, S trepto co ccus s ob in us, S treptococcus ferus, S treptococcus

downeiy Streptococcus macacae. Estructuralmente no difieren del modelo generalde

todos los estreptococos salvo en la ausencia de cápsula, polisacárido C, complejos

proteinas-ácidos lipoteicoicos-fimbrias, y en que estas últimas, cuando existen, no son

muy prominentes. Por el contrario, la pared es rica en proteinas y polisacáridos en

cuya composición entran a formar parte glucosa, ramnosa, galactosa, etc. Estos

polisacáridos muestran distintas especificidades antigénicas, lo que permite diferenciar

los serotipos a, b, c, d, e, f, g y h 22y, junto a ras proteinas superficiares, participan en

procesos de adhesiÓn y agregación. Los principales caracteres diferenciales entre las

especies del grupo se recogen en la Tabla 5.

CULTIVO

Su metabolismo es anaerobio y aerobiofacultativo y su temperatura óptima de

crecimiento se situa alrededor de los 37"c. Es aconsejable incubar los cultivos en

atmÓsfera anaerobia durante las primeras 24 horas y posteriormente otras 24 horas

en aerobiosis ya que de esta forma se favorece la producción de agua oxigenada, que

es un importante caracter diferencial, y también en parte la formación de polisacáridos

extracelulares que en algunos casos pueden facilitar el reconocimiento de las colonias.
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Cuando se siembran en un medio sólido como el agar sangre de carnero son d o y

hemolíticos, a excepción de algunas cepas de S. mutars que producen p hemólisis,

Para su aislamiento se pueden emplear medios algo más selectivos como es el caso

del MSA (Mitis Salivarius Agar) en cuya composición hay sustancias inhibidoras tales

como el telurito potásico, azul tripán y cristal violeta más un 5% de sacarosa. Otro

medio aún más frecuentemente empleado y selectivo es el MSB (Mitis Salivarius

Bacitracina) que es MSA adicionado de 0.2 Ulml de bacitracina y 15 gramos más de

sacarosa. Este medio es considerado por algunos autores como inhibidor del serotipo

c (S' cricetus) tt 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¡'0. Las colonias

en MSA y MSB aparecen elevadas, convexas, onduladas, de color azul oscuro con

márgenes irregulares, superficie granular, más o menos adheridas, y rodeadas por un

halo brillante cuando producen polisacáridos extracelulares. Sin embargo, tanto en

estos medios como en el agar TYCSB, el aspecto de las colonias puede variar mucho

no sólo entre especies, sino entre cepas de la misma especie, lo cual a menudo

dificulta su reconocimiento.
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METABOLISMO DE LA SACAROSA

Revbb

El sustrato más importante para estos microorganismos a nivel de la cavidad

oral es la sacarosa. De su metabolización derivan la producción de ácidos y la síntesis

de polisacáridos extra e intracelulares.

1.- Producción de ácidos (Figura 2) 3

SÓlo una pequeña parte de la sacarosa es derivada para la formación de

polisacáridos extra e intracelurares siendo la mayoría de ella empleada como fuente

energética para el desarrollo de estos estreptococos. La sacarosa intracelularmente

se encuentra bajo la forma de sacarosa y sacarosa-O-fosfato (sacarosa 6P). En el

primer caso, por enzimas tipo invertasas, se originan glucosa y fructosa que

fosforilándose dan lugar a glucosa 6P y fructosa 6P. En el segundo caso, por la acción

de la sacarosa 6 dehidrolasa, surgen glucosa 6P y fructosa. En uno u otro caso ambos

azúcares, glucosa y fructosa, seguirán la vía glucolítica de Embden-Meyerhof-Parnas

para producir fundamentalmente lactato y también pequeñas cantidades de formato,

acetato y etanol'u. Desde el punto de vista práctico, la vía piruvato formato liasa tiene

una cierta importancia ya que se inactiva en presencia de oxÍgeno'u, por lo que la

acidogenicidad de estas bacterias debe evaluarse en anaerobiosis.

Existen al menos dos mecanismos de transporte de sacarosa al interiorde estas

bacterias, conocidos como sistema fosfoenolpiruvatofosfotransferasa y sistema ligado

a permeasas.
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sistema fosfoenolpiruvato fosfotransferasa (Figura 2). para el mismo se requiere la

participaciÓn del complejo fosfotransferasa, constituido por una proteina enzimática

soluble (PES), otra ligada a la membrana bacteriana (PEM) y una proteina de bajo

peso molecular (PBPM). La PES cataliza la transferencia del fosforil 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 eslabón que regula la síntesis, de forma que a bajas

concentraciones de sacarosa extracelular o de glucosa 6P y 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 enzimáticos bacterianos no son capaces de "depurar" todos los

productos intermediarios de la glucolisis, por lo que estos se acumularían y resultarían

tÓxicos. En estas condiciones, aparte de la síntesis de polisacáridos de reserva, se

activaría la piruvatocinasa, lo que llevaría a aumentar los niveles de piruvato,

activándose la lactato deshidrogenasa y eliminándose 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). Actuaría ante altas concentracio-

nes de sacarosa extracelular. La metabolización de hidratos de carbono en generaly

de la sacarosa en particular, determina la liberación de hidrogeniones cuyos aceptores

pueden ser oxígeno, nitratos, nitritos, fumaratos, etc. (Figura 2) y cuya finalidad es la

génesis de energía mediante la síntesis 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 oérdida de

energía (ATP-ADP), mediante ATPasas que requieren Mg** y Ca** o a través de la

salida de productos metabólicos finales ácidos 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 últimos

también pueden introducirse en la célula utilizando la'fuerza motriz generada en la

síntesis de ATP a partir de ADP. Finalmente otros protones ingresan acoplados a la

entrada o salida de iones como Na. y POo-3 pudiendo ocurnr lo mismo con la sacarosa,

que penetraría en el citoplasma mediada por una molécula portadora.

Otros azúcares y polialcoholes como maltosa, galactosa, fructosa, lactosa,

sorbitol, manitol, etc., pueden usar uno o ambos de estos sistemas de transporte e

ingresar trás la formación de diversos productos intermediarios, mediante un número

variable de enzimas, en la vía glucolítica.
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2.-Formación de polisacáridos extracelulares "'"

Revisión

Los estreptococos del Grupo mutanssoncapaces de sintetizar homopolisacári-

dos extracelulares, especialmente a partir de la sacarosa, los cuales pueden ser de

tres tipos: glucanos hidrosolubles (dextranos), glucanos no hidrosolubles o insolubles

(mutanos) y fructanos hidrosolubles tu". En los glucanos solubles predominan los

enlaces c(1,6) con ramificaciones a(1,2), c(1,3) y a(1,4), mientras que en los

insolubles predominan los enlaces cr(1 ,3) con ramificaciones c('1 ,6) ". En los fructanos,

que son hidrosolubles, existen uniones p(2,6) o F(1,2).

La formación de estos polímeros se debe a la acción de una o varias enzimas

extracelulares denominadas glucosiltransferasas (GTF) o fructosiltransferasas (FTF),

que escinden la molécula de sacarosa y polimerizan los monosacáridos transfiriendo

grupos glucosílicos o fructosílicos, respectivamente, a aceptores de glucanos o

fructanos preexistentes'u'*.

Aceprtor glueosiIieo

iSACASTCSA
(G-o-G).

- 

GLUCAI'{C, + trRUCTOSA
ñ r^ n sTF /Áa .¡a rnl F
lf ?-11 i- t¡l ll \l Fo{ | - I T ll 14\ e - */ni¡l-

Acep',lon lir:¡etosi n ieo

SACAT4.{OS,A iT-9 ")e . FRU,g1¡'A]F.{6 .+ Gn LrcorsA
G-O-tr FrrF (lF-O-lF),+n G
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Las glucosiltransferasas que intervienen en la producción de glucanos

insolubles son de peso molecular alto (GTF-|), mientras que las que lo hacen en la

síntesis de glucanos solubles poseen un peso molecurar bajo (GTF-S) zz'eo':t. 
Estas

proteinas enzimáticas pueden aparecer localizadas en las superficies bacterianas,

libres en el medio ambiente o adsorbidas a la película adquirida.

Se ha discutido mucho la significación de los polímeros extracelulares; en

general, los glucanos solubles y los fructanos son más facilmente degradados por

enzimas tipo glucanasas y fructanasas hasta la formación de productos más sencillos.

Por el contrario, los glucanos insolubles son degradados dificilmente por las bactenas,

convirtiendose en los principales responsables de la adherencia bacteriana, tanto a la

matriz acelular de la placa dental, como a las válvulas cardiacas'ut'.

3.- Síntesis de polisacáridos intracelulares (Figura 4)"'".

Trás la hidrólisis 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

glucolisis, se activa una ADP-glucopirofosforilasa que conduce a la formación de ADP

y gf ucosa, la cual mediante una glucógeno sintetasa es polim erizadaa glucógeno con

predominio de enlaces a(1,4) y algunos c(1,6). De esta manera se evita la acción

tÓxica del exceso de aporte exógeno 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 están bajos, se activa una glucogenofosforila-

sa que agota las reservas de polisacáridos intracelulares,
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- Sheptoorcus mutans

RevbiSn

Esta especie posee los polisacáridos antigénicos c,d y f del grupo mutans. En

agar sangre las colonias suelen comportarse como d o y hemolíticas y excepcional-

mente pueden presentar p hemólisis. Tiene las enzimas GTF-I, GTF-S y FTS,

sintetizando glucanos solubles, insolubles y fructanos además de polisacáridos

intracelulares de reserva que pueden ser degradados por dextranasas, fructanasas y

glucogenofosforilasas tt. Aunque es especialmente acidógeno, no es tan acidúrico

como S. sobrinus". Presenta proteinas fijadoras de glucanos que intervienen en tos

fenÓmenos de adhesión y de agregación bacteriana '3. También poseen proteinas

parietales superficiales que pueden liberarse al medio en el curso del crecimiento

bacteriano y que se comportan como adhesinas; son conocidas, según los autores,

como antígenos B, l/ll, lF, P1 y Pac. El papel de las fimbrias y de los ácidos

lipoteicoicos en los procesos de adhesión a tejidos del hospedador y en los de

agregación bacteriana es controvertido. Entre el 50 y 70% de las cepas son

bacteriocinógenastu; 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 cariógeno

colonizando especialmente las superficies duras de la cavidad oral (esmalte o

cemento). A nivel extraoral S. mutans está relacionado con la aparición de cuadros de

endocarditis subaguda y más raramente con otros procesos patológicos 23'36'37 
.
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Esta especie sigue siendo sensible a una amplia gama de antibióticos que

incluye betalactámicos, macrólidos, lincosamidas, etc., si bién en los últimos años se

ha observado una lenta y progresiva pérdida de sensibilidad, habiéndose descrito

cepas con altos niveles de resistencia a los aminoglucósidosy tolerantes a la penicilina

-- Strcptowcus sobrinus

Contiene los polisacáridos del Grupo mutansd y g, aunque hay cepas sin estos

antígenos. Habitualmente es c hemolítico en agar sangre y en raras ocasiones no

produce hemólisis; en cualquier medio las colonias son más lisas que las de S.

mutans. Es la única especie del grupo que elabora peróxido de hidrógeno, Produce

glucanos solubles e insolubles t''", pero no fructanos, y posee una dextranasa para

hidrolizarlos. No sintetiza polisacáridos intracelulares, siendo más acidúrico que S.

mutans'4. Al igual que esta última especie, posee proteinas superficiales fijadoras de

glucanos y otras con carácter de adhesinas (Spa A y Pag), relacionadas serologica-

mente con las de .9. mutans, que median procesos de adhesión y agregación

bacteriana.

El porcentaje de cepas bacteriocinógenas es del 20 al30%. Aunque también

coloniza superficies duras, se encuentra en cantidades inferiores a .9. mutans en las

localizaciones supragingivales. Lo señalado para S. mutansrespecto a la susceptibili-

dad a los antibióticos es válido para esta especie. Fuera delámbito oralsu significación
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patógena es dudosa, salvo en la endocarditis subaguda, y aún en estos casos no

existen estudios sign ificativos,

-- Streptooccus cricefus

Posee el polisacárido del grupo a y sus colonias pueden ser c o y hemolíticas.

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

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

su potencial de cariogenicidad humano es escaso.

-- Strcptomccus nttus

Posee el antígeno b del grupo. Poco frecuente

sintetiza glucanos solubles e insolubles, fructanos,

polisacáridos i ntracel ula res.

en

v

la cavidad oral humana.

grandes cantidades de

-- Streptoarcus ferus, Strcptoorcus downei y Strcptoarcus manrcae.

Estas especies se aislan de forma excepcionalen la cavidad oral humana,
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-- GRUPO ORAL\S

Revbin

lncluye las especies Streptococcus sanguts , Streptococcus parasanguis,

Streptococcus gordonlt, Streptococcus crisfa, Streptococcus oralis y Streptococcus

mitis. Todas ellas han expenmentado, a lo largo de los últimos años, importantes

cambios taxonómicos, lo que aparte de los problemas de índole microbiológico, ha

provocado una importante confusión a la hora de señalar su significación patógena

actual. Así, cepas que un dia fueron denominadas, por ejemplo, como s. sanguishoy

lo serían como S. cista o S. gordonri, o cepas designadas en otros tiempos como S.

mitioractualmente son S. mitis o S. oralis (Tabla 4) 3'g,

De esta forma es difícil relacionar los datos proporcionados por trabajos

antiguos con la actual situación taxonómica por lo que , por ejemplo, muchas

endocarditis subagudas que etiológicamente se relacionaron con una especie

determinada hoy lo estarían con otras. Este problema tiene difícil solución, más aún

cuando los actuales criterios taxonómicos distan mucho de ser estables y gozar de

aceptación unánime por todas las escuelas.

-- Strcptoaeus sanguis

Puede poseer, aunque no siempre, los antigenos H y w de Lancefield. Las

colonias son c hemolíticas en agar sangre y en MSA aparecen elevadas, de

superficies y bordes lisos, fuertemente adheridas al agar oo. Se han descrito tres

biotipos o:
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AMIGDALINA

+

Debido a los cambios taxonómicos habidos en los últimos años su caoacidad

bacteriocinógena es discutida, si bien algunos autores señalan que su espectro de

acción se extiende incluso a las bacterias gramnegativas. Produce peróxido de

hidrógeno o' (el cual puede causar autolisis) y tiene actividad proteásica sobre la lgA,

'o"lo que le confiere ventajas ecológicas, por su acción inhibitoria sobre otros

microorganismos y por la posibilidad de evadir los mecanismos locales de defensa de

las superficies epiteliales. No sintetiza polisacáridos intracelulares ni extracelulares,

salvo glucanos42, si bién no posee dextranasas. Consta de proteinas parietales

superficiales, SSP-S, relacionadasantigenicamentecon las de S. mutansy S. sobrinus

que permiten, como adhesinas, su unión a la película adquirida y superficies

epiteliales. En estos procesos pueden estar implicados los ácidos 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 ot'*. De igual forma, receptores

polisacáridos superficiales de S. sanguispueden interactuar con proteinas de fimbrias

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

determinar igualmente agregados bacterianos.

