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RESUMEN

El objetivo del estudio fue la determinacién de la susceptibilidad antimicrobiana en aislados de
Enterococcus faecalis a amoxicilina, cefotaxime, ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina,
metronidazol y vancomicina en muestras obtenidas del canal endodontico de pacientes de la
Facultad de Odontologia Universidad Nacional de Colombia, donde se realizaron pruebas
microbiologicas en 40 aislados tomados de conductos radiculares para determinar la presencia de
E. faecalis y posteriormente se realizaron antibiogramas para observar la susceptibilidad del
microorganismo. Como resultado se obtuvieron que todos los aislamientos fueron sensibles a

amoxicilina; 70% de los aislamientos mostraron susceptibilidad intermedia, un 17.5% sensibilidad



y un 5% resistencia a ciprofloxacina; 75% de los aislmientos presentaron sensibilidad y un 25%
mostraron sensibilidad intermedia a vancomicina. Todos los aislamientos fueron resistentes para
cefotaxime, clindamicina, eritromicina y metronidazol. Basados en los resultados de este estudio,
amoxicilina es antibidtico de primera eleccion para el tratamiento de las infecciones endodonticas
causadas por E. faecalis y para poder enviar este tratamiento es importante la realizacion de

pruebas microbioldgicas debido a la creciente resistencia a los diferentes antimicrobianos

Palabras claves: Enterococcus faecalis, endodoncia, susceptibilidad antimicrobiana, prueba

antimicrobiana de difusién con disco.

INTRODUCCION

La enfermedad endodontica es una infeccion polimicrobiana, los estudios han demostrado que el
Enterococcus faecalis (E. faecalis) se encuentra en infeccion endodéntica primaria y con mas
frecuencia en pacientes con retratamiento del conducto radicular. E. faecalis posee un alto grado
de resistencia antimicrobiana, como resultado de esto se observa una disminucién de la eficacia en
el tratamiento, ademas por el uso frecuente e inadecuado de terapia antibidtica 2.

Los Enterococos son cocos Gram positivos, anaerobios facultativos, habitantes del tracto
gastrointestinal y del aparato genital femenino, incluyen mas de 17 especies **. Se ha demostrado
que la mayoria de las infecciones por este germen son debidas a transmision enddgena, también
por consumo de alimentos y agua contaminada, o de persona a persona. Son gérmenes oportunistas
que causan infecciones de importancia méedica y de cavidad oral, se ha observado la presencia de

E. faecalis de manera temporal en saliva, placa y mucosa gingival > & 7811,



Los E. faecalis presentan resistencia natural o intrinseca a varios antibidticos (penicilinas,
glicopéptidos, quinolonas, lincosaminas, aminoglucosidos) y pueden adquirir resistencia
extrinseca via intercambio horizontal de genes de resistencia (plasmidos, trasposones), sufrir
mutaciones espontaneas y convertirse en cepas resistentes al seleccionarse después de la
exposicion a antibidticos ® 1°. Sumado a esto forma biopeliculas dificultando la penetracion de los
irrigantes intracanal y por ende impidiendo su funcién. E faecalis es resistente a altas temperaturas
y concentraciones de cloruro de sodio (> 6,5%), posee otros factores de virulencia como la
produccion de gelatinasa, hemolisinas, bacteriocinas y adhesinas > %5 11,

El uso sisttmico de antibidticos profilacticos es recomendado en pacientes con riesgo de
endocarditis durante el retratamiento endoddntico 2 °.

Dentro de los antibidticos mas utilizados en Odontologia se encuentra la amoxicilina, la
clindamicina y el metronidazol, siendo los dos primeros los mas utilizados. La amoxicilina tiene
buena actividad frente a cocos Gram positivos anaerobios facultativos como E. faecalis y bacilos
Gram negativos anaerobios estrictos siendo una buena eleccion en infecciones mixtas
odontogénicas polimicrobianas *>’. El uso de la clindamicina esta indicado en el tratamiento de
abscesos dentales y en enfermedad periodontal agresiva °. En infecciones polimicrobinas se
utiliza el metronidazol contra bacterias anaerobias estrictas como Prevotella, Actinomyces,
Campylobacter, Capnocytophaga unido a antibiéticos que tengan accién sobre bacterias Gram

positivas s, 7, 10.

Otros antimicrobianos utilizados en odontologia son el cefotaxima que actta inhibiendo la sintesis
de la pared celular, la ciprofloxacina actia inhibiendo la replicacion del acido nucleico
principalmente de gérmenes Gram negativos, a resistencia bacteriana a las quinolonas ocurre por
mutaciones en genes que codifican la topoisomerasa IV y la ADN girasa, la eritromicina es un
antibiotico utilizado en infecciones del tracto respiratorio, por ultimo la vancomicina es el

medicamento de Gltima eleccion para cepas mutiresistentes & 4.



La alta resistencia de E. faecalis a los diferentes antimicrobianos ha hecho que estos no sean
eficaces en el tratamiento de las lesiones endoddnticas localizadas agudas o cronicas, ni sean utiles
en prevenir episodios recurrentes de infeccion, por tal razon conocer la frecuencia de la resistencia
de E. faecalis a amoxicilina, cefotaxime, ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina, metronidazol
y vancomicina, servird para conocer los perfiles de susceptibilidad de nuestros aislados a los

antibidticos de mayor uso y asi poder dar una guia para su adecuada seleccion.

Una vigilancia periodica de la susceptibilidad antimicrobiana es recomendada para detectar las
resistencias nuevas con el objetivo de prevenir la propagacion de cepas resistentes con resistencia

a multiples antibioticos 1.



PREGUNTA PROBLEMA

¢Cudl es la susceptibilidad antimicrobiana de aislados de Enterorcoccus faecalis provenientes del

canal endodontico?



OBJETIVOS

GENERAL
« Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de aislados de Enterorcoccus faecalis

provenientes del canal endodontico.

ESPECIFICOS
« Confirmar la presencia de E. faecalis en los aislados obtenidos de canal endodontico
mediante pruebas bioquimicas RapID STR Remel.
« Hallar la frecuencia de la resistencia antimicrobiana del E. faecalis en aislados de canal
endodontico a amoxicilina, eritromicina, vancomicina, cefotaxime, clindamicina,

ciprofloxacina y metronidazol.

1. ANTECEDENTES



En 1999 en Europa Ma Schouten, A. VVoss, Jaa Hoogkamp-Korstanje, y el grupo europeo de estudio
VRE realizaron una investigacion en donde establecieron Antimicrobial Susceptibility Patterns of
Enterococci Causing Infections in Europe, este estudio tiene como objetivo determinar la
susceptibilidad de Enterococcus a diferentes antibioticos que pertenecen a los grupos
glicopeptidos, estreptomicinas, everninomicina y fluoroquinolonas. Para estos se tomaron 4,208
cepas y se probaron 16 antibioticos. Las muestras fueron recolectadas en 49 hospitales de 27 paises
de Europa, las muestras fueron tomadas de sangra, liquido cefalorraquideo, tracto respiratorio,
abdomen, heridas, orinas y cualquier otro material organico. Se les realizo pruebas bioquimicas
utilizando APl 20 STREP, pruebas de methyl-- D —glucopy-Ranosido. Las pruebas de
susceptibilidad se realizaron por micro dilucion con caldo Mueller-Hinton. Se encontré a E.
faecalis en un (13,6%) de las muestras analizadas, se encontré6 VRE en un 0,06%. Donde se

encontro que presenta resistencia a carbapenems, fluoroquinolonas, etc °.

En 1999 en Medellin, Colombia, el cabeza del Dr. Robledo de la Corporacion para investigaciones
biolégicas (CIB) y cols, reportaron al Programa SENTRY en Colombia. Hallazgos iniciales en
tres hospitales de Medellin. Revista Infection. El estudio tuvo como objetivo reportar la
susceptibilidad antimicrobiana de diferentes aislamientos provenientes de pacientes con
bacteremias, neumonia, heridas de piel y tejidos blandos e infecciones urinarias, lo cual servira
para conocer las resistencias en Colombia y compararlas con paises latinoamericanos y del mundo,
e implementar medidas de prevencion. Segun el microrganismo se realizaron con diferentes
antibidticos dentro de los cuales estan las cefalospirinas, fluoroquinolonas, aminoglicosidos. El

estudio se realiz6 con 213 aislados bacterianos de diferentes géneros. Hubd¢ 7 aislados de

Enterococcus, un aislado tuvo resistencia intermedia a Vancomicina, y otro resistencia a

Gentamicina, hubo aislados sensibles a cefalosporinas de primera, tercera y cuarta generacion 4.



