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Resumen

Introduccién. La microbiota humana como fuente de bacterias y genes de resistencia
constituyen un problema de salud publica. En este estudio se investigd la prevalencia de
bacilos entéricos Gram negativos resistentes a B-lactdmicos y de los Streptococcus del grupo
viridans (EGV) con resistencia a eritromicina en la cavidad oral. Métodos. Se realizé un
estudio descriptivo de corte transversal con 193 aislamientos de la cavidad oral sana de 178
adultos que asistieron a una Clinica Odontoldgica de la ciudad de Cali durante el 2018. La
evaluacién de la sensibilidad antimicrobiana se realizé en 59 bacilos entéricos y 134 EGV
y se identificé por PCR los genes que confieren resistencia a B-lactdmicos y eritromicina.
El andlisis estadistico se realizd mediante el empleo del paquete SPSS vs 23. Resultados.
El 84,7% de los bacilos entéricos fueron multirresistentes y presentaron genes bla, siendo
blaTEM-1 (49,2%) y blaVIM-2 (30,5%,) los mds prevalentes. Los EGV fueron resistentes
a eritromicina (38,8%) y clindamicina (28,4%). El 18,7% presentaron el fenotipo cMLS[3,
4,5% el iMLSPB y el 14,9% fueron M. El gen ermB se detecté en los cMLSB, (13,4%)
y el gen mef en los M (9,7%). Conclusién. En este estudio se demostré la presencia de
EGV y bacilos entéricos resistentes a los antibiéticos y portadores de genes de resistencia a
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eritromicina y genes bla en la cavidad oral sana. La presencia de estas bacterias representa
un riesgo para la salud de los individuos portadores y contribuyen a la creciente epidemia
de resistencia bacteriana.

Palabras claves: Enterobacteriaceae, bacilos entéricos Gram negativos, Streptococcus del
grupo viridans, resistencia, antibidticos, microbiota oral, B-lactdmicos, eritromicina.

Abstract

Introduction. The human microbiota as a source of bacteria and resistance genes is a
public health problem. This study researched the prevalence of Gram-negative enteric
bacilli resistant to B-lactams and erythromycin resistance in the oral cavity. Methods.
A descriptive cross-sectional study was carried out with 193 isolates obtained from the
oral cavity of 178 healthy adults who were treated at a Dental Clinic in the city of Cali
during 2018. The evaluation of antimicrobial sensitivity was performed in 59 enteric bacilli
and 134 EGV and the genes that confer resistance to B-lactam and erythromycin were
identified by PCR. Statistical analysis was performed using the SPSS statistical package vs.
25.0. Results. 84.7% of the enteric bacilli presented the MDR phenotype and all presented
the bla genes, blaTEM-1 (49.2%) and b/aVIM-2 (30.5%) being the most prevalent. EGVs
were resistant to erythromycin (38.8%) and clindamycin (28.4%). 18.7% presented the
cMLSP phenotype, 4.5% the iMLSP and 14.9% were M. The ermB gene was detected more
frequently in the cMLSP, (13.4%) and the mef gene in the M (9.7%). Conclusion. This
study demonstrated the presence of antibiotics and Gram-negative enteric bacilli resistant
to antibiotics and carriers of erythromycin resistance genes and b/a genes, respectively in
the healthy oral cavity. The presence of these bacteria represents a risk to the health of
carrier individuals and contributes to the growing epidemic of bacterial resistance.

Keywords: Enterobacteriaceae, Gram Negative Enteric Bacilli, Viridans Streptococcus
Group, Antibiotic Resistance, Oral Microbiota, B-lactamic, Erythromycin.



Introduccion

La resistencia bacteriana a antibiéticos
constituye un grave problema de salud pu-
blica que cada vez se hace mds complejo
de tratar. La problemdtica se agudiza atn
mds con la aparicién de organismos am-
bientales y de la microbiota humana por-
tadoras de resistencia (1-3). Entre las cepas
de Streptococcus del grupo viridans (EGV)
se ha detectado una prevalencia creciente
de resistencia a macrélidos, B-lactdmicos y
clindamicina (4-6). Otro grupo importan-
te de bacterias que fdcilmente desarrollan
resistencia a los antibidticos lo constituye
el grupo de bacilos Gram negativos de la fa-
milia Enterobacteriaceae. Este grupo tiene
capacidad de colonizar y proliferar en la ca-
vidad bucal haciendo parte de la microflora
transitoria (2, 3, 7-9).

Numerosos estudios senalan que las bac-
terias de la microbiota oral permanente y
transitoria adquieren genes de resistencia
en gran medida debido a la transferencia
intermicrobiana a partir de patégenos a la
flora normal (10-12). La elevada exposicién
de los EGV y de los bacilos Gram negativos
a la penicilina y otros antibiéticos B-lact4-
micos ha producido las condiciones ideales
para la adquisicién de enzimas 3-Lactama-
sas que alteran y confieren la resistencia a
estos antibidticos y son codificadas por los
genes bla (11, 13). La antibioterapia con
antibiéticos de amplio espectro, como la
eritromicina, también ha ejercido una pre-
sién selectiva sobre las bacterias orales. La
resistencia a este antibidtico estd mediada
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por la alteracién del sitio de unién de la
eritromicina al ribosoma por metilacién de
una enzima codificada por el gen emr, que
induce un cambio conformacional que im-
pide la unién a su lugar de accién, tanto de
los macrélidos como de las lincosamidas y
estreptograminas B. Este patrén fenotipico
se denomina resistencia MLSB. La expre-
sién del gen erm puede ser constitutiva o
inducible (14,15). Otros mecanismos de re-
sistencia a la eritormicina lo constituyen la
inactivacién del antibidtico por la adicién
de un grupo fosfato al hidroxilo de posi-
cién 2’ del amino azicar por la accién de las
fosfotranferasas codificadas por los genes
mphA. También se reporta una resistencia
mediada por bombas de eflujo codificadas

por los genes mefA y mefE (16).