BIOTIPOS

4
I

¿

I

RAFINOSA

+

+
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El hábitat primario de S. sanguis, además de la cavidad oral, es la faringe piel e

intestino ou, Aparte de su significación odontológica, está tambien implicado la aparición

de endocarditis infecciosa subaguda, infecciones de heridas y diversos tipos de

abscesos y procesos purulentos 464748.

-- Sbeptoaccus p nn nguis

Esta especie incluye cepas atípicas de estreptococos viridansprocedentes de

aislamientos de faringe, orina, sangre, etc. 'o. Es a hemolítica, pudiendo dar reacciones

cruzadas con los serogrupos de Lancefield B, G y F. No produce polisacáridos extra

ni intracelulares, pero sí peróxido de hidrógeno.

-- Strcptoorcus gtodonii

Coloniza la orofaringe y probablementeforma parte de la microbiota normal de

intestino y piel. Produce c hemólisis en agar sangre y carece de los polisacáridos de

los grupos de Lancefield, aunque excepcionalmente algunas cepas pertenecen al

serogrupo M. Elabora peróxido de hidrógeno y polisacáridos extracelulares solubles

tipo glucanos, aunque no intracelulares ni proteasa lgA, ". su significación patógena,

fuera del ámbito oral, quizás sea similar a la de S. sanguis.
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-- Stteptooccus crista

Revbbt

Especie c hemolitica, algunas cepas dan reacciones cruzadas con los

serogrupos H y K de Lancefield. Se caracteriza por poseerun mechón fibrilar lateral

intimamente ligado con procesos de adhesión y agregación bacteriana ,n. 
La

producción de glucanos solubles es vanable y como otras especies del grupo, posee

actividad peroxidogénica. Su hábitat primario, además de la cavidad oral, y su

significación patógena fuera de la misma, parece similar a S. sanquls.

-- Strcptoarcus onlis

Como las otras especies, es c hemolítico y además, intensamente peroxidogé-

nicooo. Tiene igualmenteactividad neuraminidásicay de proteasa lgA,utol1.La síntesis

de polisacáridos extracelulares solubles tipo glucano es variable. Se ha señalado su

potencial poder bacteriémico y productor de endocarditis.ou'

-- Sheptoarcus mitis

Especie cr hemolítica que en MSA da colonias lisas, planas, de color azul

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

biotipos:
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BIOTIPO

4

2

ARGININA p GLUCOSAMTNTDASA

Sólo algunas cepas del biotipo 1 tienen actividad lgA, proteásica 'o'" ''. La

producción de neuraminidasa es variable en ambos u t', pero constante su capacidad

peroxidogénicao'12. No sintetiza fructanos pero si, aunque excepcionalmente, glucanos

solubles, insolubles, y polisacáridos intracelulares. Su poder canógeno es dudoso, no

así en las endocarditissubagudas, en las que claramentese ha mostrado como agente

etiológico 47 '5253 
.
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-- GRUPO SAL|VARIIJS

Revisión

lncluye las especies Streptococcus sal¡vanusy Streptococcus vestibularis'2,

que muestran un grado de sensibilidad a los antibióticos similar a los señalados para

otros estreptococos viridans y una especial predilección por colonizar superficies

epiteliales en la cavidad oral.

-- Streptoaccus saliva rius

Algunos autores consideran la existencia de dos subespecies: salivariusy

thennophilus;sin embargo, estudios de homología de ADN indican que por el momento

deben considerarse como dos especies distintas.

S' salivariuses habitualmente y hemolítico y excepcionalmente produce c o p

hemólisis. Se distinguen dos serotipos: el l, 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 alrededorque recuerda

una gota de agua. Sintetiza fundamentalmentefructanos y polisacáridos intracelulares

degradados respectivamente por fructanasas y glucogenofosforilasa *, sin embargo,

la producciÓn de glucanos extracelulares es excepcionaluu. Coloniza fundamentalmen-

te el dorso de la lengud ooou, 
siendo su capacidad cariógena dudosa y asociándose

raramente a endocarditis subaguda u5.
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-- Strcptoarcus vstibula ris

Revbión

Esta especie es siempre a hemolítica y peroxidogénica. No produce

polisacáridos extracelulares ni intracelulares. Se aisla preferentemente en la región

vestibular de la cavidad oral, no conociéndose su significación patógena, ni a este ni

a otros niveles del organismo humano =t.
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-- GRUPO MlLLERI

RevisiS¡t

Forman este grupo las especies Streptococcus intermedius, Streptococcus

constellatusy Streptococcus anginosus. La diferencia en los resultados de homología

de ADN obtenidos por diversos autores hacen que deban ser consideras como

especies distintas ut'0. Tienen una distribución humana muy amplia: placa dental,

nasofaringe, intestino, piel, tracto respiratorio superior, etc. 'n. Esto supone una

patología muy diversa, aislándose de numerosos procesos infecciosos: abscesos de

sistema nervioso central, hígado y odontológicos, infecciones genitales, septicemias,

endocarditis, etc.'u uo*

La diferenciación fenotípica no es fácil ó5, lo que ha contribuido a errores

taxonómicos. S. anginosuses B hemolítico y S. constellatusy S. intermediusson a o

y hemolíticos. Todos ellos carecen de polisacáridos intra y extracelulares '' y, mientras

que s. intermedius no posee antígenos del grupo de Lancefield, s. anginosus

pertenece a los grupos A, c, F y G y s.constella/¿.¡sa veces al F 266667. En MSA las

colonias son muy heterogéneas, propias de la diversidad de las especies: lisas,

rugosas, concavas, convexas, etc., teniendo unicamente como carácter común su fácil

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

patrones de sensibilidad similares a los va señalados.
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-- ESTREPTOCOCOS VARTANTES NUTRTCTONALES (SVN)

Revbi5n

Se caracterizan por ser piridoxal (Vitamina Bu) o cisteina dependientes, por lo

que presentan fenÓmenos de satelitismo can Staphylococcus aureus uu. Suelen ser

especies clásicas de estreptococos que tienen deficiencias metabólicas un. Algunos

autores, sin embargo, proponen los nombres de Streptococcus adjacensy Streptococ-

cus defectivus pa'a denominar a estos microorganismos ut to.

Están especialmente implicados en la producción de endocarditis subagudas y

bacteriemias 68 6e 71de peor pronóstico que el habitual, debido a ta menor susceptibilidad

que estos microorganismos presentan a los antibióticos ' ",y alamayor dificultad pata

detectar su presencia en el laboratorio.
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1.2.1 GENERALIDADES

Revblzn

La endocarditis infecciosa es una enfermedad causada por la colonización del

endocardio por microorganismos que producen una lesión característica denominada

vegetaciÓn. Aunque las estructuras afectadas con mayor frecuencia son la válvulas

cardiacas, la infección también puede extenderse hacia endocardio mural, shunt

arteriovenosos, ductus arteriosos persistente o defectos septales.

En la era preantibiótica esta enfermedad presentaba un curso invariablementa

fatal con unos porcentajes de curación espontánea inferiores al1% ". El descubrimien-

to de la penicilina abrió un futuro más alentador a los sujetos afectos por esta

enfermedad to'tu.

La edad media de los individuos con endocarditis ha variado en las últimas

décadas, de forma que actualmente afecta a personas de más edad (mayores de 50

años) 'u, siendo rara en menores de 15 años ". Estas variaciones deben explicarse en

base al descenso progresivo en la incidencia de fiebre reumática, la mayor espectativa

de vida de los enfermos con valvulopatías, y a la mayor vida media de los individuos

con defectos cardiacos congénitos, y de la población en general. Otro factor a tener en

cuenta es el aumento de las endocarditis infecciosas adquiridas intrahospitalariamente

y derivadas del uso cada vez más frecuente de la cirugía cardiaca correctiva

(reposiciones valvulares, marcapasos, etc.) tu.

Esta enfermedad afecta en mayor proporción a hombres que a mujeres tn'uo,

asentando preferentemente a nivel de la válvula mitral seguida de la aórtica, y
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presentándose en aproximadamente un caso de cada 1000 individuos que ingresan

en un hospitalu'.

Los principales defectos cardíacos que se asocian con una mayorfrecuencia

de endocarditis infecciosa son la comunicación interventricular, coartación aórtica,

tetralogía de Fallot y la persistencia del ductus arterioso "'u', siendo rara su presenta-

ción en los defectos del tabique interauricular.

1 .2,2. CLASI FICACION CLI N ICA

Las endocarditis, en relación al curso y la evolución clínica que presentan, se

han dividido clásicamente en:

* Endocarditisaguda:Secaracterizapor la apariciónde un dañovalvularrápido

con un curso séptico que lleva a la muerte en pocos días o semanas. Suele asentar

sobre válvulas previamente sanas, y los microorganismos que con mayor frecuencia

está implicados son s. aureus, s. pneumoniae y Neisseria gonorrhoeae.

* Endocarditis subaguda (E.l.S): Evoluciona de forma más insidiosa, con

deterioro valvular más progresivo, afectando generalmente a individuos con una

alteraciÓn valvular previa. Su principal agente causal son los estreptoco cos viridans.
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" Endocarditis sobre prótesis valvulares: Las prótesis valvulares, u otros

instrumentos intracirculatorios, suponen una alteración estructural que aumenta el

riesgo de colonización endocárdica por microorganismos, y que modifica las

características, tanto clínicas como terapéuticas, del proceso infeccioso, el cuat se

presenta como una complicación grave, aunque afortunadamente poco frecuente, del

recambio valvular ut*. Dependiendo de que ésta colonización se produzca antes o

después en el tiempo, se conocen dos tipos de endocarditis sobre válvulas protésicas

(EVP):

- EVP precoz: La sintomatología aparece en el transcurso de los primeros dos

meses tras la colocación de la prótesis. El principal agente causal de este cuaoro es

Staphylococcus epidermidisuuuu , seguido por S. aureus. Probablemente el origen sea

implantaciÓn de microorganismos durante la intervención quirúrgica, bién en la válvula

protésica, o en los lugares de sutura.

- EVP tardía: Aparece transcurridos más de dos meses de la cirugía cardiaca.

La puerta de entrada de la infección puede ser la implantación intraoperatoria de la

bacteria, aunque generalmente el origen del proceso radica en bacteriemias

transitorias posteriores a manipulaciones dentales, por lo que su etiología es similar

a la de la endocarditis subaguda, y los estreptoco cos viridanslos microorganismos más

frecuentemente implicados.
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1.2.3. ENDOCARDITIS SUBAGUDA

Revbión

: ETtOLOGtA

La mayoría de los cuadros de endocarditis infecciosa se presentan de una

forma subaguda, siendo los estreptococos viidans los microorganismos más

frecuentemente implicados en su aparición 8087-e0. 
Esta forma de endocarditis suele

íncidir sobre válvulas cardiacas alteradas, bién por un proceso antiguo de fiebre

reumática o por alguna cardiopatía congénita.

Dentro de los estreptococos viridans hay algunas especies que se aislan con

mayor frecuencia en estos pacientes, como son .s. sanguis, s. mutans, s. mitis y

estreptococos del grupo millerin' nt 
lTabla 6). También es frecuente la infeccion oor

estreptococos variantes nutricionales, los cuales presentan una evolución más

prolongada y mas tasas de recaidas t'.

La mayor incidencia de endocarditis infecciosa producida por estas especies

parece estar ligada a la producción por parte de las mismas de polisacáridos

extracelulares insolubles, tipo dextrano (glicocálix), que favorecen su adherencia a las

válvulas cardiacas *-nu. En este sentid o, s. mutars es una de las especies más

frecuentemente productoras de glicocálix, de ahí que alcance las mayores tasas de

relación entre la aparición de bacteriemia por éste microorganismo y el posterior

desarrollo de endocarditis " (Tabla 6).
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-PATOGENIA

Revbbn

En condiciones normales el flujo sanguíneo discurre por el arbol vacular y el

corazÓn de manera contÍnua e uniforme sin que exista ninguna alteración del endotelio

vascular. Estas circunstancias cambian cuando se presentan anomalías estructurales

en el corazÓn o los grandes vasos cue determinan la formación de zonas de

turbulencias con flujos de corriente rápida y remolinos. de forma que el choque

contínuo de la sangre sobre el endotelio valvular altera sus condiciones de nutrición

y posibilita el que queden al descubierto ei colágeno subendotelialy otros componen-

tes de la matriz extracelular. Todos estos fenómenos se traducen en una pérdida de

la habituallisura del endotelio, propiciando el inicio de la serie de acontecimientos que

pueden derivar en la aparición de una endocarditis subaguda.

Sobre esta zona del endotelio vascular, o del endocardio adyacente, alteraoa,

se inicia un depósito de plaquetas circulantes que se adhieren al colágeno expuesto,

formando un agregado al cual vá a contribuir el posterior acúmulo de fibrina. En este

agregadotambién se ven englobadas células endoteliales e inflamatorias del borde de

la lesiÓn, propiciando de esta forma el crecimiento de la vegetación formada y el

establecimiento de la denominada Endocarditis Trombótica no Bacteriana (ETNB).

Estas células inflamatorias contribuyen además al crecimiento de la lesión mediante

la liberación de tromboplastina tisular, lo cual se traduce en una mayor formación de

fibrina y un aumento del tamaño de la vegetación (Figura 5).
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Bajo este contexto, la aparición de una bacteriemia transitoria favorecería la

llegada al foco de ETNB de microorganismos y la colonización, iniciándose entonces

el proceso de endocarditis bacteriana. Estas bacteriemias transitorias a menudo tienen

su origen en manipulaciones producidas en la cavidad oral tales como la extracción

dentaria o las originadas en el tratamiento de las periodontitis, amigdalectomía, etc.,

o las más simples tales como el cepillado dental o la masticación u'''oo. En individuos

sin alteración cardiaca previa, este paso de microorganismos procedentes de la

cavidad oral o faringe a sangre no tiene repercusión clínica alguna, a diferencia de lo

que ocurre en individuos con válvulas alteradas en los que va existe una ETNB

subyacente,

Los microorganismos más frecuentemente implicados en este proceso son tos

estreptococos viidans y, si bién .S. sanguis se asocia con mayores tasas de

bacteriemia trás manipulación dental nn, es .9. mutans la especie que muestra una

mayor capacidad para adherirse al foco trombótico, tanto con respecto al resto de

estreptococos orales como a otras bacterias tipo estafilococos o bacilos gramnegati-

vos s6. 
Esta mayor capacidad de adherencia parece mostrar una íntima relación con ta

producciÓn de polisacáridos extracelulares insolubles tipo dextranos, los cuales

también dificultan la llegada al foco del antibiót'co e6'101'102.