En 2008 en Venezuela German Pardi, Carolina Guilarte, Elsi Natali Bricefio realizaron una
investigacion en la que establecieron la DETECCION DE Enterococcus faecalis EN DIENTES

CON FRACASOS EN EL TRATAMIENTO ENDODONTICO, el estudio fue presentado en la

Acta de Odontologia y tiene como objetivo las caracteristicas, definicién, el aislamiento y la
deteccion de E. faecalis en muestras tomadas de conductos. El género Enterococcus es un coco
gram positivo, anaerobio facultativo, inmovil y no esporulado. Se encuentran dos tipos de especies
aislados en clinica, las cuales son; E. faecalis (80-90%) y E. faecium (5-10%). Estas especies
causan infecciones muy diversas y se han podido aislar en infecciones de pulpo-periapical y de
bolsas periodontales. Al ser E. faecalis el mas comdn se realiz6 un estudio con 20 muestras de
dientes con fracaso en el tratamiento endodontico, las cuales fueron tomadas por un cono de papel,
los cuales se transportaron en tioglicolato y se sembraron en medio Agar Enterococcus, fueron
incubados a 37°C durante 72 horas. Para la identificacion definitiva se utilizé el sistema rapido
API Rapid Strep donde se encontrd que este microorganismo estaba presente en dientes con fracaso
en el tratamiento endodontico y que habian sido obturados con Hidroxido de Calcio ya que tienen

la capacidad de sobrevivir a este tipo de ambiente 1°.

En 2010 en Cuba Lilia Maria Ortega Gonzélez realizo una revision donde se establecio
Enterococos: actualizacion, este estudio fue presentado al Instituto de Medicina Tropical Pedro
Kouri y tiene como objetivo hacer una revision del tema, pero teniendo diferentes elementos.
Microbiologicamente los Enterococos tienen unas caracteristicas propias y tiene una gran variedad
de especies, esto hizo que ellos emergieran como patdgenos nosocomiales. Ya que presentan una
resistencia a tratamiento antibacterianos, se presenta en ambientes hospitalarios (mala higiene) y
viven por tiempos prolongados, segin la NNSI demostr6 que Estados Unidos presentaba este

microorganismo con mayor frecuencia. Se describieron reservorios, modos de transmision,



patogenicidad y virulencia, diferentes enfermedades en las que se presenta y los tratamientos que

se pueden usar 1.

En 2011 en Espafia Emilia Cercenado realizo una investigacion en la que establecid el
Enterococcus: resistencias fenotipicas y genotipicas y epidemiologia en Espafia, el estudios fue
presentado al Servicio de Microbiologia y Enfermedades Infecciosas del Hospital General
Universitario Gregorio Marafion, tiene como objetivo la revision bibliografica de las
multirresistencias intrinseca y la resistencia adquirida por nuevos genes de los Enterococcus.
Resistencia a beta-lactamicos debido a las PBP, pero es una resistencia para E. Faecium ya que no
tienen el mismo gen con E. faecalis debido a esto se han descrito muy pocas cepas resistentes a
ellas. Resistencia a aminoglucocidos se debe a la deficiencia de ellos a la interior de la bacteria.
Resistencia a glucopeptidos que acttan inhibiendo la sintesis de pared celular, para hacer la perdida
de la estructura de la pared bacteriana y realizar la muerte celular; este resistencia es frecuente en
E. faecium. Resistencia a macrolidos, lincosamidas y estreptograminas A y B. Resistencia a
Fluoroquinolonas. Resistencia a oxazolidinonas. Sensibilidad disminuida a la daptomicina, donde
la resistencia se desarrolla durante el tratamiento con estos antibiéticos y se debe a las mutaciones
de unos genes de la pared celular. Se pudo concluir en Esparia que los causantes de las infecciones
multirresistentes se debe a E. faecalis y E. faecium y se debe a sus modificaciones genéticas siendo
necesario la vigilancia de la diseminacion de estos genes para evitar la adquisicion de nuevos genes

de resistencia ’.

En 2012 en Venezuela Maria A. Rivas, Shadia Yulany, Ingry Daboin, Clara Diaz, Elaysa Salas O,
Leonidas E. Urdaneta P. realizaron una investigacion en la que establecieron la frecuencia de
aislamiento y susceptibilidad de enterococcus faecalis en pacientes endodontico, el estudio fue

presentado a la Facultad de Odontologia de la Universidad de los Andes y se realizd con el fin



aislar, identificar y tener el antibidtico de eleccién para este microorganismos, por eso se realizo
toma de muestras de conductos radiculares de 32 personas, entre adultos y adolescentes que no
habian tomado tratamiento antibacteriano y que acudieron al area de endodoncia de la universidad.
Estas muestras se transportaron al laboratorio de Bacteriologia Anaerobia “Roberto Gabaldon”,
donde se realizé medios de cultivos en agar sangre y Bilis Esculina e incubados a 37°C de 24-48
horas. Se les hizo a las colonias que crecieron un estudio macroscopico y coloracion de gram para
cocos gram positivos, para la confirmacion de la especie se realizaron pruebas bioquimicas Strepto
System 9R donde se encontrd que eran E. faecalis. Luego se realiz6 una suspensién en solucion
salina estéril a 0.5 de la escala de Mac Farland para someterlas a pruebas de susceptibilidad por el
método de Kirby Bauer donde se probd con: tetraciclina, ampicilina, eritromicina, ciprofloxacina
y vancomicina; se siguieron las especificaciones de la CLSI. Se encontré que en solo el 12,5% de
las muestras hubo crecimiento de E. faecalis, de las cuales la mayoria de cepas tuvieron resistencia

a ciprofloxacina y sensibilidad a vancomicina *€.

En 2013 en India Neelam Mittal, Jyoti Jain, realizaron una revision donde establecieron Antibiotics
as an intracanal medicament in endodontics: A review, este estudio tiene como objetivo revisar el
uso de antibidticos intracanles durante el tratamiento endodontico y el tratamiento de los dientes.
Como es espacio de la pulpa del conducto radicular es tan pequefio es necesario la desinfeccion de
ellos con la aplicacién de irrigantes y enjuagues (antibioticos). En 1951, Grossman utilizd una
pasta poliantibidtica conocida como PBSC (penicilina, bacitracina, estreptomicina y caprilato,
Dium) PBSC. En 1960 Ledermix uso corticosteroides para controlar el dolor y la inflamacion
utilizando (triamcinolona y demeclociclina) que eran capaces de pasar a través de tubos dentinarios
y cementos odontologicos. Septomixine Forte contiene dos antibidticos, neomicina y sulfato de
polimixina B pero no resulto eficaz la aplicacion de esta pastilla. Se probd el polvo de clindamicina

mezclado con solucion salina pero tampoco pero se demostré que tampoco era eficiente, se



realizaron estudios y se demostro que el metronidazol-clorexidina tiene la capacidad de la
eliminacion de los biofilms de E. faecalis. Triple pasta antibidtica, es la utilizacion de
metronidazol, clindamicina y minociclina las cuales demostraron que al ser aplicada en conductos

durante 24 horas era eficaz para E. faecalis °.

En 2014 en India Shivani Gupta, Suman Kapur, corresponding, DV Padmavathi realizaron una
investigacion donde se establecié Comparative Prevalence of Antimicrobial Resistance in

Community-Acquired Urinary Tract Infection Cases from Representative States of Northern and
Southern India, el cual tiene como objetivo mirar la prevalencia de patégenos urinarios y su
resistencia microbiana en dos partes de la India. Se tomaron muestras de pacientes adultos y se
evalud su susceptibilidad por el método Kirby-Bauer. Esto arrojo la presencia de varios
microorganismos como E. faecalis en un 15.8%, al ser el microorganismo mas prevalente se

recomienda hacer un control de vigilancia a patégeno %°.