El propésito del presente estudio fue in-
vestigar la prevalencia de bacilos entéricos
Gram negativos resistentes a los antibidti-
cos B-lactdmicos y de los EGV con resisten-
cia a eritromicina, y determinar si los genes
que confieren resistencia a estos antibidti-
cos son detectados en la cavidad oral sana
de pacientes que consultaron una clinica
odontolégica de la ciudad de Cali durante
el ano 2018.

Meétodos

Se realizé un estudio descriptivo de corte
transversal, por lo cual se tomaron muestras
de saliva y de placa dental de 178 adultos
(96 mujeres y 82 hombres) con un prome-

dio de edad de 44 +13.56 afnos, que asistie-
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ron la Clinica Odontolégica de la ciudad
de Cali y sometidos a profilaxis oral. Se in-
cluyeron pacientes que no habian recibido
tratamiento con antibiéticos en los ultimos
3 meses y no sufrian de alguna enfermedad
oral. Una muestra de saliva (2 ml) se reco-
lecté en un recipiente estéril y las muestras
de la placa dental se tomaron de frotis con
un hisopo estéril de alginato de calcio. En
el caso de las muestras de placa subgingival
se tomaron de cuatro sitios diferentes con
puntas de papel estériles y se agruparon en
4 ml de solucién de Ringer y se mezclaron
con la muestra de saliva.

Meétodos de Microbiologia Clasica
Aislamiento de bacterias entéricas y de
EGYV e identificacion

Las muestras se resuspendieron en caldo To-
dd-Hewitt (Oxoid) y se sembraron en cada
medio. Para el aislamiento de bacterias en-
téricas las diluciones se sembraron en agar
Mc Conkey (Oxoid, Hampshire, United
Kingdom) por 24 horas a 370C. El estu-
dio microscépico se basé por el método de
Gram para establecer morfologfa y tincién
bacteriana y la posterior identificacién se
realizé con pruebas bioquimicas empleando
el sistema automatizado Vitek GNI+ (bio-
Meriex Vitek Inc., Hazelwood, MO).

Para aislar los EGV se sembraron las mues-
tras en medio selectivo agar mitis salivarius
y agar chocolate base tripticasa-soya y se in-
cubaron en una atmésfera de CO2 durante
2 dias a 37°C. Se seleccionaron las bacterias

por su morfologia celular con coloracién
de Gram vy la identificacién bioquimica se
realizé por el sistema Api 20 Strep (Bio-
merieux). La confirmacién de las cepas del
grupo viridans se realizé por el método de
dilucién en caldo por Microscan System
(Becton Dickison), la cual emplea un panel
de 27 pozos para la identificacién bioquimi-
ca con pruebas como pruebas cristal violeta,
nitritos, Novobiacina, PGR, B-D Glucoro-
nidasa, Indol Fosfatasa, Voges Proskawer,
Optoquina, Fosfatasa, Bilis Esculina, Pirri-
dolina, Arginina, Galactosidasa, Urea, Ma-
nitol, Lactosa, Trehalosa, Mannosa, Cloru-
ro De Sodio, Sorbitol, Arabinosa, Ribosa,

Inulina, Raffinosa, Bacitracina y Piruvato.

Estudio de sensibilidad a los antibioti-
cos y deteccion fenotipica de la produc-
cion de (-lactamasas

La evaluacién de la sensibilidad antimicro-
biana de las bacterias entéricas se realizd
mediante el método de difusién del disco
sobre placas con agar Miiller Hinton (Oxoid
Ltd., Hampshire, United Kingdom) utili-
zando un estdndar de 0.5 Mcfarland. Los
sensidiscos correspondieron a los siguien-
tes antibidticos: cefotaxima (CTX 30 ng),
ceftazidime (CAZ 30 pg), cefepime (FEP
30 pg), cefoxitina (FOX 75 pg), ceftriaxo-
na (CRO 30 pg), piperacillina-tazobactam
(TZP 10 pg/30 pg), aztreonam (ATM 30
pg), imipenem (IMP 10 pg), meropenem
(MEM 10 pg), gentamicina (GEN10 pg),
trimetoprim/sulfametoxazol (SXT 25 png),
levofloxacina (LEV 5 pg) (Oxoid Ltd.,



Hampshire, United Kingdom) de acuerdo
con los lineamientos establecidos por el

Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (17).

La susceptibilidad intermedia a cada an-
tibidtico se consideré6 como resistencia.
El control de calidad se realizé utilizando
cepas estdandar de Escherichia coli (ATCC
25922) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853).