Otro fenómeno descrito y que favorecería la formación de depósito bacteriano

a nivel valvular es la capacidad que tienen los estreptococos viridans para producir

agregaciÓn plaquetariaou''*, mediante la estimulación de la producción de tromboplasti-

na tisular que activa el proceso de coagulación y la aposición de fibrina y plaquetas

(Figura 5). Esta agregación 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 fibrinógenot0o.

De esta forma se llega al establecimiento de una vegetación que va creciendo

de forma escalonada adoptando una estructura laminaren la que los microorganismos

se encuentran localizados entre capas de fibrina y plaquetas. Esta disposición

probablemente se deba a la contínua colonización 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 'o': una situada a nivel más superficial en la que los microorganismos están

en fase de crecimiento exponencial, y otra más profunda en la que se encuentran en

inactividad metabólica, sin replicación celular, Las bacterias de la capa más externa

son las responsables de la "recolonización" permanente que se produce a nivel

valvular y son a su vez las más susceptibles al tratamiento antimicrobiano.

El crecimiento de las vegetaciones origina ulceraciones y retracciones en el

endocardio que contribuyen al agravamineto de las alteraciones hemodinámicas

previas. Otro factor a tener en cuenta lo constituye el hecho de que dichas vegetacio-

nes poseen una gran tendencia a la fragmentación, lo que origina embolias e infartos

sépticos a distancia (Figura 6).

La curación final del proceso se produce por la formación de un tejido de

granulación, que puede englobarincluso estructuras viables, y que termina sufriendo

una transformación fibrótica 82.
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: ANATOMIA PATOLOGICA

Revisitn

PATOLOGIA CARDIACA

La lesión principal de la endocarditis infecciosa subaguda es la vegetación, que

puede ser única o múltiple y cuyo tamaño puede oscilar entre milímetros y centímetros.

Están constituidas por plaquetas, fibrina, leucocitos y restos de hematíes sobre los que

crecen las bacterias, y suelen localizarse en zonas de baja presión, normalmente a lo

largo de la línea de cierre de los bordes valvulares, pudiendo extenderse en su

evolución al resto del endocardio,llegando incluso a perforarválvulas, rompercuerdas

tendinosas y provocar fibrosis.

La aparición de fenómenos de supuración o de ulceración valvular es rara en

esta variedad, como también lo es la pericarditis supurada, más frecuente en la forma

aguda. Algunas complicacionessecundarias pueden ser: hemorragiasfocales, infartos

con disfunción del músculo papilar, etc..

- PATOLOGIA EXTRACARDIACA

Los hallazgos anatomopatológicos encontrados en localizaciones distantes al

corazón, tienen su origen en la ya comentada tendencia de las vegetaciones a

fragmentarse y originar focos sépticos a distancia, y en la reacción inmune que se

desencadena ante este proceso, Estas lesiones pueden encontrarse practicamente en

cualquierzona del organismo, siendo más frecuente a nivelde:
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* Riñón: A este nivel pueden aparecer abscesos, infartos y glomerulonefritis,

La formación de abscesos es poco frecuente, aunque no ocurre igual con los infartos

por embolización 'ou. La glomerulonefritis se produce por depósito de inmunocomplejos

circulantes, detectados en la mayoría de los individuos con endocarditis infecciosa, y

compuestos por antígenos bactenanos, anticuerpos y complemento.

* Sistema Nervioso Central: El hallazgo más frecuente es la aparición de

émbolos localizados en el territorio de la arteria cerebral media 'ou. También se

describen infartos, arteritis, hemorragias, etc..

* Aneurismas micóticos: Localizados en zonas de bifurcación o cambios

bruscos de dirección de arterias cerebrales, mesentéricas o periféricas. No suelen dar

sintomatología, salvo si se produce su rotura,

* Bazo'. Casitodos los pacientes presentan hiperplasia de los folículos linfoides

y sistema retículoendotelial, siendo también muy frecuente la aparición de zonas de

infarto a nivel esplénico.

: CLINICA

Esta enfermedad puede adoptarformas de presentación muy variables. Como

antecedente suelen aparecer las manipulaciones dentales en individuos con una

historia de enfermedad cardíaca previa,

Los síntomas suelen comenzar con la aparición de fiebre que a menudo aumenta

al llegar la tarde, anorexia, debilidad, pérdida de peso, artralgias y mialgias. Estos
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síntomas son totalmente inespecíficos, pudiendo confundirse por los originados por

otros procesos como linfomas. neoplasias, etc..

A nivel cardiaco se detecta la aparición de un foco cambiante o un nuevo soplo

de eyecciÓn que se superpone al ya existente por la cardiopatía de base y que a veces

puede pasar desapercibido. En el curso de la enfermedad, además del aumento de la

disfunciÓn valvular, suelen desarrollarse signos de insuficiencia cardiaca.

La esplenomegalia es un hecho común en estos enfermos, así como las

manifestaciones neurológicas, normalmente derivadas de fenómenos embólicos o de

la hemorragia provocada por la rotura de un aneurisma micótico. La hematuria con

proteinuria y cilindruria también es una manifestación muy frecuente en esta

enfermedad y está relacionada con la existencia de una glomerulonefritis, focat o

segmentaria, de base inmunológica. Puede aparecer dolor lumbar intenso, con

irradiación ureteral y hematuria, en los casos en que se produce una embolización

renal importante.

Muy típicas de este cuadro clínico son las lesiones mucocutáneas que

aparecen como consecuencia del desarrollo de fenómenos de vasculitis con

proliferaciÓn endotelial, necrosis y hemorragias subcutáneas. Las principales

manifestaciones son:

* Nódulos de Osler: Son lesiones inflamatorias nodulares y dolorosas, de

pequeño tamaño, que suelen aparecer en las yemas de los dedos de manos o piés.

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

plantas, no dolorosas, y con componente hemonágico o petequial.
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* Manchas de Roth:

Presentan una forma oval,

Revisión

Hemorragias que pueden localizarse en retina o conjuntiva.

con área central pálida y periferia hemonágica.

: pTAGNOST|CO

Al diagnóstico de E.l.S. se llega en base a la sospecha clínica 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 realización

de hemocultivo, tanto aerobio como anerobio. La bacteriemia que acontece en la

endocarditis infecciosa es de carácter contínuo , lo que lleva a que no exista una gran

diferencia entre el rendimiento obtenido con un sólo hemocultivo y con varios. En

realidad, lo que verdaderamente influye en el aislamiento del microorganismo, es la

cantidad total de sangre cultivada u'ro' 
,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 clíníca crecen en el hemocultivo antes del septimo día de incubación 'ou.

Junto a la realización del hemocultivo hay otros datos que pueden orientar

hacia el diagnóstico de endocarditis infecciosa, como son la anemia normocítica y

normocrómica, un aumento en la velocidad de sedimenteción globular(VSG)con cifras

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

aparición de proteinuria con hematuria microscópica un.
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Tanto el electrocardiograma como el ecocardiograma presentan alteraciones

inespecíficas. La ecocardiografía permite la detección de vegetaciones de tamaño

superior a 2 milímetros, 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 tamaño o alteradas, se plantea la necesidad de tratamiento quirúrgico

: PROFILAXIS Y TRATAMIENTO

Todos aquellos pacientes con sospecha de cardiopatía congénita o de

valvulopatía adquirida, con prótesis valvular cardiaca, defectos de tabique interventricu-

lar, o antecedentes de endocarditis previa, deben recibir profilaxis antimicrobianafrente

a estreptococos viridans antes de someterse a cualquier manipulación dentaria que

origine sangrado, cirugía bucal, adenoidectomía o amigdalectomía 'ot'on.

En la Tabla 7 se resumen algunos regímenes empleados para la profilaxis de

la E.1.S.77s1'110'112. En todos ellos, salvo excepciones, se realizan dos tomas de

antimicrobiano, una 60 minutos antes de la manipulación y otra a las 6 horas de la

primera. Las dosis a las que se administran se recogen en el siguiente apartado de

este capítulo.

El tratamiento de la endocarditis subaguda es

basado en la adecuada administración de diversas

mayoría de las cuales se recogen en la Tabla 8 114-116.

generalmente médico "t, y está

pautas de antimicrobianos, la
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Hechos a tener en cuenta, para el adecuado tratamiento de esta enfermedad,

son la necesidad de emplear antimicrobianos de acción bactericida, no bacteriostática.

y la apariciÓn cada vez más frecuente de cepas de estreptococos viridans que

presentan altos niveles de resistencia a los aminoglucósidos(CMl > 1000 pg/ml.¡ rtztt0

o tolerancia a la oenicilina 
"-c'r23.
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1,3. PRINCIPALES ANTIBIOTICOS EN PROFILAXIS Y TRATAMIENTO DE
ENDOCARDITIS SUBAGUDA
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En este apartado se pretende realizar una sucinta exposición de la estructura

química y principales caracterÍsticas de los distintos grupos de antimicrobianos de uso

clásico en la profilaxis y tratamiento de la endocarditis producida por estreptococos

orales, así como de aquellos otros antibióticos 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 fenómenos, tales

como los altos niveles de resistencia a aminoglucósidos. o la tolerancia a betalactámi-

cos' que serán posteriormente objeto de nuestro estudio y que poseen una especial

repercusión en el tratamiento de la ElS.

1.3.1. p LACTAMTCOS.

- PENICILINAS.

Las penicilinasson antibióticos naturales o semisintéticos de acción preferente-

mente bactericida, al interferir en el mecanismo responsable de la síntesis de la pared

bacteriana. Desde su descubrimiento por Fleming en l gzg ''o, a partir de un hongo

denominado Penicillium notatum, hasta la fecha, se han obtenido un gran número de

penicilinas semisintéticas las cuales presentan un elemento común en su estructura

química, el ácido 6-amino-penicilánico (6-ApA)'".
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Este compuesto está constituido por la unión de un anillo principal de p lactama

y otro secundario de tiazolidina. Es el núcleo de los antibióticos p lactámicos, y del

mantenimiento de su integridad depende la actividad bactericida del compuesto, ya

que cuando se produce la ruptura del puente C=O mediante hidrólisis se obtiene el

denominado ácido peniciloico, que es bacteriológicamente inactivo ''u.

Unido al 6-APA y en posición 6, todas las penicilinas llevan una cadena lateral

constituida por un grupo amido ligado a un radical ácido, Esta cadena difiere de unas

a otras, y en su estructura química radican algunas de las propiedades de los

antimicrobianos de este grupo ''u, los cuales pueden dividirse en:

- Acil-amido penicilinas.

- Acil-ureido penicilinas.

- Amidino penicilinas.
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El mecanismo de acción de estos antibióticos consiste en su unión a unas

proteinas situadas en el espacio periplásmico o en la membrana citoplásmica,

denominadas proteinas fijadoras de penicilina o PBPs (Penicillin Binding Proteins).

Dichas enzimas se unen covalentemente al antibiótico por la analogía existente entre

éste y el dipéptido D-ala-D-ala del peptidoglicano'". Estas PBPs son carboxipeptida-

sas y transpeptidasas cuya función consiste en la formación de enlaces cruzaoos en

la mureina o glicopéptido de la pared bacteriana y eliminar el 5o aminoácido del

peptidiglicano ''u.

Hasta el momento se han descrito 8 pBps, denominadas 1a, 1b,2,3, 4,4' , s

y 6 'tn. El complejo PBPI es el principal y se encarga de la elongación de la bacteria.

De su fijación a una penicilina se deriva la detención del crecimiento bacteriano y la

formación de esferoplastos y protoplastos, que estallarán por la acción de enzlmas

endopeptidasas de efecto autolítico. La PBP2 se denomina factor de conformación y

actúa añadiendo bloques curvos de peptidoglicano a las "esquinas" de los bacilos, y

la PBP3 es el llamado factor de segmentación, al actuar formando septos o paredes

transversales para dividir la bacteria en dos. Las restantes PBP no parecen ser

esenciales para la formación de la pared celular.

Las penicilinas se unen, de forma no selectiva, a varias PBP simultaneamente.

Las resistencias a penicilinas pueden ser intrínsecas (por alteraciones en la

permeabilidad de la membrana, mutaciones en las PBPs o síntesis de p-lactamasas

cromosÓmicas), o extrínsecas, por la actuación de plásmidos que codifican la síntesis

de B-lactamasas 'to-'tt. Además de los fenómenos 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 antibiótico

'oo''*. Este fenómeno está en relación con la supresión o déficit, debido a una mutación

cromosómica, de mureinhidrolasa, un enzima autolítico que se activa al unirse el

antibiótico 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 CMl.

En el tratamiento y profilaxis de la endocarditis infecciosa subaguda se utilizan

fundamentalmente tres antimicrobianos de esta familia: una acil-amido penicilina, la

penicilina G o bencilpenicilina, y dos amidino penicilinas, la amoxicilina y la

ampicilina, a las siguientes dosis "o "u:

* Penicilina G: 16-24 millones de unidades internacionares (U.r) al día

por vía intravenosa.

* Amoxicilina: 3 gramos vía oral t hora antes de ra manipuración

dentaria.

* Ampicilina:8-12 g.ldía por vía intravenosa.
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- CEFALOSPORINAS

ReuisÍtn

Son antibióticos 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 está compuesta por un núcleo denominado ácido Z aminocefalos-

poránico (7 ACA), y dos radicales o cadenas laterales: un grupo acetilo y un residuo

de ácido aminoadípico'".
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Las cefalosporinas son estructuralmente la condensación de un anillo principal

de p lactama y otro secundario de dihidrotiazina.Todas ellas actuan uniéndose a más

de una PBP, aunque preferentemente bloquean la PBP1a, teniendo escasa acción

sobre la PBPI b y nula o insignificante sobre el resto ,ru.

La resistencia a cefalosporinas y cefamicinas puede deberse a disminución en

la permeabilidad bacteriana, alteraciones en las PBPs, o a elaboración de 0-
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lactamasas (cefalosporinasas), acilasas o esterasas, cuya producción puede estar

regida, tanto a nivel plasmídico como a nivel cromosómico. En relación con las

cefalosporinasas, en concreto las de clase I de origen cromosómico, se ha descrito un

fenómeno denominado "de atrapamiento", consistente en la unión covalente de las

mismas a la cefalosporina, de forma que impiden su acción aunque no producen la

ruptura del anillo B-lactámico.

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

tratamiento de la EIS a dosis de 8 gramos/día vía intravenosa "'.
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- CARBAPENEMAS

Reuisión

Los carbapenemas son antibióticos betalactámicos caracterizados por poseer

un anillo principal Blactámico y otro secundario de 5 átomos, no saturado, y con un

carbono en posición 1.

A este grupo pertenece el imipenem, antibiótico bactericida que actua sobre

microorganismos en fase de crecimiento inhibiendo la síntesis de la pared al tener una

alta afinidad por las PBPs, en especial por la pBp2 '.u.