En 2014 en Cuba Manuel Medell, Marcia Hart, Maria Luisa Batista. Realizaron un estudio titulado
Sensibilidad antimicrobiana in vitro en aislamientos de Enterococcus faecalis y Enterococcus
faecium obtenidos de pacientes hospitalizados, el estudio fue presentado Departamento de
Microbiologia, Hospital Clinico-Quirargico "Hermanos Ameijeiras”, La Habana, Cuba y tiene
como objetivo aislar Enterococcus spp en pacientes hospitalizados. Se realizé un aislamiento de
este microorganismo en 50 muestras de pacientes, se les realizo a cada muestra la identificacion y
la sensibilidad de antibidticos por varios métodos. Se encontrd que el 60% de los pacientes tenian
infeccion por E. faecalis y 40% de E. faecium. Al probar los diferentes antibioticos se demostrd
que las cepas aisladas presentaban mayor porcentaje de resistencia a toda la literatura estudiada,

pero el mas resistentes es E. faecium por su resistencia a la vancomicina 2.



En 2015 Ethiopia Abdulhakim Abamecha, Beyene Wondafrash y Alemseged Abdissa. Realizar6n
un estudio titulado Perfiles de resistencia de especies de Enterococcus aislados en el tracto
gastrointestinal en pacientes hospitalizados. Etiopia. Revista BCM Research Notes. El objetivo fue
determinar los perfiles de resistencia de Enterococcus del tracto gastrointestinal en pacientes
hospitalizados. Se obtuvieron 114 aislados de materia fecal, cultivada en medios selectivos como
el agar bilis esculina. Se utilizd pruebas bioquimicas rapidas para la identificacion de las especies.
Se realizaron los antibiogramas por la técnica de Kirby-Baurer. EI 29,8% fueron E. faecalis. Se
encontrd resistencia del 36% a ampicilina, 34% a gentamicina, 50% a ciprofloxacina, 63% a

eritromicina, 65% a tetraciclina, 5% a vancomicina 2.

2. MARCO TEORICO

2.1.GENERALIDADES DE E. FAECALIS

E. faecalis es un coco Gram positivo, anaerobio facultativo, inmévil y no esporulado. El tamafio
de cada célula oscila entre 0,5 y 0,8 micrémetros. La temperatura de crecimiento in vitro es de
35°C, no obstante, se ha observado crecimiento entre 10 y 45°C 2, Todas las cepas pueden crecer
en medios que contengan esculina, la cual la hidrolizan en presencia de sales biliares al 40%. Casi
todas las cepas son homofermentativas, siendo el &cido lactico el producto principal de la
fermentacion de la glucosa y no produce gas 2°.

Puede normalmente ser identificados por pruebas adicionales, en donde se ha observado que es
arabinosa negativo y es el Gnico de éste grupo que tolera el telurito . Esta especie posee un
carbohidrato del grupo D (antigeno de Lancefield) como antigeno en su pared celular, el cual es

un &cido teicoico intracelular asociado a la membrana citoplasmatica, igualmente en su pared



celular posee una gran cantidad de peptidoglicano que ayuda a mantener la forma bacteriana y a
proteger el esqueleto formado por polisacaridos alternos como N-acetilglucosamina (GIcNAC) y
acido N-acetilmuramico (MurNAc) %,

E. faecalis pertenece al mismo grupo de E. Faecium, E. casseliflavus, E. mundtii y E. gallinarum,
estas cinco especies crecen en caldo de manitol e hidrolizan arginina, sin embargo, fallan en la

formacién de &cido en caldo de sorbosa 3+ %,

Este tipo de bacteria es frecuentemente encontrada dentro de los tdbulos dentinales de los
conductos infectados ya que el coldgeno es ampliamente considerado como el principal sustrato
para la union especifica del E. faecalis a la dentina, en donde la proteina de unién al colageno y la
proteasa de serina juegan un papel fundamental en esta union, asi como las adhesinas 8. Este tipo
de invasion dentinal oscila entre 10 - 150um y esta relacionada con la presencia de barro dentinal
generado durante la terapia biomecanica y la irrigacion intraconducto, en estudios recientes se ha
demostrado que no hay diferencias significativas en la invasion tubular en lesiones primarias y
secundarias o persistentes 340, Varios factores afectan la capacidad de invasion bacteriana, como
la disminucion de la permeabilidad de los tabulos que se da con el paso de los afios, asi como una
baja concentracion de nutrientes durante el periodo de incubacion o la presencia de colageno no

mineralizado, esto limita su capacidad para formar biopelicula 3 4°,

El E. faecalis, es considerado el mas virulento debido a su mayor prevalencia en infecciones,
resistencia antimicrobiana y transferencia de esta resistencia a otros miembros del género e incluso
otras bacterias que puedan estar colonizando la cavidad oral; esto también debido a su gran
maquinaria de virulencia, que incluye en algunos casos, la expresion de hemolisinas, gelatinasas,
feromonas (para la comunicacion inter-bacteriana), produccion de bacteriocinas (como forma de
defensa ante otras bacterias invasoras), desarrollo y produccion de biofilm, expresion de factores
de adherencia y produccion de sustancias agregantes; por todo lo anterior no es de extrafiarse que

E. faecalis colonice tan facilmente la cavidad oral, pues aunque no se han hallado reportes del



aislamiento de especies vancomicina-resistentes en casos de tratamiento de canales radiculares, si
se han hallado la produccion de proteinas asociadas al gen VanA (esto siendo un claro indicio de

que si hay prevalencia del gen VanA, aquél involucrado en la resistencia ante la vancomocina) 23,

2.2.FACTORES DE VIRULENCIA
El E. faecalis tiene la capacidad invadir tejidos y provocar enfermedades, esto se debe a que posee
enzimas liticas, feromonas y acido lipoteicoico, que le permiten adherirse a las células del huésped

y a la matriz extracelular. Algunos de los factores de virulencia mas importantes son 2> 2°:

2.2.1. Sustancia de agregacion (AS)

Es una proteina que facilita la union entre las bacterias, facilita el intercambio de pldsmido entre
el receptor y la cepa donante. Ademas, potencia considerablemente la adherencia a tejidos del
hospedero y la internalizacion del microorganismo en los macréfagos 2°.

Participa en la difusion de plasmidos que codifican los factores de virulencia, como la citolisina,
también facilita la unién de a las células epiteliales renales y/o intestinales y a la colonizacion de
estas superficies, ademas ayuda a proteger contra la accién de los leucocitos polimorfonucleares
(PMN) o contra la muerte mediada por macréfagos evitando la fagocitosis de la bacteria, el
mecanismo para esta proteccion puede ser a través de una modificacién de la maduracion

fagosomal 2.

2.2.2. Proteina de superficie
Su papel an no esta claro, pero se cree que ayuda a retirar la proteina de la superficie bacteriana
y de este modo evitar el reconocimiento por parte del sistema inmune. También se ha logrado que

participe de manera activa en la formaciéon de biopeliculas y en la union ligando-matriz



extracelular, y es responsable del aumento de las interacciones hidrofobicas; asi mismo, se sabe

que su parte N-terminal participa en la interaccion con el huésped 2°.