Los aislamientos que fueron resistentes a
aztreonam, cefotaxime, ceftazidime & cef-
triaxona fueron sometidos a la confirma-
cién de presencia de B-lactamasa de espec-
tro extendido (BLEE) mediante la prueba
de sinergia de doble disco. En esta prueba,
se colocé un disco de amoxicilina/dcido
clavuldnico (20ug/10ug) en el centro de la
placa y a 20mm (centro a centro) lejos de
un disco de aztreonam (30pug) y de un disco
de ceftazidima (30pg). La placa se incubé a
35 °C durante 24 horas. La prueba se con-
sideré positiva cuando hubo un aumento
o distorsiéon de la zona de inhibicién entre
cualquier marcador antimicrobiano y el dis-
co de amoxicilina/4cido clavuldnico.

Los aislamientos que fueron sensibles a la
cefoxitina en el antibiograma se sometie-
ron a la prueba confirmatoria de B-lacta-
masa cromosémica inducible, AmpC, en el
que se colocé un disco de cefoxitina (30pg)
en el centro de la placa, a 20mm (centro a
centro) de un disco de ceftriaxona (30pg) y
de un disco de ceftazidima (30pg). La pla-
ca se incubé a 35 °C durante 18-24 h. La
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cefoxitina funciona como un inductor de la
enzima AmpC y la lectura se consideré po-
sitiva cuando se observé achatamiento del
halo alrededor de la ceftriaxona y/o el disco
de ceftazidima.

Andalisis fenotipico de la resistencia a
los antibioticos de los EGV

Para los EGV se evaludé la concentracién
inhibitoria minima (CIM) de penicili-
na (PEN), ceftriaxona (CRO), cefotaxime
(CTX), cefepime (FEP), imipenem (IPM),
tetraciclina (TET), levofloxacina (LEV),
vancomicina (VAN), eritromicina (ERY),
clindamicina (CLI), linezolid (LZD) y gen-
tamicina (GEN) (Oxoid Ltd., Hampshire,
United Kingdom) por dilucién seriada en
agar Mueller-Hinton suplementada con un
5% de sangre de carnero segin los pardme-

tros de CLSI (18).

El fenotipo de resistencia a macrélidos se
determiné mediante discos comerciales de
eritromicina (15pg) y clindamicina (2pg)
(Oxoid Ltd., Hampshire, United Kingdom)
colocados a una distancia de 12mm sobre
placas de agar Mueller-Hinton (Oxoid Ltd.,
Hampshire, United Kingdom) suplementa-
da con un 5% de sangre de carnero e in-
cubados en una atmésfera de CO2 a 370C
durante 2 dias.

La resistencia en ambos discos se conside-
ré una resistencia constitutiva (cMLS[),
mientras que el achatamiento de la zona

de inhibicién del disco de clindamicina en

31



32

NOVA. 2020; 18 (34): 27-45

la zona préxima al disco de eritromicina
indicé resistencia inducible (iMLSB). La
sensibilidad detectada a clindamicina sin
achatamiento en la zona de inhibicién se
consider$ un fenotipo M. El fenotipo L se
definié cuando se observé resistencia en el
disco de clindamicina y sensibilidad a eri-
tromicina.

Aislamiento de DNA de las cepas refe-
rencia y de los aislados bacterianos

El DNA de las bacterias entéricas y los EGV
se obtuvo empleando el kit “Easy-DNATM”
(Invitrogen, life technologies). La calidad y
concentracién del ADN se determiné por

espectrofotometria usando el equipo nano-
drop (Thermo 2000 °).

Amplificacion por PCR de los determi-
nantes genéticos que confieren resisten-
cia a los antibioticos

Para la identificacién de genes bla se am-
plific6 5 a 10ng de ADN genémico con
2,5 pmol de cada cebador para amplificar
los genes b6/aIMP-1(18), blaVIM-2(19),
blaTEM-1  (20), b6laCTXM-9  (21),
blaOXA-10 (22) y blaampC (23) y se mez-
clé con 0,2mM dNTPs (BioLine®), 1,5mM
de MgCl2 y 0,6 U de 7aq polimerasa (Invi-
trogen®) en un volumen final de 25pl. Las
condiciones de amplificacién fueron: dena-
turacién a 940C por 4 minutos, seguidos
por 30 ciclos a 940C por 45 segundos, una
temperatura de alineamiento a 67°C por 45

segundos, extensiéon a 720C por 1 minuto
y una extensién final a 72°C por 10 minu-
tos. La temperatura de alineamiento para
los genes 6laCTX-M-9 y blaOXA-10 fue de
600C.

La amplificacién por PCR de los determi-
nantes de resistencia a eritromicina se rea-
liz6 empleando los conjuntos de cebadores
ermA, ermB, mef'y mphA de acuerdo con
el protocolo establecido por Sutcliffe et al
(14). La secuencia de los cebadores se en-
cuentra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Secuencia nucleotidicas de los cebadores empleados en este estudio

Cebador

Referencia

Secuencia del oligonicleétido (5" 3)

tamafio (pb)

F-5’ATGAGTATTCAACAT TTC CG3’

e R-5'CTG ACA GTT ACC AAT GCT TA3’ 956 21
e R TCAMCITCATGTTATGECGS s 20
e R 5 GOTGCAMCGACTTGTTAGS 7 1
e RS ATGATTCICGECGCTGAMGCC S 550 N
blaOXA-10 F5'-TGAGCACCATAAGGCAACCA-3’ » -