La resistencia al imipenem es un fenómeno poco frecuente, y cuando aparece

está motivado por alteraciones en la permeabilidad de la bacteria, debidas a

modificaciones de las porinas, o por cambios en la pBp2, ya que esre compuesto es

muy estable frente a todo tipo de p-lactamasas, tanto plasm ídicas como cromosómicas

137 
.

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

g. al día vía intravenosa.
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1,3.2. AMINOGLUCOSI DOS

Revbbt

Son antibióticos de estructura heterocíclica y acción bactericida mediante

inhibición de la síntesis proteica de microorganismos en fase de crecimiento.

Los aminoglucÓsidos son poliheterósidos aminados cuyos principales glicoles

proceden de la estreptamina, derivado diamínico del inositor.

Por reducciÓn de la función alcohólica del carbono en posición 2 de la

estreptamina se obtiene la desoxiestreptamina, base de los antibióticos del grupo de

la kanamicina, gentamicina y neomicina.

La sustitución de dos hidrógenos, 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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Actúan sobre el ribosoma de las bacterias sensibles a nivel de la subunidad

30S, sÓlo cuando éste se haya leyendo el ARNm (cualquiera de las fases de iniciación,

elongación o terminaciÓn de la síntesis proteica). El sitio de unión a la fracción 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 ta

consiguiente síntesis de proteinas no funcionales '.u.

La apariciÓn de resistencias a estos antibióticos puede ser de origen

cromosómico o, más frecuentemente, estar mediadas por una serie de enzimas

codificadas porplámidos de tipo acetiltransferasas, fosfotransferasas y nucleotidiltrans-

ferasas.

Para algunos microorganismos se ha descrito la existencia de altos niveles de

resistencia a aminoglucósidos, definidos por la presencia de CMI > 1000 ó 2000pg/mt.

La aparición de este fenómeno está relacionada con la codificación a nivel cromosómi-

co, de un enzima bifuncional, que inactiva el antibiótico y que actúa como 2,-

fosfotra nsferasa y 6'-aceti ltran sferasa " 
u, t tn.

En el tratamiento de la endocarditis infecciosa subaguda se utilizan dos

antibiÓticos pertenecientes a este grupo, la gentamicina y la estreptomicina, asociadas

a otros antimicrobianos, Las dosis empleadas son de lmglKgll2h y 7,Smg/ugh por vía

intravenosa respectivamente t to'"u.
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1,3,3. MACROLIDOS Y LINCOSAMIDAS

Revisbn

Los macrólidos y lincosamidas son antibióticos naturales y semisintéticos

primariamente bacteriostáticos, aunque a elevadas concentraciones pueden ejercer

un efecto bactericida. La estructura fundamental de los macrólidos consta de una

macrolactona unida por un enlace glucosídico a un azúcar aminado ''u. Su mecanismo

de acciÓn consiste en la inhibición de la síntesis de proteinas por bloqueo enzimático

en la traslocaciÓn de la cadena proteica a nivel de la subunidad S0S del ribosoma

bacteriano'oo.

La resistencia a macrólidos y rincosamidas puede ser de dos tipos:

- Resistencia cruzada'. esta forma es constitutiva y se debe a una alteración

estructural de la subunidad 50S del ribosoma bacteriano, motivada por la existencia

de un gen que codifica la síntesis de una metilasa que metila el ARNI, 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 síntesis de la metilasa

permanece inactivo hasta ese momento.

La eritromicina, como la mayoría de los macrólidos, se obtiene de forma

natural por la mezcla de varios compuestos. Este macrólido puede utilizarse en la

profilaxis de la Els a dosis de 1,s g. una a dos horas antes y 0,s g. a las 6 horas de la

intervención 108-110.
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Las lincosamidas no contienen el núcleo macrolactónico de los macrólidos y

están constituidas por un ácido aminado (metilprolina) y un azúcar (piranosa) unidos

por una amida ''u. Actuan a nivel de la subunidad 50S impidiendo la elongación de la

cadena proteica al bloquear la fijación de la parte terminal de los sustratos aminoacil-

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

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

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

de la endocarditis a dosis de 600 mg, una hora antes de la manipulación dental 'ou-"o.
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1.3.4. GLICOPEPTIDOS

Reuiskzn

Los glicopéptidos son antibióticos bactericidas que actuan sobre microorganis-

mos en fase de crecimiento. Su efecto se realiza a nivel de la pared celular y de la

membrana citoplásmica; interfieren la síntesis de la pared impidiendo la transferencia

del peptidoglicano lineal a la misma, al fijarse sobre el extremo acil de la D-alanin-D-

alanina'o'. El mecanismo por el que son capaces de producir la lisis de bacterias total

o parcialmente desprovistas de pared celular (protoplastos y esferoplastos), está en

relaciÓn con una acción de pérdida generalizada del componente lipídico de la

membrana citoplásmica, aunque esta acción es secundaria a la anterior en las

bacterias cuya pared está íntegra.
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En bacterias inicialmentesensibles, la aparición de resistencias a glicopéptidos

es un fenÓmeno muy raro, provocado por un bloqueo del acceso al pentapéptido,

cod ifi cado genéticamente'ot.

A este grupo pertenecen la vancomicina y la teicoplanina. La vancomicina

es un compuesto anfotérico complejo, en cuya composición entran a formar parte un

residuo de glucosa, de N-metil-leucina, de ácido 3-metil-4-cetahexanoico, dos de

ortometil-hid roxiben ceno y dos de para metil-h id roxi benceno.

Para el tratamientode la EIS se emplea la vancomicina a dosis de lSmgiKg

cada 12 horas por vía intravenosa "0,,,u.
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1.3.5. ESTREPTOCOCOS ORALES Y ANTIBIOTICOS

Reubbn

Los estreptococos orales en general, y en particular S. mutans, clasicamente

han mostrado una escasa resistencia frente a la mayoría de los antimicrobianos

empleados en la profilaxis y el tratamiento de la endocarditis originada por estos

microorganismos'u. Esta buena sensibilidad a los antimicrobianos es común, tanto en

los aislados obtenidosde placa dental, como en los procedentesde lesiones cardiacas,

lo que indica que en estos casos, en contra de lo que cabría esperar dada la larga

duración del tratamiento, la exposición al antibiótico no contribuye a aumentar las

resistencias t*''*.

Según un estudio de Litfle y cors ''u, los antibióticos 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 número de resistencias. es

necesario seguir investigando en el campo de la susceptibilidad de estos microorganis-

mos a diversos antimicrobianos, ya que ésta vá cambiando con el tiempo, existiendo

una lenta tendencia a aumentos en las CMls a varios antibióticos tales como penicilina,

amoxicilina, eritromicina, cefuroxima y clindamicina, entre otros'n,tot. Así, en un estudio

sobre los cambios de susceptibilidad de S. mutans en un periodo de 5 años ^, pudo

verse como ésta vá disminuyendo de forma progresiva, de manera que mientras que

en 1985la CMI para penicilina oscilaba entre 0.003pg/ml y 0.12pg/ml, estos valores

pasaron a 0.007 y 0.12pglml en 1989. De la misma forma, las CMls para amoxicilina,
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eritromicina y penicilina, todos ellos fármacos de uso común para la profilaxis de

endocarditis en sujetos

sometidos a manipulaciones dentales de riesgo y con factores predisponentes,

presentaron en 1985 rangos de cMls de 0.015p9/ml-0.05p9/ml, 0.003pgiml-0.25pg/ml

y 0,015p9/ml-0.25¡rglml respectivamente, mientras que en 1989 fueron de 0.03¡rg/ml-

1 ¡r g/ml, 0. 007p g/ml-0. 5p g/ml y 0. 03p giml-0.25¡r glml.

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

durante el año 1gg1 'o',las CMls de eritromicina y clindamicina presentaron valores

que oscilaron entre 0.03p9/ml y 16pg/ml para la primera, y 0.01S¡rg/ml a 1 pglml para

la segunda.

También se ha visto incrementado en los últimos años, el número de aislados

de.S. mutans que muestran tolerancia a penicilina, o altos niveles de resistencta a

amino glucósidos "u'". Aunque en la actualidad la magnitud de estos fenómenos es

escasa, al aparecer en un porcentaje muy pequeño de los aislados orales o cardiacos,

las repercusiones de estos hechos en el tratamiento médico de la endocarditis por

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

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

tubbrhlytladu

Para la realización del presentetrabajose utilizaron 160 cepas de S. mutans

procedentes de cavidad oral ylo saliva, recogidas mediante escobillón estéril

(Eurotubo). Una vez realizada la toma, las muestras se sembraron en placas de agar

MSB que se incubaron a 36r1'C durante 48 horas, las 24 primeras horas en

atmósfera de anaerobiosis y en condiciones aerobias las restantes. Este medio es

selectivo, inhibiendoel crecimiento de la mayoría de microorganismos, salvo S. mutans

y otras especies pertenecientes al mismo grupo. Las colonias obtenidas de dicha

siembra se transfirieron a un medio líquido de enriquecimiento, TSB sin glucosa

previamente regenerado, incubándose durante otras 24 horas a 36+ 1"c.

* Composición de los medios emoleados

Agar MSB (Mitis Salivarius Bacitracina)

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

Tryptosa Bacto..... ..... ......10 g.

Proteasa peptona no3 Difco...............5 g.

Proteasa peptona Difco.....................5 g.

Glucosa Bacto.,...... ..........1 g.

Sacarosa Bacto........ ........50 g.

Fosfato dipotásico. ...........4 g.

Azultripan ............0.075 o.
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Cristal violeta Bacto........ ..0.000g g.

Agar Bacto .....15 g.

-- 1 ml. de Telurito potásico at j% (Merck Ref. 5.164)

-- 200U/ml. de Bacitracina (Sigma Ref. 80125)

-- 150 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 disolución , para

posteriomente proceder a su esterilización en autoclav e a 121" C durante 1 5 minutos.

El telurito potásico y la bacitracina se añadieron, una vez autoclavado el medio, en

sobrefusiÓn al baño maría a 45-50"C, y cuando ambos están disueltos, se reparte en

placas de Petride 9 cm. de diámetro. El pH final del medio es de 7+0.2.

- Atmósfera anaerobia

Para la incubación en anaerobiosis de las cepas estudiadas se emoleó

una estufa de anaerobiosis (HERAEUS 433, P.A.262). En dicha estufa se introdujeron

los microorganismos a estudiar, cerrándose a continuación hermeticamente. Acto

seguido se hace el vacío y se inyecta una mezcla de gases en las siguientes

proporciones: Nr 85%,H210o/o,co25%. Además de los medios, en el interiorde la

estufa se coloca un catalizadorde paladioy un indicadorquímico de anaerobiosis (azul

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

Peptona de caseina ..17 g

Peptona de soja... ....3 g.

Fosfato dipotásico. . 2.5 g.

Cloruro sódico...... ....................5 o.

Para su preparación se añaden 27.5 g. del medio a 1 litro de agua destilada,

calentando hasta su disolución. Después se reparte en tubos de rosca con 5 ml.y se

esteriliza en autoclave a 121"C durante 15 minutos. El pU final del medio es de

7.3+0.2. Antes de su uso hay que regenerarlo, para lo cual se sumerge en un baño

maría 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 líquido se realizó un subcultivo

en una placa de agar Brucella, la cual se incubó durante 24 horas a 3611oC en

atmÓsfera anaerobia, con elfín de obtenersuficiente masa microbiana para conseguir

una suspensión en solución salina de 1 de McFarland, con la cual se procedió a la

realización de una batería de pruebas bioquímicas para identificación de estreptococos

orales, compuesta por las siguientes pruebas: tinción de Gram (para confirmar la

existencia de cocos grampositivos en cadenas y en cultivo puro), hidrólisis de la

arginina, hidrólisis de esculina, con y sin presencia de bilis, fermentación de diversos
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azúcares y polialcoholes (manitol, rafinosa e inulina), y resistencia a2lJ de bacitracina.

Para la inoculaciÓn de las distintas pruebas se empleó una pipeta automatica, (Gilson

Ref'E10993N) con la que se dispensaron, en el fondo de los tubos, 100¡rl de la

suspensión bacteriana.

La batería se leyó a las 24 ylo 48 horas, según pruebas, de su incubación en

estufa a 36t1"c, considerádose válida la lectura realizada al segundo día.

La identificación de las distintas especies de estreptococos orales y un

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

Se preparó disolviendo 43 g. del medio en 1000 ml. de agua destilada y

autoclavan do a 121" C durante 15 minutos. Después se reparte en placas de petri de

9cm. de diámetro, que se conservan a 4"C hasta su utilización. El pH final del medio

es de 7 *0.2.
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- Hidrólisis de la arginina

Tripticasa.. ......,.......10 g.

Extracto de |evadura...................................5 g.

Fosfato dipotásico. .........2 g.

Glucosa.... ..0.5 g.

Arginina.... ..............3 g.

Agua destilada........... 1000 mt.

Los componentes se disuelven en agua destilada y se calientan hasta

ebulliciÓn,trás la cual seajusta el pH del medio a7.1. Se reparteen tubos con 3 ml.

y se esteriliza en autoclave a 121"C durante 15 minutos.

Trás la inoculación de la prueba de la forma antes descrita, se cubre el medio

con parafina líquida esteril, para prevenir el escape de amoniaco durante la desamlna-

ciÓn de la arginina, y se incuba a 3611"C durante 48 horas. Transcurrido ese tiempo

se procede a la lectura de la prueba, para lo cual se añaden 2-3 gotas de reactivo de

Nessler (Merck Ref. 9011) a una cantidad igual del medio, obtenida mediante prpeta

Pasteur estéril del fondo del tubo, junto con 2-3 gotas de hidróxido potásico a una

concentración del 40%.

La prueba se consideró positiva cuando se produjo un cambio de color a rojo

anaranjado, motivado por la formación de amonio al desaminarse la arginina. Si se

mantiene el color original o vira hacia algún otro, la prueba se considera negativa.

- Hidrólisis de esculina sin bilis

Peptona.... ................10 g.

Citrato férrico-amónico............................... 1 q.
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Esculina.... .............,,1 g.

Agar...... ........2 g.

Agua destilada........... 1000 ml.

La preparación del medio se lleva a cabo disolviendo todos sus componentes,

salvo el agar, en agua destilada y ajustando su pH a7.3-7.4. 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. Trás la incubación, si se ha producido hidrólisis 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)

Se preparó disolviendo 64 g. del medio deshidratado en un litro de agua

destilada. Se ajustó el pH a 6.6 y se repartió en tubos con 2.5 ml, que se esterilizaron

en el autoclave y se dejaron solidificar inclinados, para que se formara una lengüeta.
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La aparición de color negruzco del

indicó prueba positiva.

medio, trás 48 horas de

tubbrbly tuletu

incubación a 36+1"C,

Los componentes del medio se disuelven en agua destilada, su pH se aiusta

a 6.4 y se reparten en tubos con 2 ml., los cuales se esterilizan en autoclave.