2.2.3. Proteasas
Proporcionan péptido-nutrientes a los organismos y son causantes del dafio de los tejidos del
huésped. El E. faecalis segrega dos tipos de proteasas; gelatinasa y proteasa de serina. La gelatinasa
es una metalo-endopeptidasa la cual es una proteina hidréfaba capaz de hidrolizar caseina, insulina,
hemoglobina, colageno, fibrindgeno y pequefios péptidos, también inactiva la endotelina humana
que es un péptido vasoactivo 2 26,

2.2.4. Hemolisina (citolisina)
Es una toxina codificada por plasmidos, producida por los microorganismos f.hemoliticos. Es
responsable de la lisis de eritrocitos, neutrofilos polimorfonucleares (PMN), macréfagos, bacterias
y de la actividad antimicrobiana formando poros en la membrana citoplasmatica de las células

bacterianas 2> 2,

2.2.5. Bomba de protones
E, faecalis al poseerla en su membrana, le proporciona un mecanismo para mantener el pH
citoplasmatico, para lograr este equilibrio sintetizan proteinas extracelulares y utilizan mecanismos
intrinsecos como la bomba de protones la cual permite el intercambio de cationes y protones en el
cuerpo de la célula con el fin de mantener el pH neutro en el citoplasma. Por esta razon
medicamentos como el hidroxido de calcio en muchos casos es ineficiente en su erradicacion del
conducto radicular. Se ha demostrado que este microorganismo es incapaz de sobrevivir a un pH

igual o mayor a 11.5 %6,

2.2.6. Formacion de Biopelicula
Se define como una comunidad microbiana multicelular caracterizada por tener células que estan

firmemente unidas a la superficie y embebidas en una matriz de sustancia polimérica extracelular



autoproducida, esta matriz por lo general son polisacaridos. La capacidad para formar biopeliculas
ha sido considerada como un factor de virulencia, y se ha estimado que el 65-80% de las

infecciones bacterianas estan conformadas por bacterias contenidas en biopeliculas 27 28 29,

El establecimiento de una biopelicula parece seguir ciertas etapas de desarrollo, la primera etapa
implica la adsorcion de macromoléculas formando una matriz polimérica o “pelicula
acondicionada, en la superficie de los dientes esta pelicula esta formada por proteinas,
glicoproteinas de la saliva y fluido crevicular gingival, degradados por medio de proteasas,
peptidasas y glicosidasas. En la segunda etapa hay una adhesion y colonizacién por parte de
bacterias individuales o planctonicas en una fase liquida, a través de la produccion de polimeros
y el desarrollo de estructuras de superficie que fortalecen esta unién, permitiendo la formacion de
microcolonias distribuidas estratégicamente, separadas por canales de agua y organizadas en capas
que pueden llegar a un espesor de hasta 300 capas 0 mas, esta distribucion estratégica de
interaccion metabdlica favorece la funcion ecoldgica de la comunidad. La tercera etapa implica la
multiplicacion y el metabolismo de los microorganismos adheridos resultando en una comunidad
microbiana mixta estructuralmente organizada 3% 3!,

El desarrollo de estas comunidades proporciona un cierto niamero de ventajas a las bacterias, como
las creacion de un rango mas amplio de habitat para el crecimiento de una microbiota mas diversa,
el aumento de la diversidad metabdlica y mayor eficiencia de las redes alimentarias, asi mismo la
proteccion de microorganismos competidores, contra las defensas del huésped, agentes
antimicrobianos y contra el estrés ambiental. También facilita los intercambios genéticos
favoreciendo un aumento en la patogenicidad y la resistencia a los antimicrobianos 2”323, Todas
estas caracteristicas de colaboracion bacteriana sofisticada requieren una comunicacion
intercelular, dada por las moléculas especificas de sefializacion liberadas por las células al medio
ambiente a través de difusidn, distribucion y deteccidn por otras células, para alcanzar una

densidad celular necesaria 2> 23,



2.3.MECANISMO DE RESISTENCIA
E. faecalis presenta una resistencia a la mayoria de los antibioticos, una sensibilidad a la penicilina

y una resistencia intrinseca a las cefalosporinas, aminoglucocidos y clindamicina *'.

2.3.1. Resistencia a beta-lactamasas
La resistencia de E. faecalis a beta-lactamasas ocurre por lo general mediante dos mecanismos;
uno es por la produccidon de beta-lactamasas que es propia del E. faecalis, puesto que el
enterococcus puede producir cantidades pequefias de la enzima, la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de ampicilina frente a enterococcus oscila entre 1 y 16 mg/l y las CMI de
ampicilina frente a aislados clinicos de E. faecalis son generalmente mas bajas que aquellas frente
a cepas de E. faecium. Parece ser susceptible a penicilina y ampicilina (17, 34). La segunda es la
presencia en la pared celular de una proteina de unién a penicilina (PBP) de baja afinidad (PBP5),

descrita fundamentalmente en cepas de E. faecium *.

2.3.2. Resistencia a glucopeptidos
E. faecalis tiene una resistencia adquirida a vancomicina que es un glucopeptido de estructura
compleja que se sintetiza de forma natural, actda inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana
uniéndose a los precursores pentapeptidicos del peptidoglicano, impidiendo el entrecruzamiento
de estos precursores, lo que conduce a la pérdida de integridad estructural y a la muerte celular. Es
sumamente efectivo frente a bacterias Gram positivas (S.aureus, S.pyogenes, S.viridans,
S.pneumoniae, C. difficile) y eso se debe a la estructura de la pared bacteriana, ya que es mas facil

atravesar la membrana de estas 3* 3.

Los mecanismos de resistencia son genotipicamente y fenotipicamente distintos, y hacen que la

bacteria adquiera una compleja maquinaria de enzimas que son responsables de detectar la



presencia de glucopéptidos en el entorno, cambiar el precursor normal del pentapétido y eliminar
los precursores normales del peptidoglicano de modo que la célula utiliza casi exclusivamente los

precursores resistentes.

2.3.3. Resistencia a los aminoglucosidos
el E. faecalis poseen una resistencia intrinseca de menor grado debido a un transporte deficiente
del aminoglucosido al interior de la bacteria, se caracteriza por presentar valores de CMI que
oscilan entre 4 y 64 mg/l de gentamicina y entre 16 y 256 mg/l de estreptomicina haciendo que no
sea eficaz los tratamientos frente a los E. faecalis. Cuando se asocia un aminoglucosido con otro
antibidtico que actue en la pared celular, como un beta-lactamico o un glucopéptido, se produce
un gran aumento de la captacion del aminoglucdsido, resultando en un efecto sinérgico bactericida

necesario para el tratamiento de infecciones graves 173435,

2.3.4. Resistencia a macrolidos, lincosamidas y estreptograminas

Los E. faecalis presenta dos mecanismos de resistencias a los macrdlidos; uno es por la
modificacion de la diana de accién y dos es por el flujo activo de los antibi6ticos. Estos
mecanismos confieren diferentes fenotipos de resistencia a los antibiéticos por la produccion de
una enzima que metila un residuo adenina en la subunidad 23S del ARN ribosémico, lo que se
traduce en una reduccion de la union al ribosoma no solamente de la eritromicina y otros
macrodlidos (azitromicina y claritromicina), sino también de las lincosamidas y las
estreptograminas B. Este fenotipo se denomina MLSB (macrélidos-lincosamidas-

estreptograminas B). La resistencia adquirida a las lincosamidas (lincomicina y clindamicina) de
E. faecalis se debe a la expresion del gen Inu (B), al producir una nucleotidiltransferasa que adenila

un grupo hidroxilo en estos antibiéticos % %,

2.3.5. Resistencia a la fluoroquinolonas



Las quinolonas generalmente exhiben moderada actividad contra enterococos. Estas inhiben el
crecimiento de la bacteria interfiriendo con la replicacion del ADN, especificamente por la union
a la topoisomerasa tipo Il que controla el superenrollamiento e inhibe su funcion. La resistencia a
las quinolonas y también a las fluorquinolonas (como la ciprofloxacina), se deben a modificaciones
en el sitio blanco de la ADNgirasa evitando asi que los antibidticos se unan y la enzima pueda
trabajar en el desenrollamiento del ADN para su transcripcién necesaria en la replicacion

bacteriana y la produccion de proteinas 3 °2,

2.3.6. Resistencia a nitromidazoles
E. faecalis presenta una resistencia adquirida a los nitromidazoles, para patologias odontoldgicas
se suministra en combinacidn con dos antibidticos mas. Es capaz de inhibir a los microorganismos
sensibles durante la fase de crecimiento. Esto se debe a que el metronidazol penetra a las células
bacterianas por difusion pasiva, siendo activado por un proceso de reduccion, en aquellas células
que poseen un sistema enzimatico adecuado, como son las bacterias anaerobias.
De la reduccién del metronidazol resultan metabolitos activos que dafian el ADN de la bacteria,

causando su muerte °3.