‘R5’-TTGGGCTAAATGGAAGCGTTT-3"

Bl F- GGTATGGCTGTGGGTGTTA-3 - o
aamp R-5' TCCGAAACGGTTAGTTGAG 3’

F5” AACACCCTGAACCCAAGGGACG- 3’

ermA R5" CTTCACATCCGGATTCGCTCGA 3’ 420 16
5 F5' -AGAAATGGAGGTTCATACTTACCA-3’ 546 6
erm R5’ CATATAATCATCACCAATGGCA-3’
F5’ -AACTGTACGCACTTGC-3’
mphA R5’ GGTACTCTTCGTTACC-3’ 837 16
ef mefA 5 - AGTATCATTAATCACTAGTGC--3 248 6

mefE 5" TTCTTCTGGTACTAAAAGTGG-3’

Fuente: Autores.

Se realizé una electroforesis en geles de aga-
rosa al 1,2% para distinguir los productos
de la PCR. El tamafio de cada producto de
PCR se estimé utilizando marcadores de
peso molecular estdndar (escala de ADN de
1kb de Gibco BRL, Gaithersburg, Md.) y se
revel6 empelando SYBR Green (Bio-Rad)
bajo luz UV en el transiluminador.

Analisis estadisticos de los resultados

La frecuencia de aislamientos con resisten-
cia a los antibidticos se calculé como la pre-
valencia de pacientes con aislamientos re-
sistente a los antibiéticos. La diferencia en

la frecuencia de las variables y su asociacién

fueron determinadas por andlisis de X2, un
valor de p < 0,05 se considerd estadistica-
mente significativo. Para realizar este and-

lisis se empled el paquete estadistico SPSS
Vs.23 (Inc, Chicago, IL).

Consideraciones éticas

Este estudio fue respaldado por el Comi-
té de la Clinica Odontoldgica (Ley Num.
05-013). Todos los pacientes estaban sufi-
cientemente informados sobre los objetivos
y procedimientos. Se obtuvieron muestras y
datos después de firmar el consentimiento
informado por escrito. El estudio cumplié
con las disposiciones de la Declaracién de
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Helsinki y las normas cientificas técnicas y
administrativas para la investigacién en sa-
lud mencionadas en la “Resolucién 8430 de
1993” del Ministerio de Salud de Colom-
bia.

Resultados

Un total de 193 aislamientos fueron obte-
nidos, 59 aislamientos correspondieron a
bacilos entéricos y 134 fueron EGV.

Entre los bacilos entéricos se encontré que
el mayor nimero de aislamientos corres-
pondié a E. coli con el 32,2% (19/59),
seguido por Klebsiella oxytoca con el 22%
(13/59) y K. pneumoniae con el 15,3%
(9/59). También se aislé Enterobacter clao-
cae, Citrobacter freundii, E. aerogenes 'y
Proteus mirabilis en menor proporcién (ver

Tabla 2).

Andalisis de los perfiles de sensibilidad
en los aislamientos de bacilos entéricos

Mids del 47% de los aislamientos de los ba-
cilos entéricos presentaron resistencia a los
antibidticos evaluados. Cifras cercanas al
90% o mds altas se encontraron de aisla-
mientos resistentes a cefalosporinas de terce-
ra generacién como cefoperazona (98,3%),
cefoxitin (91,5%) y cefotaxima (89,9%) y
a aztreonam (88%). Los aislamientos resis-
tentes a carbapenemes y a cefalosporinas de
cuarta generacién estuvieron por encima
del 45% (ver Tabla 2). E. coli presenté el

mayor nimero de aisalmientos con resisten-

cia especialmente a cefepime (46,4%), cef-
triaxona (38,8%) y carbapenemes (37,1%).
Los aislamientos de K. oxytoca y K. pneu-
moniae mostraron también resistencia a los
antibiéticos B-lactdmicos, especialmente a
las cefalosporina y carbapenemes como se
observa en la Tabla 2.
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Tabla 2. Perfil de sensibilidad a los antibiéticos en los aislamientos de bacilos entéricos de cavidad oral. n=59.

Antibiograma

Aelbrnitig caz | crx | Fox ATM SXT
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Escherichia coli 17 19 19 19 19 13 19 10 13 10 15 9
n=19 (34) (352) [ (358) | (32,8) | (38,8) [ (46/4) | (36,5) (37) (37,1) | (26,3) | (39,5 (31)
Klebsiella oxytica 13 13 12 13 12 6 10 10 5 6 6 7
n=13 (26) (24,1) (22,6) (22,4) (24,5) (21,4) (19,2) (37) (14,3) (15,8) (15,8) (24,1)
Klebsiella 7 7 9 9 8 8 8 5 8 9 8 8
pneumoniae n=9 (14) (13) (17) (15,5) (16,3) (28,6) (15,4) (18,5) (22,9) (23,7) (21,1) (27,6)
Enterobacter claocae 4 4 3 5 3 ) 5 ) 4 5 3 1
n=5 8) (7,4) (5,7) (8,6) (6,1) 9,6) (11,4) (13,2) (7,9) (3,4)
Citrobacter 3 3 1 3 1 ) 2 2 ) 3 2 )
freundii n=3 (5,6) (1,9) (5,2) () (3,8) (7,4) (7,9) (5,3)
Enterobacter 1 2 2 2 2 1 2 i i 2 1 i
aerogenes n=2 0,2) (3,7) (3,8) (3,4) (4,1) (3,6) (3,8) (5,3) (2,6)
Proteus mirabilis 1 1 2 2 2 ) 2 ) ) ) 1 1
n=2 (0,2) (1,9) (3,8 (3,4) (4,1) (3,8) (2,6) (3,4)
Otras entreobacterias 4 5 5 4 2 i 4 ) 5 3 2 3
n=6 8) 9,3) 9,4) (6,7) (4,1) (7,7) (14,3) (7,9) (5,3) (10,3)
TOTAL 50 54 53 58 49 28 52 27 35 38 38 29
(847) | OL5) | (89,8) | (98,3) | (83,1) | (47,5) | (88,1) | (45,8) | (59,3) | (644) | (644) | (49,2)
TZP: piperacilina-tazobactam; CAZ: ceftazidime; CTX: cefotaxima; FOX: cefoxitin; CRO: ceftriaxona; FEP: cefepime; ATM: aztreonam; MEM:
meropenem; IMP: imipinem, LVX: levofloxacina: SXT: trimetoprim-sulfametoxazol; GEN:gentamicina