Los carbohidratos y polialcoholes a estudiar (manitol, rafinosa e inulina,¡, se

prepararon en soluciones apropiadas, que se esterilizaron porfiltración y se añadieron

asépticamente al medio basal, hasta conseguir una concentración final del 1%.

La fermentación del hidrato de carbono, trás incubación a 3611"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 más 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 empleó el mismo utilizado para la fermentación de

azúcares, añadiéndoleglucosa al1%y 2Ulml. de Bacitracina (Sigma Ref. 1405-87-4).

La lectura de la prueba es similar a la descrita en la fermentación de azúcares,

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 llegó a la identificación de S. mutans, se

procediÓ a su inoculación 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

conservación a -20"C.

- Caldo leche (Litmus Milk Difco Ref. 0107-01)

Se preparó añadiendo 105 g. del medio a un litro de agua destilada,

repartiéndolo en tubos con 3 ml. y esterilizándolo en autoclave a 121"C durante 15

minutos. El pH final es de 6.8.
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TABLA 9: DIAGNOSTICO BIOQUIMICO
ORALES

DE ESTREPTOCOCOS

¡ 
S. macacae

BEA: Allls elcuilnr agár
ADHr Arglnlnr dchtdrot!!a

EA, hidróli.l! Ce e!cutrña FAF Fa¡ñanircion ca a ra¡rnoa!
\U Fermrn:scton d6 ta r¡ut ¡a

BAC. R€srstañcl¡ a 2U da bscilracine

MAñ, Fc.ñant!cron

TABLA l0: IDENTIFICACION PRESUNTTVA DE ESTREPTOCOCOS
ORALES

Bilis-Esculina -

Manitol .

rl

Resistenc¡a a 2u/ml

de bacitracina

S. rattus
+ S. mutans

lnulina - J. SODrtnus

+ Raf inosa

i Esculina

- S. downei

- S. macacae

+ ADH

- Inulina

+ S. cricetus

- S. ferus

BEA ADH EH

S- mutans - +

1

MAN ] RAF

+r+
INU BAC

+ +

S.rattus - + +

S. sobrinus +t-
l+ +

[;-;

+ +

+

S. cricetus + + + +

S. downei + +

S. ferus -T -r +
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2.1.4. IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS MEDIANTE UN SISTEMA

AUTOMATIZADO

Todas las cepas de S. mutans identificadas por métodos convencionalesfueron

estudiadas mediante un sistema de identificación automatizado, el Automicrobic

System o Vitek (bioMérieux, Francia), con objeto de confirmar los resultados obtenidos

y valorar la utilidad del mismo en la identificación de estreptococos orales.

El sistema Vitek consta de distintas tarjetas de plástico para investigar la

susceptibilidad y realizar la identificación de cocos grampositivos, de un módulo

preparador de las mismas, otro de sellado, y un lector-incubador que transfiere los

datos obtenidos a un sistema informático.

La tarjeta Vitek GPI permite la identificación de estreptococos, estafilococos y

algunos bacilos grampositivos de importancia clínica. Dicha tarjeta posee 30 pocillos,

29 de los cuales contienen caldos bioquímicos, siendo el restante un control negativo

(Figura 7). En su interior se ha creado una atmósfera microaerófila para favorecer el

crecimiento de estreptococos. El sistema automatizado determina si la reacción en

cada pocillo es positiva o negativa midiendo la atenuación 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, trás un tiempo de incubacion que puede oscilar de 4 a

1 5 horas dependiendo del microorganismo.
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Para la inoculaciÓn de la tarjeta se partió de un cultivo bacteriano puro en

medio sÓlido (agar Brucella), de no más de 48 horas de incubación. Debe obtenerse

una suspensión uniforme en 1.8 ml de solución salina al0.45% en tubos de 12x75 mm

hasta alcanzar una turbidez equivalente a un patrón de 0.5 de McFarland, no

superando en ningún caso el 1 de McFarland. Esta suspensión se pone en contacto

con la tarjeta gracias a un tubo de transferencia a través del cual se inoculará el

microorganismo en los pocillos mediante un sistema de vacío realizado en el módulo

preparador. Después se procede a sellar la tarjeta en el otro dispuesto para dicho fín

y se coloca dentro del lector-incubador que, transcurrido el tiempo de incubación

necesario, transferirá los resultados obtenidos a un sistema informatizado conectado

a una impresora la cual emitirá un informe de los mismos.

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

NCTC- 1 0832, NCTC- 1 0449 y ATCC-2517 5.

2.1 .5. DI FERENCIACION DE BIOTI POS MED IANTE I NVESTIGACION DE ACTIVI DA-

DES ENZIMATICAS

Para tal fín se ha empleado el sistema API ZYM (bioMérieux, Francia,¡, un

micrométodo cualitativo o semicuantitativo que permite la investigación de 1g

actividades enzimáticas. Consiste en una galería plástica con 20 cúpulas conteniendo

un sistema enzimático con un tampón (Figura g).
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Para su realización se prepara una suspensión bacteriana en 2 ml de agua

destilada o suero fisiológico hasta alcanzar una turbidez equivalente a un patrón 5-6

de la escala de McFarland. y se dispensan 65pl de la misma en cada cúpula de la

galería. Después se incuba a 36+1'C durante 4 horas, transcurridas las cuales se

añade 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 cúpula si el

microorganismo posee esa actividad enzimática, y las distintas intensidades de la

misma, valoradas de 0 a 5.

2.1.6. DETECCION DE ALTOS NIVELES DE RESISTENCIAAAMINOGLUCOSIDOS

La posible aparición de cepas de S. mutars con altos niveles de resistencia a

aminoglucÓsidos se determinó por el método de difusión en agar, para lo cual se

empleÓ como medio de cultivo agar Wilkins-Chalgren (Difco Ref. 1805-17-6), cuya

composición es la siguiente:

Triptona Bacto.... 10 q.

Peptona Bacto........ t0 g

Extracto de levadura Bacto..... . 5 g.

Glucosa 8acto........ 1 g.

Cloruro sódico....... ................. 5 g.

L-Arginina. 1 g.

Piruvato sódico....... 1 g.
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Hemina..... 5 mg.

Vitamina Kr.............. 0.5 mg.

Agar Bacto 15 g.

Se preparÓ añadiendo 48 g. del medio a un litro de agua destilada,

repartiéndolo en tubos con 25 ml. y esterilizándolo en autoclave a 121"C durante 15

minutos. El pH final es de 7 .1+ 0.1 .

Los antibióticos testados fueron gentamicina (Sigma Ref. 1405-41-0),

estreptomicina (Sigma Ref. 3810-74-0), tobramicina (Sigma Ref. Tg64s-27-s),

kanamicina (sigma Ref. 25389-94-0), y amikacina (sigma Ref. 149022-22-0), tos

cuales fueron diluidos en agua estéril previa realización de los cálculos necesarios para

correguir su potencia.

Se utilizaron placas de Petri de 15 cm. de diámetro en las que se depositaron

25 ml. de agar Wilkins-Chalgren previamente fundido y conservado a una temperatura

de 45'C en baño maría, al que se añadieron las cantidades necesarias de cada

antibiótico para obtener concentraciones finales del mismo de 500, 1000, y 2000¡rg/ml

para cada uno de ellos.

Una vez solidificado el medio, los microorganismos se inocularon en superficie

en número de 16 por cada placa, previamente rotulada para su perfecta identificación.

Para ello se partió de cepas en fase de crecimiento en caldo TSB sin glucosa, de cada

una de las cuales se depositó 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 antibiótico, las diversas cepas ensayadas, incubándose en las mismas

condiciones.

La lectura de los resultados se realizó a las 24 horas, definiéndose ta

concentraciÓn mínima inhibitoria o CMl, como la menor concentración de antibiótico

que impide un desarrollo bacteriano obietivable a simple vista.

2,1,7. ESTUDIO DEL FENOMENO DE TOLERANCIA A PENICILINA

La detecciÓn de cepas de S. mutanstolerantes a penicilina se realizó mediante

el medio de macrodilución en medio líquido, utilizando para ello caldo Todd-Hewitt

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

- Infusión de 4509. de extracto de carne... .. 10 g.

- Triptona.. ...... 20 g.

- Glucosa.. .............. 2 o.

- Bicarbonato sódico... ,;
- Cloruro sódico..... ....... 2 g.

- Fosfato disódico. .. 0.4 o.

Se preparÓ añadiendo 36.4 g, del medio a un litro de agua destilada y

esterilizándolo en autoclave a 1 15'C durante 10 minutos. El pH final es de 7.8r 0.2.
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* Preparación del antibiótico

Mabrbly *letu

La penicilina (Sigma Ref. 69-57-8) fue disuelta, previa corrección de su

potencia, en caldo Todd-Hewitt. realizándose diluciones dobles progresivas a partir de

la solución madre hasta alcanzar el rango de concentraciones deseado. Dichas

diluciones se conseryaron a 4'C hasta la realización de la prueba, no más allá de 24

horas después.

* Preparación del inóculo

La cepas de S. mutans procedentes de colección se incubaron en caldo Todd-

Hewitt a 36t1'C durante 24 horas, transcurridas las cuales se procedió, a partir del

microorganismo crecido, a la realización de un inóculo en el mismo caldo, de

aproximadamente 5x105 ufc.(equivalente a un patrón 0.5 de la escala de McFarland),

siguiendo la recomendaciones del NCCLS ''8.

* Realización de la prueba

Cada uno de los microorganismos ensayados se testó para 10 concentraciones

de antibiÓtico cuyo rango estuvo comprendido entre 2 y 0.003pg/ml. para ello se

utilizaron tubos con 1 ml de penicilina a las distintas diluciones preparadas previamen-

te, en los que se inoculó, mediante pipeta automática (Nichiryo Ref. K s72704),1 ml

de suspensiÓn bacteriana, incubándose después a 36+1"C durante 24 noras.

Transcurrido este tiempo se procedió a la lectura para determinar en que dilución se

hallaba la CMl, definida como la menor concentración de antibiótico capaz de inhibir
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el crecimiento bacteriano visible, el cual se pone de manifiesto por la opacificación del

medio.

* Detección de la tolerancia

Con el fín de determinar si una cepa era tolerante a penicilina (relación

CMB/CMl >32), se procedió a investigar en que dilución de antibiótico se encontraba

la concentración mínima bactericida o CMB, definida como la mínima concentración

de antibiótico capaz de producir ra muerte del g9.g% del inóculo inicial.

Para ello se procedió según el método descrito por James LA'on, transfiriendo

a placas de agarcon un 1% de sangre de caballo lisada y 0.5U/ml de p-lactamasa

(Sigma Ref. 9001-74-5), 10pl de cada uno de los tubos en los que no existía

crecimiento visible, mediante pipeta automática. Dichas placas se incubaron a 36r 1. C

durante 24 horas. La aparición de menos de 10 colonias representa menos del 0.1 %

de supervivientes, para el inóculo empleado, y la primera dilución en la que se

encuentren determina la CMB.

* Control de crecimiento

Junto con las distintas concentraciones de penicilina, cada microorganismofué

inoculado en un tubo con 1 ml. de caldo Todd-Hewitt sin antibiótico, que se incubó en

las mismas condiciones que los restantes y que sirvió 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. mutarsfueron testadas para conocersu susceptibilidad

frente a diversos antimicrobianos de uso frecuente en el tratamiento y profilaxis de la

endocarditis producida por dichos microorganismos, para lo cual se empleó el método

de difusión en agar, utilizando agar wirkins-chargren como medio de curtivo.

* Preparación del antibiótico

Los antibióticos 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 corrección de su potencia,

en el medio adecuado para cada uno, con el fín de conseguir una solución maore a

partir de la cual realizar diluciones dobles seriadas en el rango de concentraciones

deseado.

La mayoría de ellos se disolvieron en agua destiladad estéril, salvo amoxicilina

y cefazolina, que necesitan como diluyente una solución tamponada de pH 6, el

imipenem, que necesita una sorución tamponada de pH 7.2, y la eritromicina, que se

disuelve en una solución de etanol al 10% en agua estéril.
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Los rangos de concentraciones ensayados oscilaron entre 0.5 y 0.003¡rg/ml

para amoxicilina, cefazolina, clindamicina, eritromicina, e imipenem, y entre 1 y

0.007p9/ml para vancomicina y teicoplanina.

* Preparación del inóculo

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

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

. Realización de la prueba

Se depositaron 25 ml. de agar Wilkins-Chalgren, previamente fundido y

mantenido a una temperatura de 45"C en baño maría, en placas de petri de 15 cm.

de diámetro rotuladas para su perfecta identificación. Prevramenre a su reDarto en

placas, se le añadió la dilución del antibiótico en estudio, en la cantidad adecuada para

alcanzar en las mismas la concentración final deseada del mrsmo.

una vez inoculados los microorganismos, en número de 16 por placa, se

incubaron a 36r1"C durante 24 horas, transcurridas las cuales se determinó 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 antibiótico, las diversas cepas ensayadas, incubándose en las mismas

condiciones.
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' Puntos de corte
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Los estreptococos se consideran sensibles (S) a penicilina y amoxicilina cuando

la CMI es <0.1Zpglml, de sensibilidad mocerada o intermedia (l) entre 0.2S-2¡tglml y

resistentes (R) cuando la CMI es >4pglml. En el resto de los antimicrobianos

ensayados estos valores son:

Cefazolina: S <8pg/ml, l= 16pgiml, R> 32¡rgiml

Clindamicina: S <0.5pg/ml, l= 1-2¡tglml, R >4pg/m,

Eritromicina: S <O.Spg/ml, l= 1-4pg/ml, R >gpg/ml

lmipenem: S <4¡rg/ml, l= Bpg/ml, R >16pg/ml

Vancomicina y Teicoplanina: S <4pg/ml, l= g-16pg/ml, R >32¡rg/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 producción "in vitro" de polisacárido

extracelular o glicocálix, componente relacionado con la adherencia de estos

microorganismos a las válvulas cardiacas en el curso de la endocarditis producida por

los mismos, para lo cual se empleó er método descrito por Molisch'uo''u'.

A partir de un cultivo en medio sólido, cada una de la cepas se inoculó en un

tubo conteniendo4 ml. de suero fetal bovino (Bio-WhittakerRef. 14-501A) como fuente

de hidratos de carbono, incubándose durante 48 horas a 36r1"C. Transcurrido este

tiempo el tubo se sometió a centrifugación a g50 gdurante 10 minutos. El sobrenadan-
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te fué resuspendido en 4ml de solución sal¡na al 0.9% y sonicado durante 30 segundos

al 30% de potencia. Después se extrajeron 0.5m1 del sobrenadante y se les

adicionaron 2 gotas de a-naftol (Merck, Ref. 3817976) diluido al 10% en alcohol

absoluto. Esta solución fué mezclada con 0.5m1 de ácido sulfúrico (panreac, Ref.