2.4PATOGENIA DE E. FAECALIS
En las lesiones persistentes uno de los organismos que con mayor frecuencia se recuperan de
conductos previamente tratados es el E. faecalis y eso se debe a que puede sobrevivir y crecer en
microambientes que pudieran ser toxicos para muchas bacterias, en particular zonas con altas
concentraciones de sales (6,5% de Cloruro de Sodio) y temperaturas extremas (15-60°C), asi
adquiriendo la capacidad de supervivencia en los conductos radiculares de dientes que han sido

sometidos a tratamiento endoddntico .



El evento de mayor importancia que determina el origen de una infeccidn enterocdccica consiste
en la colonizacion de las mucosas humanas por parte del agente etiologico. Por ende, este

microorganismo debe contar con moléculas superficiales que comporten como adhesinas.

Diversos estudios “in vitro”, han demostrado que las adhesinas enterococcicas mas destacadas
corresponden a proteinas, acidos lipoteicoicos de la pared celular y uno o mas carbohidratos

superficiales 3 %,

Después de la realizacién del proceso de adherencia, el microorganismo es capaz de introducirse
en regiones anatdmicas estratégicas, lo que provoca diversas alteraciones patoldgicas 3% 4. Se ha
observado que una proteina superficial es la sustancia de agregacién (AS) que induce la
internalizacion del microorganismo en las células HT-29 y es una herramienta eficaz para

sobrevivir a la fagocitosis macrofagica 3% 4% 41,



3. INFECCION ENDODONTICA

3.1.E. FAECALIS Y SU RELACION LA ENFERMEDAD ENDODONTICA.
La enfermedad endodontica se caracteriza por presentar una microbiota mixta. Generalmente, se
pueden encontrar mas de tres especies distintas de microorganismos dentro de un canal radicular
con *°. E. faecalis ha sido identificado ocasionalmente en los canales radiculares de dientes con
esta patologia 8. En las lesiones endoddnticas persistentes E. faecalis ha sido sefialado como un
microorganismo predominante * #2. Este microorganismo es el patdgeno mas frecuente, y a veces
el Unico aislado en la lesién endodontica secundaria, lo que sugiere que esta especie por si sola
tiene el potencial de mantener la infeccion 28, Para que este microorganismo pueda causar una
enfermedad post-tratamiento, debe sobrevivir dentro de los canales radiculares ya obturados y
poseer las propiedades patogénicas necesarias para perpetuar la inflamacién externa. Ademas, debe
ser capaz de tolerar las condiciones ecolégicas existentes en los canales radiculares tratados
endodonticamente. Este microorganismo se encuentra en las pulpas necréticas y se aloja en tabulos
dentinarios, ramificaciones, deltas apicales, situacién que le es propicia a la hora de restablecer la
infeccion endoddntica 2% 27 43, La presencia de este microorganismo en etapas iniciales de la
infeccidn, podria asociarse con posibles fracasos endodoénticos, y subsecuentes a enfermedades
sistémicas si éste no es eliminado en su totalidad durante la irrigacion e instrumentacion
biomecanica 2. E.faecalis es menos sensible a las terapias antimicrobianas, y gracias a esto persiste
con mayor frecuencia en los conductos radiculares luego de los procedimientos endodénticos.
Ademas, esta bacteria puede colonizar el interior de los canales radiculares o invadir la obturacion

de los mismos por filtracion coronal luego de la terapia endodontica 25 2.

3.2. INFECCION PRIMARIA



Después de la necrosis pulpar originada por caries, traumas, restauraciones inadecuadas o grietas
en el esmalte producidas durante la preparacién de la cavidad, se originan rutas de acceso a los
tejidos dentinarios que conlleva a una infeccion pulpar 1, en donde las bacterias orales comienzan
a colonizar el conducto radicular estableciéndose dentro de la anatomia intraconducto y formando
verdaderas biopeliculas, originando una lesion que se desarrolla alrededor de la raiz, y la cual es
denominada periodontitis apical y puede presentarse clinicamente como asintomatica o

sintomatica 1> 3,

En la fase inicial de la infeccion endodontica, el nimero de especies bacterianas es normalmente
bajo, y puede variar entre 1 a 12 tipos de bacterias diferentes, y el nimero de células puede variar
entre 10% a 10® por muestra. Se demostrd que los microorganismos son los causantes de las
infecciones peri-radiculares y hasta el momento se han descubierto méas de 460 taxones bacterianos
asociados a las patologias endoddnticas, demostrando que un diente con lesidn siempre presenta
una infeccion polimicrobial en la cual una sola especie puede jugar diferentes roles o puede
dominar varios estadios de la lesidn, sin llegar a producir por si sola el desarrollo de la lesion 4

15.

Factores como la disponibilidad de nutrientes, la habilidad para obtenerlos y el pH local dentro del
conducto influyen en el crecimiento de determinada microbiota y en la inhibicion de otros
microorganismos % 7. El consumo de oxigeno y la produccion de didxido de carbono y de
hidrogeno acompafiado de un bajo potencial de déxido-reduccion provocado por las primeras
bacterias colonizadoras, favorece el crecimiento de bacterias anaerobias, las cuales son capaces de
utilizar aminodcidos y péptidos. Esta es una de las razones por las cuales en la microflora radicular
predominan bacterias anaerobias facultativas en la parte coronal de la raiz expuesta a la cavidad

oral, y bacterias anaerobias en la parte apical 1% 18,



Diferentes estudios han mostrado las fases de crecimiento bacteriano dentro del canal radicular,
inicialmente hay un rapido crecimiento de bacterias sacaroliticas que consumen altos niveles de
carbohidratos dando lugar a la formacion de acido lactico. En la segunda fase, las proteinas son
hidrolizadas, algunos aminoacidos son fermentados y los carbohidratos se separan de las
glicoproteinas del suero 8,
Diferentes estudios indican que hay mayor diversidad y nimero de bacterias en infecciones
sintométicas en comparacion con lesiones asintomaticas, por lo tanto la capacidad de la comunidad
bacteriana para causar enfermedad esta relacionada con la patogenicidad colectiva, sugiriendo que
la composicion de la comunidad bacteriana puede ser mucho méas importante para el desarrollo y
la intensidad de los sintomas, que la sola presencia de una sola especie potencialmente patégena
19, 20_
En las lesiones endoddnticas primarias las bacterias que se encuentran son anaerobias facultativas
(69%) y bacterias Gram-positivas (70%), las especies aisladas mas comunes pertenecen a los
géneros Peptostretococcus, Streptococcus spp., Porphyromonas spp., Prevotella, Fusobacterium,
Treponema, Eubacterium y Campylobacter 1° 2, La evidencia actual sugiere que algunas bacterias
anaerobias Gram-negativas estan estrechamente relacionadas con la etiologia de las lesiones
periapicales sintomaticas, incluyendo procesos agudos, fiebre y dolor severo. Se ha encontrado
que algunas de estas especies también se han aislado en lesiones asintomaticas, debido a la
capacidad de variar sus factores de virulencia permitiendo su presencia en los dos tipos de
patologia %°.

3.3.INFECCION SECUNDARIA
Las infecciones secundarias son causadas por microorganismos que no estaban presentes en la
infeccion primaria y que han penetrado en el sistema de conductos radiculares durante el

tratamiento, entre las citas, o después de la conclusién del tratamiento endodontico. Si los



microorganismos que penetraron el conducto tienen éxito en la supervivencia y colonizacién de

los conductos radiculares, se establece una infeccion secundaria % .

Los factores ambientales ejercen influencia en el conducto radicular durante y después del
tratamiento, lo que puede seleccionar ciertos tipos de microorganismos para colonizar o sobrevivir,
por lo tanto, las pocas especies microbianas que tiene esta capacidad pueden estar involucradas en

el pronostico del tratamiento endodontico °.