Fuente: Autores.

La Tabla 3 muestra los resultados del ani-
lisis de la prueba de sensibilidad a los an-
tibi6ticos. Se determinaron 6 perfiles de
sensibilidad (antibiotipos) entre los bacilos
entéricos.

De acuerdo con la definicién propuesta
por Magiorakos et al (24), la resistencia a
tres o mds clases de antibidticos se definié
como multirresistente (MDR). La mayoria
de los bacilos entéricos presentan perfiles de
MDR a los antibidticos; asi, el 64,4% de los
aislamientos se ubicaron en el antibiotipo
5, con aislamientos MDR resistentesa 6 o 7
antibidticos. En este grupo se identificaron
15 aislamientos de E. coli y 9 aislamientos

de K. oxytoca. Sin embargo, el antibiotipo
6 agrupé los bacilos con resistencia a todos
los antibiéticos evaluados (20,3%). En este
caso, seis aislamientos correspondieron a E.
coli, cuatro a K. oxytoca'y dos a K. pneuma-
niae.

Los antibiotipos 3 y 4 con perfiles de re-
sistencia a 4 y 5 antibidticos, respectiva-
mente se determinaron en el 5,1% de los
aislamientos. Los aislamientos con los anti-
biotipos 1 y 2 fueron lo menos prevalentes.

En este estudio se detectaron fenotipica-
mente 39 aislamientos portadores de B-lac-
tamasas. Esta deteccidn tuvo en cuenta tres
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tipos de estas enzimas: [-lactamasas de es-
pectro extendido (BLEE), B-lactamasas del
tipo AmpC y carbapenemasas.

Los aislamientos que presentaron el fenoti-
po compatible con BLEE correspondieron
al 20,5% (8/39) y el fenotipo especifico
BLEE tipo CTX (detectado en seis aisla-
mientos con resistencia a cefotaxima) co-
rrespondié al 15,4%.

La B-lactamasa tipo AmpC se encontrd en
el 12,8% (5/39) de los aislamientos, dos de
ellos en K. Oxytoca, otros dos en K. pneu-
moniae 'y uno de E. aerogenes. Sin embargo,
el 66,7%, de los aislamientos presentaron
el fenotipo carbapenemasas, representados
principalmente por E. coli (17/39) y K.
pneumoniae (7/39) (ver Tabla 4).

Tabla 3. Perfil de sensibilidad a los antibiéticos en los aislamientos de bacilos entéricos de cavidad oral. n=59.

Aislamientos Tipo de gen bla
8

Perfil de sensibilidad

n Perfil de resistencia

TZP, CTX, CRO,
2 FEDP, ATM, MEM,
! (3,4) i i ) i ) i CAZ, FOX IMP, LVX, SXT,
GEN
1 TZP, CTX, FEPR,
2 (0.7) - - - - - - CAZ, FOX, CRO | ATM, MEM, IMP,
’ LVX, SXT, GEN
3 3 TZP, ATM, FOX, CTX, FEB ATM,
3 5.1) - - - - - 5.1) CRO MEM, IMP, LVX,
? ’ ’ SXT, GEN
4 3 i 1 ) i 1 2 TZP, CAZ, CTX, CRO, FEP, MEM,
(5.1) (1,7) (1,7) (3,4) | FOX, SXT/ATM | IMP LVX, GEN -
TZP, CAZ, CTX,
5 38 4 19 1 11 5 FOX, ATM,CRO/ I\C/[;EI\I\/I[’/ ?ﬁg/f\l;;/
(64,4) (6,8) (32,2)* (1,7) (18,6)* (8,5) FEP, MEM/ IMP, SXT)
LVX/ SXT
TZP, CAZ, CTX,
6 12 i 9 3 7 . FOX, CRO, FEP, _
(20,3) (15,3)* (5,1) (11,9)* ATM: MEM, IMP,
LVX, SXT, GEN
TZP: piperacilina-tazobactam; CAZ: ceftazidima; CTX: cefotaxima; FOX: cefoxitine; CRO: ceftriaxona; FEP: cefepime; ATM: aztreonam;
MEM: meropenem; IMP: imipinem, LVX: levofloxacina: SXT: trimetoprim-sulfametoxazol; GEN: gentamicina

Fuente: Autores.