131058). Los carbohidratos, en contacto con el ácido, se degradan a un derivado de

furaldehido el cual es condensado por el c-naftol, observándose una coloración rolo-

violácea en la zona de contacto de ambos líquidos, la cual es indicativa de una

reacción positiva, y por tanto, de la producción de polisacárido.

Paralelamente a la realización de esta prueba utilizando como nutriente suero

fetal bovino, se inocularon todas las cepas en 4ml de agarWilkins-Chalgren, siguiéndo

todos los pasos descritos anteriormente, con elfín de comprobarsi las posibles cepas

productoras de glicocálix eran también capaces de elaborarlo cuando crecían en un

medio de cultivo convencional, y en nuestro caso, que coincidía 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 glicocálix.

2.1,1 O. ANALISIS ESTADISTICO

Para la realización del estudio estadístico de los resultados se empleó el

programa de estadística RSIGMA, aplicándose el test de chi2,
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2.2.1. IDENTIFICACION MEDIANTE SISTEMA AMS

Reslbfu

De las 160 cepas de S. mutans sometidas a identificac¡ón por el sistema Vitek,

1 16 fueron confirmadas como S. mutans (72.5%), mientras que en un 27.5o/o de los

casos (44 cepas), dicho sistema realizó una identificación diferente. En las figuras g

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 última como S. bovis.

Las tablas 11 y 12 recogen las pruebas bioquímicas 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 identificación fue distinta.
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FIGURA 9: RESULTADOS DE
CION DE LAS CEPAS POR EL

LA IDENTIFICA-
SISTEMA VITEK
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FIGURA 1O: CEPAS NO IDENTIFICADAS COMO
S. MUTANS POR EL SISTEMA VITEK
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TABLA 1 1: 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

6 + + +

2 + ? + +

2 + + + + +

2 + + + + +

28 + + + + +

76 + + + +

BAC: Bacitracina

RAF: Rafinosa

ESC: Esculina

INU: Inulina

ARG: Arginina MAN: Manitol
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TABLA 12: RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BtoeutMtcAS cotNCt-

DENTES CON LAS CONVENCIONALES DEL SISTEMA VITEK PARA

LAS CEPAS NO IDENTIFICADAS COMO S. MUTANS

S BOVIS

T INTERMEDIUS

N" CEPAS

N" CEPAS
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TABLA 12 (CONI'NUAC'óN). RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUI-
MICAS COINCIDENTES CON LAS CONVENCIONALES DEL SISTEMA
VITEK PARA LAS CEPAS NO IDENTIFICADAS COMO S. M(JTANS

S. ANGINOSUS

S, SANGUISTI
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TABLA 12 (continuación). RESULTADOS DE LAS PRUEBAS Btoout-

MICAS COINCIDENTES CON LAS CONVENCIONALES DEL SISTEMA

VITEK PARA LAS CEPAS NO IDENTIFICADAS COMO S. MIJTANS

S SANGUIS!

S UBERIS

NO CEPAS
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TABLA 12 (continuación). RESULTADOS DE LAS PRUEBAS Btoout-

MICAS COINCIDENTES CON LAS CONVENCIONALES DEL SISTEMA

VITEK PARA LAS CEPAS NO IDENTIFICADAS COMO S. MIJTANS

N'CEPAS

NO CEPAS

BAC: Bacitracina

RAF: Rafinosa

ESC: Esculina

INU: lnulina

ARG: Arginina MAN: Manitol
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2.2.2. OBTENCION DE BIOTIPOS

Resdbtu

A partir de los resultados obtenidos con la utilización del sistema Apf ZyM, se

realizó una clasificación en biotipos de las cepas de nuestro estudio. para ello se

eligieron las tres enzimas (valina arilamidasa, fosfatasa ácida y cr-galactosidasa) que

presentaban mayor variabilidad para la totalidad de cepas.

Gracias a la presencia o no de dichas enzimas se establecieron ocho biotioos

clasificados del I al Vlll.

Los resultados para la totalidad de las enzimas y cepas ensayadas se reflejan

en la tabla 13. La tabla14 recogela clasificación en biotipos, así como el númerode

cepas y porcentaje de las mismas incluido en cada uno de ellos.

117



AH.R Restttu
TABLA 13: RESULTADOS DE LA ulLrzACroN DEL stsrEMA ENZ|MATtco

API ZYM PARA LA TOTALIDAD DE CEPAS

t

1 2 3 4 5 6 7 B I 10 11 12 13 14 15 16 17 1B f9 20 BIOTP

1 + + + vtl

Z + + + + + vtl

,l
+ + + t vill

4 + + + + vtl

+ + + + + + + vtl

6 + + + + +

+ + + +

B + + + + vtl

I + + + + +

10 + + + + vtl

11 + + + IV

12 + + + + + + IV

IJ + + + + + +

14 + + + + + + tl

lq + + + + + + VI

'16 i + + i +

17 + + ? + + VI

1B + + + I

19 i + + + t + + + +

20 + + + + + +
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21 + t + vill

22 + + + + +

ZJ + + t + +

24 + + + + t

25 + + + + vtl

zó + + + + +

+ + + + + + +

28 + + + + + + + vill

29 + + + + + +

30 + + + VI

31 t + + + + + + VI

32 + + + + + vtl

+ + + + ill

u + + + + +

eq + + + + +

+ + + i + I ? i VI

't7 +

38 + + + + ilt

'lo + + + +

40 + + + + + +

41 + + + + + +

42 + f + +

43 + + + + + IV

44 + + t + + ?

45 + + + + + + VI
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46 + + + + + + IV

47 + + + + + + tl

48 t + + + + IV

49 + + + + + + I

50 + + + + tl

<l + + + + + vtl

cz + + + + + + +

+ +

54 + + + + +

+ + + + IV

56 + + + + + + +

57 + + + + + + +

+ + + + + vtl

59 + + + + +

r)U + + + i t +

61 + +

óz + + vilt

N + + + vt¡l

u + + + + + + + +

65 + + + +

oo + f + + + + +

67 + + + +

68 + t + +

69 f + + t + + vtl

70 + + + +
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71 + ? + + + + + vI

+ + + + + +

73 + + + + + + f

74 + + + + +

+ + + + + + tl

76 + + +

77 + + + + + I

7A + + + + + + I

79 + + + + + + + IV

80 + + +

8l t + ? + + vtl

82 + + + + vI

A? + + + + + vill

u + + + + + + + vtl

85 + + + + f + vtl

86 + + + + IV

87 + + + IV

BB + + + + + + vtl

89 + + t IV

90 + + + + + + vtl

91 + + + ? + IV

92 + + + + + IV

93 i + + + + +

94 + + + + + + tl

95 + + t + + + + VI
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96 + + + + +

97 + + + + vl

98 + + + + + tl

99 + + + + + + + I

r0c + + + +

101 + f + vill

+ + + + +

1^1
+ +

1U + +

10, + + + vtl

t0( + + + t + + + + ?

l0 + + + + + +

1^9 t + + + vill

10€ + + + + +

11 + + + + VI

't1 + + + + + VI

11 + + + + vtl

11 + + + + + + ill

11 + + + + + + +

11 + + + +

11€ + + + + VI

11 + + + t + +

11 + + + + +- + ill

't1 + + + + f +

12C + + + + + +
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121 + + + + + + + I

I

122 t +

12: + + + + + f + IV

124 + + + + + + +

12i + + + + + + t VI

12( + + IV

12i + + t + t tl

12e + + + + IV

12( + i + I

13( + + + + tl

131 + Í + + ? vtl

13t + + + +

'l2,. + + + +

13¿ + + + + + +

aaE + + f + + ? f IV

13t + + + + +

13; + + + + +

IJC f f + + + vt¡

l3( + + + ?

14( + + + + +

141 + i + ? +

14t + + + vill

't43 + + + + + vill

14¿ + + + + + + + + +

145 + + + + + + +
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14( + + +

14t + + + + + + +

148, + + + +

149 + + + + + + + vil

a tl + + t + +

151 + + + + vll

1R. + + + +

15: -+ + + + +

15! + + + + + +

15: + + + + + + tl

15€ + + + I +

157 +

15€ + + + + + + + +

15€ + + + + +

16( + t ?

AH.R

1: CONTROL NEGATIVO

4: ESTERASA LIPASA

7: VALINA ARILAMIDASA

10: c-QUIMOTRIPSINA

13: d-GALACTOSIDASA

16: ¿-GLUCOSIDASA

19: A-MANOSIDASA

2: FOSFATASAALCALINA

5: LIPASA

B: CISTINAARILAMIDASA

1 1 : FOSFATASA ACIDA

14: p-GALACTOSIDASA

17; p-GLUCOSIDASA

20: c-FUCOSIDASA

3: ESTERASA

6: LEUCINA ARILAMIDASA

9: TRIPSINA

1 2: NAFTOL-FOSFOHI DROLASA

15: p-GLUCURONIDASA

18: N-ACETIL p-GLUCOSAMINIDASA

BIOTP: BIOTIPOS

Reslb&
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TABLA 14: cLASlFlcACtoN EN BtoT|pos DE LAS 160 cEpAS DE

S. MUTANS

VALINA ARIL

AMIDASA

FOSFATASA

^^tñAAUIUÉ\

c-GALACTO-

SIDASA

No o//o

BloTtPo I + + f ¿ó 175

BroTtPo tl + + 10 625

BloTtPo ill + A- 25

BIOTIPO IV + + 22 13.75

BIOTIPO V + + 50 31.25

BIOTIPO VI + 12 7.5

BIOTIPO VII + ¿1 15

BtoTtPo vill 10 6.25
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2.2.3. ALTOS NIVELES DE RESISTENCIA A AMINOGLUCOSIDOS

Reslb&

En el estudio de altos niveles de resistencia a aminogtucósidos 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 500pg/ml,

16 (10%) resistentes a 1000pg/mt y g (5%) a 2000¡rgimt.

Estos resultados se reflejan en las figuras 11 a 14.
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rl-!t ¡lFIGURA 11: ALTOS NIVELES DE RESISTENCTA
A AMINOGLUCOSIDOS

l

Nq CEPAS

tI

160 -

120 .

A^ )

80

O|.==--
GENTAMICINA TOBRAMICINA AMIKACINA KANAMICINA ESrRC'PTOUICINI

uogr994,

127



AH.R Resdbtu

FIGURA 12: ALTOS NIVELES DE RESISTENCIA
A AMINOGLUCOSIDOS

N'CEPAS

160

12O I
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oo

8Or

40-

^-j
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I

128



AH.R
Resdbtu

FIGURA 13: ALTos N|VELES DE RESISTENC|,A -l
A AMINOGLUCOSIDOS

N' CEPAS

160 l

120

80

40
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-aqqripean,-

l
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rlCUnn 14: PORCENTAJE OE CEpnS COn¡ trOS
NIVELES DE RESISTENCIA A ESTREPTOMICINA

16,250/o

i 5OO mcg/ml ' r 1O0O mcg/ml - 
-- 

ZOOO mcg/ml

8Oo/o I

1OO% r

6Oo/o

4QYo

2Qolo

Oo/o
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2.2.4. TOLERANCIA A PENICILI NA

Res.lb&

En nuestro estudio obtuvimos 4 cepas de s. mutanstolerantes a penicilina, oos

de las cuares presentaron una cMr de 0.O3pg/mr y cMB > 1pg/mr. Las dos restantes

tuvieron una CMI de 0.25pg/ml y una CMB > gpg/ml.

Los resultados de cMl y la concordancia entre cMl/cMB de las distintas cepas,

y el porcentaje de microorganismos tolerantes se refleja en ras figuras 1s a 22.
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FIGURA 15:

Nq CEPAS

Reslbda

CMI A PENICILINA DE LAS CEPAS
ESTUDIADAS

92

160
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80
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]T FGúnÁ 16, coñcoR-ÁNct,A ctv,n/cMB DE LAS
I CEPAS CON CMt DE 0.015 mcg/ml

W 
"r' 

. o o*-- cMB . o.ots

N" CEPAS

0.o 15 o.o 15

I

l

46

-T-,r, 
.* -l

(4) o.os I

o.o't5

133



AH.R Resdbfu

i-.--.---I FIcURA 17: CONCORDANCTA CMt/CruB DE LAS
CEPAS CON CMt DE 0.Og mcs/ml

iffi c¡¡t . o.os ilI cve . o.o3

NO CEPAS CMI CMB

90
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FIGURA 18: CONCORDANCIA CMI/CMB DE LAS
CEPAS CON CMt DE 0.06 mcg/ml

I8

ffi crt¡l . 0.06 'iñl CMB . 0.06
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r

FtcuRA 19: CoNCoRDANcm LAS---
] __CTAS CON CMt DE o.2s mcs/ml

A

iffi cvl . o.2s .'I c¡¡e . O.2s

4 0.25 0.25

2 o.2s 1 ,e

'i
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FlcuRA 20: coNcoRDANcrA cvlzcl¿e DE aA=S-.l
CEPAS CON CMt DE O.S mcg/ml

l

l

l

I

l

l
2

n" ffi\Ill!ñii\r¡\rl\\T\ñ\I\\\r\Ial

!ffil cvl , o.5
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FIGURA 21: PORCENTAJE DE CEPAS
TOLERANTES A PENICILINA

1 00%

8Oo/o

6Oo/o

40o/o

20lo

Oo/o

ffi cepns NO TOLERANTES : ].,: CEPAS TOLERANTES
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FIGURA 22: RELACIOÑ CTVIIZCTVIE DE-LAS CEPAS
TOLERANTES A PENICILINA

I ffi cMt [ü c^¡a

CMI mcg/ml
32

16 l

8.1

4)
I

1l
0.5 l

0.2 5

0.12

0.0 6

0.03

0.015

CEPA 1
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2,2.5. SUSCEPTIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS

Resdbda

Los valores de cMl de las 160 cepas estudiadas, así como la cMluo, cMlno y

media 1X), para los antimicrobianos ensayados se reflejan en las tablas 1S a 21 y las

figuras 23 a 25.
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TABLA 15: EVALUAcIoN DE LA suscEPTlBtLtDAD DE 160 cEpAS
DE S. MUTANS A AMOXICILINA

CMI 5g: O,0215

CMI 99: O,OG

i, o,osgo

N' SIMPLE

N' ACUMULATIVO

Yo ACUMULATIVO I Z.S 13,75 33,75 71,25 90 93,75 96,25 100
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TABLA 16: EVALUACION
DE S,

DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE 160 CEPAS
MUTANS A CEFAZOLINA

NA SIMPLE

NE ACUMULATIVO 142 148 154 156 .t60

% ACUMULATIVO I II.ZS 61,25 88,75 92,5 96,25 97.5 1oO

CMI 5g: 0,0259

CMf gO : O,O7

i: O,O761
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TABLA 17: EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE
DE S. MUTANS A ERITROMICINA

160 CEPAS

i!