3.4.INFECCION PERSISTENTE
Las infecciones persistentes son causadas por microorganismos presentes en la infeccion
primaria o secundaria y que persistieron en el conducto después del tratamiento y lograron
sobrevivir. Las bacterias presentes en las lesiones pueden ser identificadas después de la
instrumentacion, de la medicacion intraconducto o de la obturacion.
No se ha establecido bien si las bacterias presentes en la zona periapical de dientes tratados
endondonticamente que presentan lesion son bacterias que persisten después del tratamiento
(lesion persistente), Ilamadas bacterias sobrevivientes a corto plazo o son una consecuencia de la
reinfeccion (lesion secundaria), bacterias denominadas sobrevivientes a largo plazo*. Sin embargo,
la evidencia parece indicar que la causa del fracaso del tratamiento endodontico son las lesiones
persistentes, ya que es mayor la incidencia de este tipo de lesiones en dientes que presentaban
lesiones preoperatorias, por el contrario se ha evidenciado una mayor tasa de éxito en los dientes
vitales que fueron sometidos a tratamiento endodontico 8.
Generalmente una o unas pocas especies se recuperan de los conductos de dientes con lesiones
después del tratamiento endodontico, estos son predominantemente microorganismos Gram
positivos y hay una distribucion equitativa de anaerobios facultativos y estrictos, siendo los mas
comunes Streptococcus, Actinomyces, Propionibacterium, Lactobacillus y E. faecalis. Esta flora

microbiana es claramente diferente a la encontrada en infecciones de dientes sin tratar, donde



normalmente es una poblacién polimicrobiana con proporciones casi iguales de especies Gram
positivas y Gram-negativas, con predominio de anaerobios estrictos 4 18,

El diagndstico de las lesiones persistentes estd basado en el examen clinico y radiografico: la
presencia de inflamacién de los tejidos adyacentes, tracto sinuoso, dolor a la percusién, a la
palpacion, examen de oclusion y de los tejidos periodontales son componentes esenciales en los
examenes de rutina. Las lesiones inflamatorias por lo general comprometen el hueso esponjoso y
no llegan a las corteza por lo que en algunos casos son dificilmente perceptibles en las radiografias
convencionales 22,

Dentro de los factores que influyen en la persistencia de bacterias después de la finalizacion de un
tratamiento de conducto esta la resistencia bacteriana a la accion de los irrigantes utilizados en la
practica endodontica. El hipoclorito de sodio (NaOCI) sigue siendo el irrigante mas utilizado, a
pesar que diferentes estudios han demostrado la presencia bacteriana en un 40-60% de los casos
después de su uso a diferentes concentraciones que van desde 0.5% - 6%. En estudios in vitro sobre
EDTA se ha demostrado su capacidad de limpieza y de desprender biopeliculas que se adhieren a
las paredes del conducto radicular, asi como también su efectividad en remover el barro dentinal
afectando el componente inorganico de la dentina, sin embargo sus propiedades antisépticas son
relativamente limitadas. En estudios previos se demostro la eficacia de utilizar NaOCI al 5%
intercambiandolo regularmente y terminando la irrigacion con EDTA al 17% para la eliminacién
de flora bacteriana, incluyendo el Enterococcus faecalis.

La utilizacién de hidroxido de calcio como medicamento intraconducto genera una alcalinizacion
no homogénea a lo largo del conducto radicular, generando pH mas altos en la parte coronal y
cervical y pH maés bajos en la parte apical. Las bacterias capaces de tolerar altos niveles alcalinos
pueden dividirse en dos grupos: las bacterias alcalofilas que necesitan un pH 9 para su crecimiento
y las bacterias alcalotolerantes como los E. faecalis, las cuales crecen éptimamente en un pH

neutro 2.



Debido a la escasez de nutrientes las bacterias varian su comportamiento e inician la etapa de
inanicién y de interaccion con otras bacterias para obtener aminoécidos y vitaminas, limitando las
cantidades de nutrientes que requieren, para ahorrar la energia que sera utilizada en el metabolismo
con el fin de garantizar la supervivencia por largos periodos de tiempo 2°.

El barro dentinal ha demostrado ser una barrera mecénica para la penetracion de bacterias, aunque
en estudios in vitro, el E. faecalis penetro los tibulos ain en presencia de barro dentinal. Los
mecanismos por los cuales las bacterias invaden los tibulos no esta claro todavia, sin embargo, la
capacidad de penetracién no parece depender de la motilidad de las células bacterianas, ya que la

mayoria de especies que mejor invaden los tibulos son inméviles 2% 24,

El uso indiscriminado de antibidticos en medicina y odontologia ha hecho que las bacterias
aumenten su resistencia, volviéndolas no susceptibles a los antibiéticos formulados hasta el
momento para el manejo de infecciones comunes. Bacterias de diferentes especies pueden cambiar
la expresion de genes gracias al proceso de adaptacion, modificando asi los factores de virulencia
determinantes en la patogenicidad bacteriana. En lesiones secundarias/persistentes la asociacion
entre especies bacterianas endoddnticas y las no susceptibles a los antibiéticos, resulta en una
potencializacion de esta resistencia. Se ha informado de la resistencia bacteriana en infecciones
endoddnticas en un 9-19%, las bacterias Gram-negativas predominantes en lesiones primarias,
son eliminadas en su mayoria, mediante la exposicion al NaClO y la exposicién de oxigeno, solo
se ha demostrado la resistencia antibidtica de algunas cepas productoras B-lactdmasas, mientras
que las bacterias Gram-positivas como el E. faecalis han demostrado en estudios in vitro ser

resistentes a la vancomicina y macrélidos & 2" 28,



4. PRUEBAS DE IDENTIFICACION BACTERIANA

Para realizar la identificacion de E. faecalis de las demas especies de Enterococos, las pruebas
bioquimicas que permiten el diagnostico del género son: catalasa (negativa), hemdlisis (a), bilis

esculina (+), PYR (+) y RapID STR Remel ™.

4.1.PRUEBA DE CATALASA
Evidencia la presencia de la enzima catalasa del E. faecalis. Esta enzima es capaz de
descomponer el peroxido de hidrdgeno (agua oxigenada) en agua y oxigeno, por consiguiente se

presenta una prueba negativa para la identificacion del microorganismo 2.

4.2.PRESENCIA DE HEMOLISIS



La presencia de un halo transparente alrededor de la colonia donde los globulos rojos han sido
completamente lisados. Este patron es designado hemdlisis de tipo beta y es de considerable

importancia para E. faecalis ™.

4.3.BILIS ESCULINA
E. faecalis es una bacteria capaz de hidrolizar la esculina a esculetina y glucosa. La reaccion de
la esculetina a citrato amonico férrico es la causa por la cual el halo marrén negruzco pasa a
negro alrededor de las colonias. La bilis de buey inhibe el crecimiento de bacterias Gram
positivas excepto de los Enterococos, mientras que la Azida sodica suprime las bacterias Gram

negativas .

4.4 PYRROLIDONYL ARILAMIDASA PYR
PYR es un método colorimétrico rapido para la identificacion presunta de E. faecalis en funcion
de la actividad de la enzima pirolidonil arilamidasa. La beta-naftilamida del &cido
Lpiroglutamico se impregna en el disco y sirve como sustrato para la deteccion de la Pirolidonil
Arilamidasa. La hidrdlisis del sustrato produce beta-naftilamida que se combina con el Reactivo

PYR (p-dimetilamino-cinamaldehido) para formar un color rosa brillante a rojo cereza ™.

4. 5.RAPID STR REMEL
Es un panel de pruebas bioquimicas para la identificacion de microorganismos Gram positivos,
las pruebas usadas en el sistema RapID STR se basan en la degradacién microbiana de sustratos
especificos detectados por varios sistemas indicadores. Los reactivos utilizados son una

combinacion de pruebas convencionales y pruebas cromogénicas de monosustrato. E. faecalis



presenta pruebas positivas para Arginina, Esculina, Manitol, Sorbitol, Glucosa, p-nitrofenil-

nacetil-B, D-glucosaminida, p-nitrofenil fosfato y PYR 6.

5. PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANAS

Se encuentran diferentes métodos para poder determinar la sensibilidad de los microorganismos a
medicamentos antimicrobianos. EI mas conocido es el antibiograma por dilucién que puede

llevarse a cabo en caldo o en agar y el antibiograma por difusion en agar.