Deteccion de los genes bla

La distribucién de los genes bla entre los
antibiotipos y los fenotipos detectados en
los aislamientos de los bacilos entéricos
se encuentra en la Tabla 3 y 4, respectiva-

mente.

El mayor nimero de aislamientos presen-
taron el 6laTEM-1 (49,2%). Este gen co-
difica para una B-lactamasa de amplio ex-

pectro (BLEA).

Es importante destacar que en el 30,5%
de los aislamientos se detect6 el gen bla-



VIM-2, el cual codifica por una Meta-
lo-B-lactamasa y confiere resistencia a
carbapenemes. En concordancia con este
resultado, se observd que la presencia de
este gen fue significativa entre aquellos ais-
lamientos que presentaron el fenotipo car-
bapenemasa (p<0,05).

En este estudio también fue significativa
la presencia de 6/aCTX-M-9 en los aisla-
mientos con el fenotipo BLEE (ver Tabla

4).

Los genes bla se detectaron sélo en aque-
llos aislamientos con un fenotipo MDR.
Los bacilos entéricos con el antibiotipo 5
presentaron todos los genes bla, excepto el
blaampC, siendo el gen blaTEM-1 con el
32,2%, el mds abundante, seguido del gen
blaVIM-2 (18,6%). Los bacilos entéricos
con el antibiotipo 6 presentaron también
abundancia de genes b/a. El gen blaampC
fue determinado sélo en los bacilos con los

antibiotipo 3 y 4 (ver Tabla 3).
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Al establecer la concordancia de los genes
bla con el fenotipo determinado en la Ta-
bla 4, encontramos que el 10,2% de los
bacilos entéricos con el fenotipo BLEE
presentaron el gen 6/aCTX-M-9 y el 6,8%
blaTEM-1.

Todas las cepas con el fenotipo AmpC pre-
sentaron los genes 6/aTEM-1 y blaampC.
En el caso de los bacilos entéricos con
carbapenemasas, se encontré que la resis-
tencia a estos antibidticos se debié princi-
palmente por la presencia de genes que co-
difican para las metalo enzimas 6/aVIM-2
(30,5%) y blaIMP-1 (6,8%), siendo sig-
nificativa la presencia de cepas con el gen
blaVIM-2 (p<0,05). En el 6,8% de estas
cepas se determind que la resistencia a los
carbapenemes estaria mediada por el gen
blaOXA-10. Algunas cepas presento mds
de un gen bla.

Tabla 4. Distribucién de los aislamientos de bacilos entéricos Gram negativos con
el fenotipo B-lactamasas (n=39) y de los genes bla.

Fenotipo Tipo de gen bla

Tipo de blaTEM-1 blaCTX-M-9 blaOXA-10 blaVIM-2 bla IMP-1 blaampC
B-lactamasas " " " i 7 7
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
4 6
BLEE n=8 ©5) (102" ; . )
Carbapenemasas 20 4 18 4 )
n=26 (33,9)* (6,8) (30,5)* (6,8)
5 5
ampC n=5 8.5) - - 85)
29 6 18 4 5
Total (49,2) (102) ’ (30,5) ©8) ®,5)
*p<0,05

Fuente: Autores.
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Andlisis fenotipico y molecular de los
aislamientos de los EGV

Entre los aislamientos de los EGV, el S. sa-
livarius fue el mds comun, seguido de S.an-
ginosus, S. mitis, S. sanguinis, S. bovis, y S.
mutans.

El 74,6% (100/134) fueron resistentes a
penicilina, 14,2% (19/134) a ceftriaxo-
na, 4,5% (6/134) a gentamicina, 11,2%

(15/134) a tetraciclina, 38,8% (52/134) a
eritromicina y el 28,4% (38/134) a clinda-
micina. El resto de los antibidticos evalua-

dos presentaron 100% de actividad contra

los aislamientos de EGV (ver Tabla 5).

S. salivarius presenté el mayor nimero de
aislamientos con resistencia a penicilina
(53%) y S. anginosus a eritromicina y clin-
damicina (53,8% y 52,6%, respectivamen-
te).

Tabla 5. Perfil de sensibilidad a los antibidticos en los aislamientos de los Streptococcus del grupo viridans. n=134.

0 PEN CTX TET ERY CLI GEN
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n(%)
S. salivarius 53 6 5 12 11 1
n=62 (53) (31,6) (33,3) (23,1) (28,9) (16,7)
S. anginosus 22 3 2 28 20 3
n=34 (22) (15,8) (13,3) (53,8) (52,6) (50)
S. mitis 14 7 5 6 6 2
n=20 (14) (36,8) (33,3) (11,5) (15,8) (33,3)
S. sanguinis 7 2 2 5 )
n=12 7) (10,5) (13,3) 9,6)
S. bovis 3 1 1 ) )
n=5 (3) (5,3) (1,9)
S. mutans 1 1 )
n=1 (1) 6,7)
100 19 15 52 38 6
TOTAL (74,6) (14,2) (11,2) (38,8) (28,4) 45)
PEN: penicilina; CTX: cefotaxima; TET: tetraciclina; ERY: eritromicina; CLI: clindamicina;GEN: gentamicina

Fuente: Autores.