CMf 5g : O,0294

CMI 90: 0,116

X: 0,0818

N' SIMPLE

NC ACUMULATIVO

7O ACUMULATIVO 18,75 51,25 72.5 91,25 97,5 98,75 100
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TABLA 18: EVALUActoN DE LA suscEprrBrLrDAD DE
DE S. MUTANS A CLINDAMICINA

160 CEPAS

N' SIMPLE

NA ACUMULATIVO 154 156 '160

o/o ACUMULATIVO 91,25 93,75 96,25 97,5 100

CMI gg : 0,0264

CMI gO : 0,0589

X: O ,O7 32

144



AHR Resdbtu

TABLA 19: EVALUACION
DE S.

DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE 160 CEPAS
MUTAIVS A IMIPENEM

0,003 0,007 0,015 0,03 0,06

Nq SIMPLE

NA ACUMULATIVO 84 118 124 126 148 158 160

9o ACUMULATIVO 7,5 21,25 52,5 73,75 77,5 78,75 92,5 98,75 1oO

, CMf SO , O,O144

CMI gO : 0,1690

i: 0,0941

¿¿5022 \)+

34
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TABLA 2O: EVALUACION DE LA
DE S. MUTANS

SUSCEPTIBILIDAD DE 16O
A VANCOMICINA

i

CEPAS

NA SIMPLE

NC ACUMULATIVO 130 160

o/o AGUMULATIVO 23,7 5 23,7 5 33,75 81,25 100

CMI 59 : 0,3355

CMI gO : 0,7333

i: O,4597
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)

f

TABLA 21: EVALUAcIoN DE LA suscEprtBtLtDAD DE 160 cEpAS
DE S. MUTA¡ÚS A TEICOPLANINA

r CMl59 : 0,375

CMIgO : 0,8461

i: 0,557

Nq SIMPLE

NA ACUMULATIVO

9O AGUMULATIVO

52 108 160

17,5 32,5 67,5 100

I
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FlcuRA 23' cMlso DE LAS cE-pÁSffi
A LOS tytMtiRoBtANos ENSAYADoS 
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FIGURA 24: CMI9O DE LAS CEPÁS=STUOIÁONS
A LOS ANTIMICROBIANOS ENSAYADOS
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FIGURA 25:
A LOS

MEDTA DE LAs CEpns esruolnons --

ANTI M ICROBIANOS ENSAYADOS
J7
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2,2,6. PRODUCCION ''IN VITRO" DE GLICOCALIX

Resdbtu

De las 160 cepas de S. mutans incluidas en nuestro estudio, un total de g4

produjeron glicocálix después de rncubarse. con suero fetal bovino o caldo Wilkins-

Chalgren. En las restantes 66 cepas no se detectó la presencia de glicocálix tras su

incubación en ninguno de los dos meoios mencronados.

Estos resultados, así como el porcentale ootenrdo de cepas productoras de

glicocálix, se reflejan en la tabla 22 y ftgura 26.
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TABLA 22: S. MUTANS Y PRODUCCION
DE GLICOCALIX

GLICOCALIX

POSITIVO 94

NEGATIVO

ISUERO CALDO
l

94

FIGURA 26: PORCENTAJE DE CEPAS PRODUCTO-
RAS DE GLICOCALIX

\lEGATl'vAli
.l 1q

{

I
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2.2.7 . ANALISIS ESTADISTICO

Resdtu

Cuando aplicamos el test de chi2 para comparar las variables biotipo y

tolerancia, obtuvimos una relación estadísticamente significativa con p< 0.05 para el

biotipo ll y la aparición de tolerancia a penicilina, aunque la muestra puede no ser

representativa, por falta de tamaño suficren¡e.

Al analizar la posible relación entre los biotipos y la susceptibilidad a los

antimicrobianos ensayados, encontramos asociación estadística significativa entre el

biotipo lV y amoxicilina, cefazolina y eritromicina (p. O.OOt, 0.001 y 0.01, respectiva_

mente), en el sentido de una mayor susceptibilidad de las cepas de dichos biotioos.

También encontramos asociación entre el biotipo V y vancomicina (p< 0.05) y el biotipo

I y teicoplanina (p< 0.05), en ambos casos con una menor susceptibilidad a dichos

antimicrobianos.

Al relacionarla producción de glicocálixy la susceptibilidad antimicrobiana hubo

una asociación estadísticamente significativa entre las cepas con glicocálix y una

mayor susceptibilidad a clindamicina y vancomicina (p< 0.001 en ambos casos).
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La aparición de cuadros de endocarditis bacteriana subaguda es un fenómeno

que acontece con cierta frecuencia tras manipulaciones odontológicas, y que tiene

como origen la bacteriemia que se produce como consecuencia de las mismas. En

este proceso se hallan generalmente implicadas distintas cepas de especies de

estreptococos orales, entre ras que destacan s. sanguis, s. mitisy s. mutans,ur-,uu.

Estos microorganismos, a través del tonente circulatorio, pueden alcanzar las válvulas

cardíacas, asentándose generalmente sobre aquellas en las que existe una lesión

previa (bien un proceso anterior de fiebre reumática, o una cardiopatÍa congénita), y

en las que, a consecuencia de la misma, se han producido cambios en el endotelio

vascular que han derivado en la denominada endocarditis trombótica no bacteriana

(ErNB).

La colonización y persistencia de los estreptococos a nivel de la lesion es

consecuencia de la interacción, tanto de factores del hospedador, como de los

microorganismos implicados. Con relación a estos últimos, varios influyen en la

evoluciÓn y pronÓstico de la endocarditis bacteriana subaguda, así 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 (glicocálix), así como

la aparición de tolerancia a p-lactámicos, o altos niveles de resitencia a aminoglucósi-

dos.

Todos estos fenÓmenos afectan al desarrollo de la endocarditis, por lo que es

necesario conocer su presencia en aquellos estreptococos generalmente implicados

en la misma, tal es el caso de S. mutans, especie a la que se circunscribe nuestro

estudio' Este microorganismoes elprincipalpatógenorelacionadocon la caries dental.
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y está presente en la cavidad oral de la mayoría de la población 'tu. Este hecho implica

que el riesgo de bacteriemias post manipulaciones dentales originadas por S. mutans

sea muy elevado, lo cual unido a las especiales características de la endocarditis

originada por el mismo, ha motivado su elección para la realización de este trabajo.

El primer problema que plantea el estudio de los estreptoco cos viridans es el

de conseguir una adecuada identificación de los mismos. Como se comentó en el

primer capítuf o, dedicado a la revisión, estos microorganismos se han visto sometidos

a un número muy importante de cambios taxonómicos, de forma que 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 taxonomía han sido motivados por la aparición de

nuevas técnicas de identificación en las que se incluyen, entre otros, estudios de

homología de ácidos nucléicos y secuenciación de ARN, 'ut'tu, los cuales, con ayucra

de otros parámetros, como la estructura antigénica o las propiedadesfisiológicas, han

contribuido a esclarecer, en parte y de forma todavía provisional, la clasificación de los

estreptoco cos viridans.

En lo que se refiere a S. mutans, en la actualidad se halla integrado dentro de

un grupo denominado mutans y que está constituido por siete especies ( S. mgtans,

s. rattus, s. cricetus, s. sobrinus, s. ferus, s. downeiy s. macacae), de las que

únicamente las cuatro primeras, tienen importancia como patógenos humanos tn't*.

Para llegar a la identificación de S. mutars nos basamos en una batería de

pruebas convencionales que incluyó crecimiento en bilis esculina agar, hidrólisis de la

esculina, hidrólisis de la arginina, fermentación 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 basándonos en ellas como referencia,

incluimos en nuestro estudio un sistema automatizado (Automicrobic System, ViteK,

bioMérieux), que permite la identificación de las principales cepas de estreptococos

implicadas en patología humana, además de otras bacterias grampositivas. Entre los

estreptococos que son reconocidos por este sistema se encuentran S. pyogenes, S.

pneumoniae, s. agalactiae, s. equisimilis, s. equr, s. zooepidemicus, s. anginosus, s.

anginosus (s mllleri), s. bovis, s. equinus, s. mitis, s. mutans, s. uberis, s. sanguis

I y ll, S. sa/ivanus, S, constellatus, S. intermedius, S. acidominimusy estreptococos del

grupo G.

Entre las 32 pruebas que este sistema emplea para la identificación, se hallan

la mayoría de las utilizadas de modo convencional, de forma que nos permite comparar

los resultados obtenidos en las mismas con los de la batería clásica.

A este respecto, el Antimicrobic System (AMS), llegó a la identificación de S.

mutans en un 72.5% de las cepas estudiadas, porcentaje bastante elevado en

comparación con los resultados obtenidos por otros autores con este sistema de

identificación 'un, aunque hay que tener en cuenta que su empleo nos permite llegar

únicamente a la identificación 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 24.14o/o (28) de las mismas se pudieron encuadrar, dentro de la
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identificación convencional, como tales, mientras que las restantes, valorando

solamente las pruebas del sistema automatizado que semejan las empleadas de forma

convencional, no presentarían un patrón que permitiera identificarlas como pertene-

cientes al resto de las especies que constituyen el grupo mgtans, aunque fueron

identifi cadas como tales.

Al comparar los resultados de las pruebas empleadas en la batería manual

con los ofrecidos para las mismas por el sistema automatizado, encontramos

discrepancias ya que, aunque el 100% de las 114 cepas presentaron, según dicho

sistema, resistencia a bacitracina y fermentación del manitol, otras pruebas tuvieron

porcentajes menores de concordancia, siendo en la fermentación de la inulina, que

resultÓ positiva en un 27 .58% de las cepas, en la que se obtuvo ta mayor discordancia.

El27 .5% (44) de las restantes cepas no fueron identificadas por Vitek como S.

mutans. De ellas, la mayoría (40.9%) rofueron como s. bovts,seguido de s, uberis

(13.6%), s. intermedius, s. anginosus, s. sanguis l/, s. constellatus (g.0g%), s.

sanguis / y Aerococcus(4,5o/o).

La posibilidad de que estas cepas pertenezcan a dichas especies queda

descartada gracias a los resultados obtenidos en las pruebas convencionales. Así. 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

identificación.

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

mayoría 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 identificación automatizada se

consideró errónea.

En general, la identificación por Vitek no resultó plenamente satisfactoria, ya

que los resultados de las pruebas a las que se someten las cepas no presentan

correlaciÓn con los obtenidos en las realizadas de forma manual. Estas discrepancias,

a nuestro entender, podrían estar motivadas por el tiempo de incubación 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 identificación, pero que en el caso

de los estreptococos orales, y en particular de S. mutans, dadas sus características de

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

Con el fín de poder obtener una clasificación en biotipos de S. mutars, nos

planteamos el empleo de una galería de pruebas enzimáticas (Apl ZyM, bioMérieux),

que nos permitiera, dependiendo de la posesión 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 llegÓ a una clasificación en ocho biotipos. Las enzimas empleadas fueron valina

arilamidasa, fosfatasa ácida y c-galactosidasa. El biotipo aislado con mayorfrecuencia

fue el V (-,+,+¡, en el que se incruyen un 31.5% de ras cepas, seguido der | (+,+,+) con

un 17.5% del total de .S. mutans estudiados. El biotipo que se encontró en menor

proporción fue el lll (+,-,-¡, del que sólo se aislaron 4 cepas, lo que corresponde a un

2.5%.
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La clasificaciÓn en biotipos se planteó, tanto porsu utilidad epidemiológica para

el estudio de transmisibilidad de canes y relación manipulación estomatodontológica-

bacteriemia-endocarditis, como por la posibilidad de que existieran distintos

comportamientos de las cepas, en relación con los fenómenos que se iban a estudiar,

y de que estas diferencias pudieran estar relacionadas con algún patrón común de

comportamiento frente a diversos sustratos enzimáticos, es decir, con similares

expresiones fenotípicas. El estudio estadístico posteriormente realizado confirmó

nuestra hipótesis, encontrándose una asociación entre el biotipo y la susceptibilidad

a antimicrobianos' según la cual las cepas pertenecientes al biotipo lV muestran mayor

sensibilidad a amoxicilina, cefazolina y eritromicina, mientras que las pertenecientes

a los biotipos V y I son más resrstentes a vancomicina y teicopranina, respectivamente.

Los aminoglucÓsidos, en concreto estreptomicina y gentamicina, se emolean

con frecuencia en la endocarditis originada por estreptoco cos viridans, asociados

generalmente a penicilina sobre todos en los casos en que los microorganismos son

moderadamente resistentes a esta última, dado el sinergismo que acontece, tanto ,,in

vitro" como "in vivo" al utilizar esta combinación "t. El empleo de otros aminoglucósi-

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 penicirina ,*.

La aparición de cepas de estreptococos viridansqueposeen resistencia de alto

nivel a los aminoglucósidos es un fenómeno, que aunque no aparece de forma tan
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frecuente como en otras especies, por ejemplo Enterococcus spp.,,r,,u, ,es necesario

estudiar, ya que de él puede depender el fracaso de la terapia antimicrobiana en la

endocarditis.

Los valores de concentración mínima inhibitoria (CMl) que definen el punto de

corte en el que establecer si una cepa presenta o no altos niveles de resistencia

(ANR), varían dependiendo de la bibliografía revisada. Así, mientras que para unos

autores valores de CMI> 500¡rg/ml serían indicativos de resistencia de alto nivel38, para

otros dichos valores deberían ser > 1000¡rg/ml e incluso > 2000pg/ml 117161. Aunque el

establecimiento de una concentración de antibiótico que sirva de frontera para

determinar la existencia o no de ANR es difícil, parece que lo ideal sería considerar

como punto de corte aquella CMI a partir de la cual desaparezca el fenómeno de

sinergismo entre penicilina y aminoglucósidos, derivando por tanto en un fracaso

terapéutico "t.

La apariciÓn de ANR a aminoglucósidos generalmente está mediada por

enzimas que modifican los mismos y cuya síntesis está codificada genéticamente.

Estas enzimas realizan una conjugación del aminoglucósido 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

características, su efecto puede afectar a uno o varios aminoglucósidos'u'''ur.

Aunque este mecanismo de resistencia es el más frecuente, también se ha

descrito un tipo de resistencia ribosomal a la estreptomicina dependiente de una

proteína específica aberrante (s12) de la subunidad ribosomal menor,u.,,*.
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En nuestro estudio, las 160 cepas de S. mutans fueron testadas para

concentraciones de 500, 1000 y 2000 pg/ml de estreptomicina, gentamicina,

tobramicina, kanamicina y amikacina. Nuestro propósito fue evaluar la posible

aparición de resistencia a las diversas concentraciones ensayadas, ver si existían

diferencias entre ellas y valorar la presencia de resistencias cruzadas entre los

diversos am inoglucósidos probados.

Tan solo se obtuvieron cepas con ANR para estreptomicina. A concentraciones

de 500 ¡rg/ml un total de 26 cepas (16.25%) fueron resistentes, descendiendo dicho

número a 16 cepas (10%) para 1000 ¡rglml y B (5%)cuando empleamos 2000 ¡rg/ml.