3.1. TECNICA DE DILUCION

La técnica de dilucion se basa en la realizacion de una serie de diluciones del antibidtico frente a
una concentracion determinada del microorganismo. Esta técnica determina la concentracion del
antimicrobiano requerida para inhibir el crecimiento bacteriano (concentracion minima inhibitoria,
MIC) y usualmente se expresa en microgramos por mililitro (ug/ml). Puede realizarse en caldo o
enagar y aunque no es un método de rutina debido a que es muy costosa y dispendiosa puesto que
implica realizar una serie de diluciones por cada antibidtico, es una técnica muy precisa y da una
estimacion cuantitativa que indica la sensibilidad o resistencia del microorganismo frente al

antibiotico 43 4,

5.1.TECNICA DE DIFUSION
También llamada método de Kirby Bauer, utiliza discos impregnados con una concentracion de

antimicrobiano determinada que se coloca sobre una agar Mueller-Hinton con una concentracion



bacteriana conocida (1 a 2 x 108) UFC/ml. La preparacion se incuba por un periodo determinado
durante el cual, el antibidtico se difunde dentro del agar. A una distancia especifica para cada disco,
se logra establecer la MIC que se reconoce por la presencia de un halo de inhibicion de crecimiento.
El diametro de cada zona debe ser medido e interpretado de acuerdo a estandares internacionales
preestablecidos. El tamafio de la zona de inhibicion, se puede afectar por factores como el medio
de cultivo utilizado, las condiciones de incubacion y la sensibilidad antimicrobiana del
microorganismo que se estd probando. Es una técnica muy répida, econdémica y de facil ejecucion
aunque la sensibilidad se valora subjetivamente y no se pueden conocer las concentraciones de los

antibidticos a las cuales es sensible el microorganismo “* 4.

5.2.PRUEBA DE EPSILON
En los Gltimos afios se ha incrementado el uso de un nuevo metodo para determinar la actividad
antimicrobiana denominado E-test (prueba de Epsilon). Esta técnica incluye el uso de una tira de
plastico que conlleva un gradiente de concentraciones del antimicrobiano. Una vez colocada la tira
sobre el agar el antimicrobiano comienza a difundir y produce resultados tanto cualitativos como
cuantitativos de la susceptibilidad del microorganismo frente al agente probado, es decir, permite

cuantificar la MIC %344,

5.3.INTERPRETACION DE RESULTADOS DE LA TECNICA DE DILUCION
5.3.1. Categorias de interpretacion de resultados
Susceptible: unainfeccidn debida a la cepa puede ser tratada con las dosis de agente antimicrobiano
recomendada para este tipo de infeccion y especie infectante 4346,
Intermedia: Incluye aislamientos con MIC similares a los niveles de medicamentos usualmente

encontrados en sangre y tejidos y para los cuales las tasas de respuesta pueden ser menores que



para los aislamientos susceptibles. Esta categoria implica eficiencia clinica en sitios del cuerpo
donde los medicamentos se concentran fisiolégicamente o en casos donde la dosis usada puede ser
mayor 43,46.

Resistente: Cuando el microorganismo no es inhibido por el antimicrobiano a las dosis que

normalmente se usan *3 46,



6. DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio: Descriptivo.

Muestra: Se utilizaron 40 aislados de E. faecalis provenientes de pacientes con enfermedad
endodontica, estos aislados habian sido utilizados en la primera fase del estudio y conservados en
leche descremada a -70°C.

Poblacion: Aislados de pacientes que acuden a las clinicas odontoldgicas de la Universidad
Nacional de Colombia — sede Bogota. De estos se escogieron solo las muestras que tenian
patologia endodontica en un periodo comprendido entre Enero a Octubre de 2016

Variable: Nominal-Categorica

Perfil de resistencia de E. faecalis frente a amoxicilina, eritromicina, vancomicina, cefotaxime,

clindamicina, ciprofloxacina y metronidazol.

5.1 MATERIALES Y METODOS

5.1.1. Obtencion de las muestras.
Las muestras fueron tomadas para hacer parte de un trabajo realizado por una estudiante de
Endodoncia de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota. Donde obtuvo 69 muestras de
pacientes que acudieron a las clinicas, tuvo como criterio de exclusion pacientes con tratamiento
endododntico por primera vez 29 (42,02%) vy retratamiento endodéntico 40 (57,97%). De los
cuales 40 casos fueron causados por E. faecalis. Fueron conservados en leche descremada a -70°C
durante tres meses en el Cepario del laboratorio de Microbiologia Oral. Primero se procedi6 a sacar
los viales para descongelar las bacterias, posteriormente se mezclé por 1 minuto en el agitador

Vortex Mirer LVM 202, a fin de homogeneizar el contenido.



5.1.2. Cultivo de las muestras y posterior incubacion de los medios.
Después de homogenizar el contenido se tomd 100 ul y se sembraron en medio de cultivo Agar

sangre y medio de cultivo selectivo Bilis-esculina.

Posterior a la colocacion del inoculo en las cajas, se extendio la muestra por toda la superficie del
medio con asa de Drigalsky estéril. Luego se incubaron los medios a 37°C por 24 horas en

condiciones de microaerofilia en la incubadora Memmert.

5.1.3. Observaciones macroscopicas
Las muestras sembradas en agar sangre e incubadas por 24 horas a 37°C, se observo crecimiento
de colonias pequefias, blancas y opacas; de morfologia circular y de borde liso y la mayoria
presentaban alfa-hemdlisis %’. En Agar bilis-esculina se tomaron las colonias de color negro
sospechosas de E. faecalis, ya que es una bacteria capaz de hidrolizar la esculina a esculetina y
glucosa. La reaccion de la esculetina a citrato amonico férrico es la causa por la cual el halo marron

negruzco pasa a negro alrededor de las colonias.

5.1.4. Observaciones microscopicas
A partir de las colonias bacterianas obtenidas en agar sangre que presentaban similitud con las

colonias de E. faecalis se realiz6 coloracion de Gram donde se observa Cocos Gram positivos®'.

5.1.5. Pruebas de identificacion bacteriana
Para la identificacion de E. faecalis se realizaron pruebas de exclusion como catalasa que es
negativa, prueba Pyrrolidonyl Arilamidasa (PYR) positiva para E. faecalis y pruebas
colorimétricas de la marca Remel (RapidID STR Remel); se realizaron siguiendo las instrucciones
del fabricante. Luego se realizo la lectura comparandola con una tabla de colores y el cédigo fue
introducido en el Software Eric y por tltimo se realizo la clasificacion segun informacion obtenida

segun los pacientes antes de la toma de las muestras.



5.1.6. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.
Los antibiogramas se realizaron mediante una suspension de E. faecalis aislados del canal
endodontico en solucion salina estéril hasta obtener una turbidez de acuerdo a la escala 0.5 escala
de Mac Farland utilizando la técnica de difusion de disco o kirby Bauer en medio Mueller-Hinton.
Mediante esta técnica se probaron los siguientes antibioticos: amoxicilina, eritromicina,
vancomicina, cefotaxime, clindamicina, ciprofloxacina y metronidazol.