Los resultados de la evaluacién fenotipica
de la resistencia a eritromicina y clinda-
micina fueron los siguientes: 18,7% de los
aislamientos (25/134) presentaron un fe-
notipo cMLSP de resistencia constitutivo,
el 4.5% (6/134) un fenotipo iMLSP indu-
cible, el 14,9% (20/134) un fenotipo M.

Aislamientos de EGV con el fenotipo L no
fueron detectados.

En los aislamientos cMLSPB, el gen ermB se
determind con mayor frecuencia (18/25),
tres de estos aislamientos presentaron tam-
bién el gen ermA y otros tres aislamientos
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el genes mef. Sin embargo, seis aislamientos  con el fenotipo M, sélo se logré determi-

nar el gen mefen el 9,7% (13/134) de ellos

como se muestra en la tabla 6.

cMLSP presentaron Gnicamente el gen mph
y un aislamiento el gen mef.

Entre los aislamientos iMLS[ se determiné

los genes mph y mef. Entre los aislamientos

Tabla 6. Distribucién de los genes de resistencia a eritromicina entre los diferentes fenotipos de EGV.

. ermA ermB mph mef

n (%) n (%) n (%) n (%)

cMLSB | n=25 3(2,2) 18 (13,4) 6 (4,5) 4(3.0)

iMLSB | n=6 - - 4(7.,5) 2 (4.5)

M n=20 - - - 13(9,7)
MLS: resistencia a macrélidos, lincosamidas y estreptograminas B

Fuente: Autores.

Discusion

Los bacilos entéricos Gram negativos pue-
den habitar la cavidad oral bajo condiciones
fisiolégicas especiales. En este estudio, los
aislamientos entéricos obtenidos de la sa-
liva y placa dental de sujetos sanos fueron
del 33,1%. Este valor fue superior al 23,3%
y 18,7% encontrado en un estudio similar
realizado con estudiantes (8) y trabajadores
de un hospital en Sao Paulo-Brasil (9), res-
pectivamente.

Bryskier et al, sugieren que la prevalencia
de los bacilos entéricos en la boca variaba
de acuerdo a las caracteristicas de los indi-
viduos: en pacientes con dentadura postiza
tienen una prevalencia hasta del 48%, en

pacientes con hiatosis del 27,1%, en los
pacientes de ortodoncia del 13% y en pa-
cientes con una cavidad oral sana del 16,4%
(10). Segun este resultado, nuestros hallaz-
gos s6lo fueron menores que en el caso de
los sujetos con dentadura postiza.

Ferreira et al, establecen que la colonizacién
de este nicho por los bacilos entéricos co-
mienza tempranamente. Los recién nacidos
presentan un 8% de colonizacién por estas
bacterias, siendo Enterobacter spp. la mis
prevalente y en algunas cepas ya se detec-
ta resistencia, especialmente a ampicilina,
gentamicina y cefalotina (25).

En este estudio se evidencié diversidad de
especies de Enterobacteriaceae en la cavi-
dad oral de personas sin enfermedad dental
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con resistencia a los antibiéticos B-lactd-
micos por encima del 80% de prevalencia,
especialmente a las cefalosporinas de ter-
cera generacién, aztreonam y piperacilina/
tazobactam, siendo potenciales fuentes de
infecciones oportunistas como lo han sena-
lado algunos investigadores (7, 26, 27).

El estudio desarrollado en jévenes estu-
diantes en Brasil encontré que el 57,8% vy
45,3% de los bacilos entéricos mostraron
resistencia a la amoxicilina/4cido clavuldni-
co y cefoxitina, respectivamente; y fueron
100% sensibles a cefepime, ciprofloxaci-
na, gentamicina, imipenem, meropenem y
levofloxacina (8). En forma similar, Gaet-
ti-Jardim et al reportan niveles significati-
vos de resistencia para todos los B-lactdmi-
Ccos, excepto para imepenem y meropenem,
que respectivamente presentaron 2,3% y
1,6% de resistencia (28).

Los resultados presentados en la Tabla 2
muestran que los carbapenemes y cefepime
fueron los dnicos B-lactdmicos que tuvie-
ron una actividad antimicrobiana en menos
del 55% de los aislamientos. La resistencia
al imepenem fue levemente mds alta a la ob-
servada al meropenem.

Los antibidéticos B-lactimicos constituyen
los agentes antimicrobianos mds tradicio-
nales empleados en el tratamiento de in-
fecciones de todo tipo en Colombia, esto
explicaria la alta frecuencia de enterobac-
terias resistentes halladas en este estudio.
El aumento de la resistencia a estos anti-
bidticos se debe a la produccién de enzi-

mas [-lactamasas principalmente. En este
estudio encontramos que el 66,1% de los
bacilos entéricos presentaron el fenotipo
B-lactamasas, detectindose, tres tipos de
ellas: BLEE, AmpC y carbapenemasas.

Los aislamientos productores de BLEEs de-
tectados en la cavidad oral sana representa-
ron el 13,6%. La presencia de estas cepas
es un problema importante en infecciones
adquiridas en pacientes hospitalizados y en
la comunidad porque producen desde una
infeccién urinaria no complicada adquiri-
da en la comunidad hasta sepsis nosocomial

potencialmente mortal.