Estos resultados no difieren significativamente de los obtenidos por otros

autores para estreptococos viridans, y que oscilan entre un 2 y un 7 ,go/o "' 'uu.

El hecho de que ninguna cepa presentara resistencia cruzada con otros

aminoglucÓsidos, apoya la posibilidad de que en nuestro caso el mecanismo de

resistencia pueda ser, bien una adeniltransferasa que inactive únicamente la

estreptomicina, ya descrita para Enterococcus spp.'u' , o una alteración 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

(relación CMB/CMl> 32¡'o't",lo que determina que las bacterias tolerantes mueran

mucho más lentamente que las no tolerantes. Los valores de CMI de dichas bacterias,

a diferencia de lo que ocurre con la aparición de resistencia, no se ven alteraoos en
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este fenómeno 100. 
Este concepto no puede aplicarse para fármacos cuya acción sea

bacteriostática.

Los microorganismos que poseen esta característica presentan una alteración

en la actividad de enzimas autolíticas, en concreto, el fenómeno de tolerancia a p-

lactámicos se relaciona con el déficit de mureín-hidrolasa, enzrma que interviene en

los fenÓmenos de lisis bactenana que acontecen una vez que el p-lactámico se une

a las proteínas fijadoras de penicilina de la pared bacteriana 100,123134,166.

Este fenómeno puede ser estudiado en el laboratono, aunque la estandariza-

ción del método a emprear para eilo es de gran importancia, ya que de e¡a depenoen

la reproductibilidad de los resultados y la posibilidad de estudios comparativos entre

distintos autores t*'on.

Desde el aislamiento de las primeras cepas tolerantes a ta actualidad, caoa vez

son más las especies en la que se ha demostrado la presencia de este fenómeno,

siendo común entre los estreptococos obtenidos de surco gingival y de hemocultivos

post extracción dental 'ut. su aparición en cepas productoras de endocarditis también

se detecta en nuestro país ,oo.

El mayor porcentaje de cepas tolerantes se ha

sobretodo en el tipo | 'uu, S. mitior(actualmente S. mitb) y

una mayor implicación en el desarrollo de endocarditis 't3.

Aunque inicialmente se pensó que la aparición de tolerancia no tenía

repercusión clínica alguna'un, €n la actualidad se cree, dada la asociación existente

entre especies tolerantes y endocarditis, que este fenómeno puede estar implicado en

la evolución del proceso ,,.',*.

encontrado en S. sanguis,

S. mutans,las especies con
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La tolerancia puede asociarse a falfo en la terapia con penicilina en circunstan-

cias como la endocarditis, en la que la actividad bactericida es un requisito para el éxito

del tratamiento'o"'uu. 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,rt,,to.

También existen diversos estudios en los que se pone de manifiesto que ra

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 ,oo,'r,'r..

utilizando un modelo experimental, Pujadas y col. 'oo han confirmado este hecho,

demostrandoque, cuando la bacteriemia post manipulación dental es muy intensa, una

única dosis con amoxicilina no es útil ante microorganismos tolerantes, por lo que en

estos casos es aconsejable emplear otra segunda dosis o realizar la profilaxis con

amoxicilina más estreptomicina por vía parenteral.

Dada la importancia y trascendencia en la profilaxis y tratamiento de la

endocarditis estreptocÓcica que posee el fenómeno de tolerancla a p-lactámicos, nos

planteamos su determinaciÓn en nuestras cepas, para lo cual utilizamos el método de

macrodilución en medio líquido, que parece ser el que ofrece mayor reproductibilidad

de los empleados hasta el momento,on.

Deltotal de cepas estudiadas, tan solo cuatro (2.5%)presentaron una relación

cMB/CMl> 32, es decir, fueron tolerantes a penicilina. De ellas, dos tenían su CMI en

0'03p9/ml, mientras que en las dos restantes estaba en 0.25pg/ml, presentando por

tanto una sensibilidad moderada al antibiótico.
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Estos valores son sensiblemente inferiores a los obtenidos por otros autores.

Al revisar la bibliografía se señalan porcentajes de tolerancia que oscilan desde un

11o/o "' a un 50% '", pasando por valores intermedios como 27o/o'u' .

Entre los factores que pueden explicar estas discrepancias se hallan la ya

refenda dificultad en la reproductibilidad de los datos, sobretodo cuando se emplean

distintos métodos de detección y el hecho de que en la mayoría de los estudios el

mayor porcentaje de cepas estudiadas pertenezca a la especie S. sanguis. Aún en los

casos en que se refleja la tolerancia de S. mutans, no está claro si esa denominación

recoge a la totalidad del grupo o sólo a esta especie 'ut. Por último, existe la posibilidad

de que en nuestra área geográfica el fenómeno estudiado presente una menor

incidencia.

La mayoría de los estreptococos implicados en el desarrollo de endocarditis

subaguda presentan buenos patrones se sensibilidad a los antimicrobianos de uso

común, tanto en profilaxis como en tratamiento de la misma 2e'147 172.Los p-lactámicos

han constituido clásicamente 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 antibióticos 'ut'"'. Junto a estos fármacos, se utilizan otros que,

asociados a ellos o sustituyéndolos, también han demostrado su eficacia.

Entre estos antimicrobianos hay que destacar el uso de agentes bacteriostáti-

cos, como la eritromicina o clindamicina, en la profilaxis de la bacteriemia post

extracción dental 173 r74. Su empleo está basado en experiencias que ponen de

manifiesto que su administración es capaz de prevenir dicha bacteriemia, mediante un
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mecanismo distinto al de la lisis bacteriana, y que podría basarse en una inhibición de

la adherencia de los estreptococos a las válvulas cardíacas 'o''"0.

Las cefalosporinas, en particular la cefazolina, pueden ser una alternativa en

el tratamiento de la endocarditis, al comportarse los estreptococos vindans,en general,

como sensibles a las mismas "5.

La vancomicina y teicoplanina también se emplean en sujetos con alergia a

penicilina, mostrándose útiles tanto en profilaxis como en tratamiento ,'u''".

El imipenem y otros carbapenemas se han demostrado activos, solos o en

combinaciÓn con aminoglucósidos, en el tratamiento de la endocarditis estreptocócica,

por lo que podrían constituir una altemativa en pacientes que presenten alergia a la

penicif ina 11417817e 
,y en el tratamiento hospitalario de la misma.

De todos los estreptococos orales, S. mutansse ha comportado clásicamente

como uno de los más susceptibles a los antimicrobianos, tanto los aislados de placa

dentaf , como de pacientes con endocarditis infecciosa 144J4s.172.

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 CMI inferiores a los puntos de

corte para los antibiÓticos ensayados. Unicamente diez cepas mostraron sensibilidad

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

cepas mostraron sensibilidad intermedia a eritromicina y cuatro a clindamicina (CMl en

1pg/ml).
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Comparando las CMluo de los distintos antimicrobianos ensayados, los que

presentan niveles menores son imipenem, amoxicilina y clindamicina. Los valores más

bajos de cMlno los ofrecen clindamicina, amoxicilina y cefazolina.

Estos resultados son similares a los reflejados porotros autores en relación con

la susceptibilidad de estreptococos orales, confirmando la baja tasa de aparición de

resistencias en estos microorganismos. También coinciden con estudios previamente

realizados en nuestro medio 'n'tot, en el mejor comportamiento de clindamicina con

respecto a eritromicina, y por tanto, apoyan su elección para profilaxis de endocarditis

estreptocócica.

En la patogenia de la endocarditis originada por estreptococos viridans, a

interacción entre estos microorganismos y la válvula cardíaca dañada es un ounro

crucial en el desarrollo del proceso. La capacidad de determinados estreptococos de

este grupo, en concreto s. mutans, s. sanguisy s. mitis, para adherirsea la matrix

extracelular del endotelio cardíaco, explica en parte la alta incidencia de endocarditis

producida por los mismos *nu. Esta capacidad está en relación con la elevada

producción de exopolisacárido (gricocálix) que presentan estas especiesnu.

Los estreptococos que elaboran abundante glicocálix forman mayores

vegetaciones que los no productores 'o'. Este hecho puede ser consecuencia directa

de la existencia de un mayor número de microorganismos adherido a la superficie

valvular, o deberse a un mayor depósito de plaquetas y fibrina ,uo. A nivel de la

vegetación cardíaca hay dos tipos de poblaciones microbianas, una profunda que se

halla en fase de reposo, y otra más superficial en la que los microorganismos están en
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fase de crecimiento. SÓlo esta última es susceptible de ser erradicada durante el

tratamiento con p-lactámicos y aminoglucósidos, por lo que todo factor que contribuya

a un aumento del grosor de la vegetación dificulta la esterilización de la misma 'o'.

A este respecto, se ha demostrado que la formación de vegetaciones cardíacas

de gran tamaño dificulta, no sólo la llegada del antibiótico a las mismas, sino también

la actuación de los mecanismos de defensa del hospedador (complemento,

anticuerpos, células fagocíticas), contribuyendo a la persistencia en el tiempo de la

lesión y a una mayor dificurtad en ra curación der proceso e6'i01,151,181.

La producción "in vitro" de glicocálix refleja de la capacidad de los estreptoco-

cos para generarlo a nivel cardíaco, por lo que su detección presenta un valor potencial

como predictor de la patogenicidad de las cepas en las que la prueba sea positiva nu.

No se han demostrado únicamente variaciones en la cantidad de exopolisacárido

producido por las cepas causantes de endocarditis 'o', sino que hay estudios que

reflejan la existencia de diferencias, tanto cuantitativas como cualitativas, entre el

glicocálix de los estreptococos productores de endocarditis y el de los que no suelen

asociarse con este cuadro'u,.

Todos estas circunstancias nos llevaron a plantearnos la necesidad de conocer

el númerode microorganismoscapaces de producirglicocálix, y portanto cuadros más

rebeldes de endocarditis 'u3, entre las 160 cepas de S. mutans de nuestro estudio, así

como la posible influencia "in vitro" de su producción en los valores de CMI a los

antim icrobia nos ensayados.

Para ello empleamos el test descrito por Molisch para la detección de glicocálix,

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 investigación de la susceptibili-

dad a antimicrobianos. Nuestro propósito era comprobarsi las cepas productoras de

glicocálix eran capaces de poner de manifiesto dicha característica cuando se

inoculaban en el medio de cultivo mencionado, ya que de esa forma podríamos

correlacionar la presencia de exopolisacárido con posibles cambios en los valores de

cMr.

En un 58'75% de las cepas se detectó producción de glicocálix, mientras que

las restantes (a1'25%) dieron un resultado negativo. En todas ellas existió concordan-

cia entre los dos medios de cultivo empleados.

Cuando se aplicó el test de chi2 para ver la posible relación de las CMI a

antimicrobianos y la producción de glicocálix, no encontramos significación estadística

para la mayoría de los antibióticos, salvo para clindamicina y vancomicina, en el

sentido de una mayor susceptibilidad a éstas entre las cepas productora de glicocálix.

Estos datos confirman, salvo para los dos antibióticos mencionados, lo referido por

otros autores en relación a que la susceptibilidad "in vitro" de las cepas que elaboran

exopolisacárido no es distinta de la de aquellas que no lo producen, ya que el fallo en

el tratamiento no se relaciona con cambíos en sus cMl, sino con una menor

accesibilidad del antibiÓtico a nivel del foco cardíaco 'o'. La asociación de la producción

de glicocálix con la mayor susceptibilidad a clindamicina y vancomicina es un

fenómeno de difícil explicación, aunque es posible que pueda deberse al azar.
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1".- El método clásico convencional, con los test de crecimiento en bilis esculina

agar, hidrolisis de la esculina, fermentación de manitol, rafinosa e inulina y resistencia

a 2U de bacitracina, proporciona mejores resultados que el sistema automatizado

Antimicrobic system '' en la identificació n de streptococcus mutans.

2".- Con el sistema AMS o'se 
obtiene un buén porcentaje de identificaciones de

Streptococcus mutans, pero no permite detectar la totalidad de las cepas, ni llegar a

la clasificación de especies del Grupo mutans, no existiendo, porotra parte, correlación

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

3"'- Cepas de Streptococcus mutans identificadas como tales por el método

clásico, lo fueron por el sistema automatizado AMS 'u' como Streptococcus bovis,

Streptococcus uberis, Streptococcus intermedius, Streptococcus anginosus,

s treptococcus sa n gu is I y ll, s treptococcus con s te lla tus y Aerococcus.

4u.- Utilizando la galería de pruebas enzimáticas API ZYMa,, y en función de la

elecciÓn de las enzimas valina arilamidasa, fosfatasa ácida y c galactosidasa, se

propone un esquema de clasificación para Streptococcus mutans en ocho biotipos,

codificados con números romanos. Esta tipificación puede aportar importantes datos

epidemiológicosde transmisibilidad de caries y de la relación manipulación odontoesto-

matológica-bacteriemia-endocarditis. En el estudio efectuado, el biotipo más frecuente

fué el V, habiendo mostrado además, alguno de los biotipos, una relación estadística-

mente significativa con una mayor sensibilidad a los antibióticos.
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5'.- SÓlo algunas cepas de Streptococcus mutans presentan altos niveles de

resistencia a estreptom ici na a con centraciones de 500¡r g/ml, descen diend o su n ú mero

con 1000 y 2000p9/ml. No apareció resistencia cruzada con los restantes aminoqlucó-

sidos ensayados: gentamicina, tobramicina, amikacina y kanamicina.

6".- Por el método de macrodilución en medio líquido se ha detectado un

número 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

carácter geográfico del estudio, y la falta de criterios objetivos a la hora de separar la

especie Streptococcus mutans del Gruoo mutans.

7'.- En el estudio de la susceptibilidad "in vitro" de Streptococcus mulans a los

antibiÓticos amoxicilina, cefazolina, eritromicina, clindamicina, vancomicina y

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 CMlro más bajas para imipenem,

amoxicilina y clindamicina. Los valores inferiores de CMlno los presentaron clindamici-

na, amoxicilina y cefazolina.

B"'- La producción "in vitro" de glicocálixpor Streptococcus mutans, proporcionó

resultados concordantes al realizarse tanto por el test de Molisch, como en caldo

Wilkins-Chalgren, siendo esta última una técnica menos costosa. Por ambas
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metodologías, más de la mitad de las cepas produjeron glicocálix, aunque estas cifras,

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

9'.- Según el análisis estadístico, las cepas con glicocálix no son "in vitro"

menos sensibles a los antibióticos, siendo, al contrario, más susceptibles a vancomici-

na y clindamicina. Aunque estos hechos parecerían indicar que el fracaso terapéutico

en la endocarditis subaguda no está en relación con la producción de homopolisacári-

do, la dificultad en la accesibilidad del antibiótico al foco cardiaco que determina la

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