Los aislamientos con el fenotipo AmpC re-
presentaron el 8,5% y fueron resistentes a
la cefoxitina, lo que indica que son organis-
mos mutantes y producen constantemente
esta enzima independientemente de la ex-
posicién a un antibiotico inductor. Las in-
fecciones debidas a este tipo de cepas, son
dificiles de tratar debido al perfil MDR que
presentan frente a los antibiéticos B-lactd-
micos comunmente empleados (29).

Es importante destacar que el mds alto na-
mero de aislados fueron resistentes a los car-
bapenemes (44,1%). Este tipo de antibié-
tico se emplea como tultima eleccién para
el tratamiento de infecciones complicadas
en las cuales los otros antibiéticos B-lac-
tdmicos no han sido efectivos. Los genes
encontrados entre los aislados resistentes a
los carbapenemes fueron aquellos que codi-

fican para B-lactamasas de la clase B, tipo
IMP y VIM.



Otro hallazgo importante fue la alta preva-
lencia del fenotipo MDR (84,7%) entre los
aislamientos agrupados con los antibiotipos
5 y 6. Ademds, estos aislamientos fueron
portadores de genes bla, con predominio
significativo de los genes blaTEM-1, y bla-
VIM-2.

Los reportes sefialan que en la cavidad oral
y en el intestino del humano predominan
principalmente B-lactamasas de la clase A,
clase C y clase D; mientras que las B-lacta-
masas de la clase B son mds representativas
de la microbiota del suelo (1, 3). Sin em-
bargo, en este estudio encontramos un alto
predominio de genes bla que codifica para
B-lactamasas clase B.

Estos resultados evidencian que la cavidad
oral sana es un reservorio de cepas bacteria-
nas capaces de producir diferentes tipos de
B-lactamasas y potenciales fuentes de genes
bla que pueden propagarse a otras poblacio-
nes como lo han establecido ya otros auto-

res (11, 12, 14, 15).

En el caso de los aislamientos de EGV recu-
perados en el periodo de estudio, estos pre-
sentaron resistencia a algunos antibidticos
B-lactdmicos como la penicilina y ceftriaxo-
na. También fue importante el nimero de
aislamientos con resistencia a la eritromici-
na (38,8%) y clindamicina (28,4%). Estos
resultados son concordantes con los repor-
tados por otros estudios, con resistencias
que van desde un 35%-70% para macréli-
dos y del 10-15% para penicilinas (natura-
les o sintéticas) y clindamicina (4-6).

Gonzélez et al. Resistencia a antibidticos B-lactamicos y
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La alta resistencia a los macrélidos entre los
aislamientos de EGV se asocia frecuente-
mente a una alta resistencia a las tetracicli-
nas, la clindamicina y los azdlidos (5, 6).

En este estudio encontramos una correla-
cién entre el fenotipo de resistencia a la
eritromicina y el genotipo. Todos los ais-
lamientos con el fenotipo cMLSPB presen-
taron los genes erm, principalmente el gen
ermB lo que evidencia que la resistencia a
eritromicina es mediada principalmente
por metilacién. En los Streprococcus spp. di-
versos investigadores han encontrado una
relacién importante entre la presencia del
gen ermB y la expresién del fenotipo MLSB
constitutivo (16, 30, 31).

En relacién al gen ermA es frecuente entre
los aislamientos de Staphylococcus aureus
resistente a eritromicina, con prevalencia
mayor al 80% (32). esto indicarfa, quizds,
que el gen ermA detectado en algunos ais-
lamientos de EGV podrian ser fuente de S.
aureus presentes en la cavidad oral de estas

personas.

Es de destacar que entre los aislamientos
iMLSB, cMLSP y principalmente en los M,
la resistencia a eritromicina se debié tam-
bién a bombas de eflujo codificadas por el

gen mef.

Los reportes indican el aumento en la ex-
presién de la bomba de flujo codificada por
este gen confiriendo resistencia a la acrifla-
vina, aminoglucésidos, glicilciclina, macré-

lidos y B-lactdmicos (33, 34).
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El tratamiento de la infeccién odontogé-
nica genera una alta prescripcién de anti-
bidticos en la comunidad, aumentando la
posibilidad de tener microrganismos resis-
tentes. Sin embargo, algunos investigadores
sugieren que la alta diversidad de organis-
mos resistentes y la abundancia de genes de
resistencia en la cavidad oral estaria siendo
influenciada principalmente por factores
ambientales generados durante los cambios
estacionales y el tipo de alimentacién como
se ha demostrado en individuos japoneses
(35), de paises del suroeste de Europa como
Espana, Francia e Italia (36) y Latinoamé-
rica (37-38).

Conclusion

En este estudio se demostré la presencia de
EVG vy bacilos entéricos Gram negativos
resistentes a los antibidticos y portadores
de genes resistentes a eritromicina y genes
bla, respectivamente. La presencia de estas
bacterias en la cavidad oral sana representa
un riesgo no solo para la salud de los in-
dividuos portadores, sino que contribuye a
la creciente epidemia de resistencia bacte-
riana por varias implicaciones: 1) pueden
considerarse como reserva genética a partir
de la cual se puede transferir factores de re-
sistencia a otras bacterias mds patégenas; 2)
tienen la potencialidad de producir enfer-
medades sistémicas dificil de tratar por el
carcter de multirresistencia que presentan;
y 3) tienen la potencialidad de desarrollar
infecciones nosocomiales, si estos pacientes
requieren en algiin momento ser hospitali-

zados.
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