5.1.6.1. Lectura de los antibiogramas.
A las 24 horas se realizo la lectura de los antibiogramas donde se considero E. faecalis resistente

seguin la CLSI 2016 (tabla 1) 478,

Tabla 1. Puntos de corte para E. faecalis segun la CLSI 2016

SENSIBLE INTERMEDIO RESISTENTE

AMOXICILINA >17 mm 14-17 <13 mm
VANCOMICINA >17 mm 15-16 <16 mm
ERTITROMICINA >23 mm - <13 mm
CEFOTAXIMA >26 mm 15-25 <14 mm
CLINDAMICINA >21 mm - <14 mm
METRONIDAZOL - -

CIPROFLOXACINO >21 mm 16-20 <15 mm

6. RESULTADOS

6.1. CULTIVO DE MUESTRAS, OBSERVACION MACROSCOPICA Y
MICROSCOPICA
Los 40 aislados fueron sembrados e incubados a 37°C y leidos luego de 24 horas, todos los aislados
crecieron en agar sangre (ilustracion 1) donde se observa crecimiento de colonias de E. faecalis

con un tamafio de 0.5 y 1 mm, opacas, blandas y con presencia de una alfa hemolisis. En medio



selectivo Bilis Esculina (ilustracion 2) también hubo crecimiento de los 40 aislados donde se
observa los halos de color negros, colonias caracteristicas de E. faecalis. Luego de la obtencion de
estos resultados se procedid a realizacion de coloracion de Gram a todos los aislados positivos para

este microorganismo, (ilustracién 3) donde se puede observar Cocos Gram positivos.

lustracion 1. Observaciones macroscopicas de las colonias y la alfa-hemolisis de E. faecalis en agar sangre

llustracion 2. Colonias de E. faecalis caracteristicas en medio de cultivo selectivo Bilis Esculina



llustracion 3. Observacion de las colonias de E. faecalis de cocos Gram positivos en coloracion de Gram

6.2. IDENTIFICACION BACTERIANA
Para la identificacion de los 40 aislados de E. faecalis se realizaron pruebas bioquimicas de
exclusion como la prueba de catalasa que para todos los aislados fue negativo como se observa en
la (ilustracién 4), pruebas Pyrrolidonyl Arilamidasa PYR (ilustraciéon 5) donde E. faecalis es el
anico positivo del grupo Enterococo y por ultimo se realizé pruebas bioguimicas mediante el Kit
comercial para cocos Gram positivos RapID STR Remel (ilustracién 6) donde se observa positivo
para Arginina, Esculina, Manitol, Sorbitol y PYR; las cuales fueron realizadas segun inserto,
incubadas por cuatro horas y leidas segin la escala de colores y mediante el software ERIC se
obtuvieron los resultados de los 40 aislamientos (tabla 2) donde todos fueron identificados como
E. faecalis. 25 (62,5%) tuvieron el 99.9% de concordancia y 15 (37,5%) el 99,8% llevando a

concluir que eran cepas puras para seguir con el estudio. .




llustracion 4. Prueba de catalasa negativa para E. faecalis

llustracion 5. Prueba Pyrrolidonyl Arilamidasa (PYR) positivo para E. faecalis en el lado izquierdo y negativo en el lado

derecho.

llustracion 6. Pruebas bioquimicas RapID STR Remel. En la parte inferior se observa el resultado positivo para E.

faecalis de uno de los 40 aislados

Tabla 2. Pruebas bioquimicas RapID STR Remel para la deteccién de E. faecalis

N° DE
MUESTRAS | ARG |ESC| MNL | SBL | RAF | INU | GAL | GLU | NAG | PO4 | TYR | HPR | LYS | PYR | HEM | IDENTIFICACION
1,2,35,8,
10, 11, 12, 15, + + + + B B B + + + B B B + B
20, 21, 22, 23,
24,25, 30, 31, 99,9%
32, 33, 34, 35, Enterococcus
36, 38, 39, 40 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 faecalis
7 1 6 1
4,6,7,9,13,

14, 16, 17, 18, + + + + - - - + + - - - - + - 99,8%
19, 26, 27, 28, Enterococcus
29, 37 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 faecalis

7
1 6 0




De los 40 aislados obtenidos de pacientes que asistieron a las clinicas de endodoncia se les aislo
E. faecalis alos 40 (100%), a los pacientes que mas se les hallé el microrganismo fueron los
que presentaron fracaso en el tratamiento (Tabla 3) que los aislados que iban por primera vez a

tratamiento endodontico.

Tabla 3. Frecuencia de E. faecalis en poblacion de estudio

Frecuencia Porcentaje
n=40
(%)
Sin tratamiento endodontico previo 9 22,5
Fracaso en el tratamiento endodontico 31 77,5
6.3. PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA METODO KIRBYBAUER

Después de analizar todos los aislados y encontrar que todos eran E. faecalis se realizaron los 40
antibiogramas, cada uno con los diferentes discos de Amoxicilina, Metronidazol, Clindamicina,
Eritromicina, Cefotaxime, Vancomicina y Ciprofloxacina (ilustracion 11 y 12) por la técnica de
difusién en disco o Kirby Bauer. Luego de 24 horas de incubacion se realiza la lectura midiendo
halos de inhibicidn (tabla 3) donde se observa la resistencia, la sensibilidad y la sensibilidad
intermedia de estos aislados, todos fueron sensibles a amoxicilina, en cuanto a ciprofloxacina 7
(17,5%) fueron sensibles, 28 (70%) tuvieron sensibilidad intermedia y 5 (12,5%) fueron
resistentes; para vancomicina 30 (75%) fueron sensibles y 10 (25%) tuvieron sensibilidad
intermedia. Todos los aislamientos fueron resistentes a cefotaxime, clindamicina, eritromicina y

metronidazol (ilustracion 9).



AML: Amoxicilina

CIP: Ciprofloxacina

MTZ: Metronidazol

llustracion 7. Antibiograma con discos de Amoxicilina, Ciprofloxacina y Metronidazol donde se observa los halos de
susceptibilidad y la resistencia

E: Eritromicina

VA: Vancomicina

DA: Clindamicina

CTX: Cefotaxime

lHustracion 8. Antibiograma con discos de Eritromicina, Vancomicina, Clindamicina y Cefotaxime. Donde se observa la
sensibilidad intermedia a Vancomicina

Tabla 4. Medicidn de los halos de inhibicion en los antibiogramas seguiin los puntos de corte recomendados por la CLSI 2016.
Sensible (S), Intermedio (I) y Resistente (R)

Muestra | Amoxicilina Cefotaxime | Ciprofloxacina | Clindamicina Eritromicina | Metronidazo | Vancomicin
1 33mm S R 11ImmR R R IR 39 mm S
2 27mmS R 19 mm | R R R 16 mm |
3 28mm S R 20mml R R R 19 mm S
4 24mm S R 19 mm | R R R 19mmS
5 29mm S R 21 mmS R R R 19 mmS
6 27mm S R 18 mm | R R R 18 mm S
7 24mm S R 13mmR R R R 19mm S
8 24 mmS R 13mmR R R R 20mm S
9 25mm S R 17 mm R R R 17mmS
10 28 mm S R 19 mm | R R R 18 mm S
11 28 mmS R 19 mm | R R R 18 mm S
12 24 mmS R 13mmR R R R 17mm S
13 37mmS R 28 mm S R R R 16 mm |




14 26 mm S R 18 mm | R R R 17mm S
15 23 mm S R 13mm | R R R 18 mm S
16 22mm S R 15mmS R R R 19 mm S
17 35mm S R 26 mm S R R R 18 mm S
18 17mm S R 31mmS R R R 17mm S
19 45mm S R 25mm S R R R 19 mmS
20 30 mm S R 25mm S R R R 16 mm |

21 30mmS R 16 mm | R R R 16 mmR
22 30 mm S R 14 mmR R R R 18 mm S
23 18 mm S R 16mm R R R 19mm S
24 24mm S R 17 mm R R R 16 mm |

25 29mm S R 18 mm | R R R 17mmS
26 28mmS R 19mm R R R 17mm S
27 23 mm S R 19 mm | R R R 18 mm S
28 24 mm S R 17 mm | R R R 16 mm |

29 27 mmS R 16 mm | R R R 18 mm S
30 26 mm S R 17mm R R R 16 mm |

31 23mmS R 18 mm R R R 16 mm |

32 25mm S R 18 mm | R R R 17mmS
33 23mmS R 16 mm | R R R 19 mm S
34 25mmS R 18 mm | R R R 19 mm S
35 24 mmS R 16 mm | R R R 18 mm S
36 26 mm S R 18 mm | R R R 16 mm |

37 26 mm S R 16 mm | R R R 16 mm |

38 22mmS R 18 mm | R R R 18 mm S
39 28 mm S R 19 mm | R R R 17mmS
40 25mm S R 17 mm R R R 15mmI
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llustracion 9. Resultados obtenidos de los 40 aislados. En el eje X se encuentra los siete antibidticos utilizados en este
estudio y en el eje Y se ubican los porcentajes de aislamientos obtenidos 40 (100%b)

7. DISCUSION

El objetivo de este estudio fue determinar la presencia de E. faecalis y hallar la frecuencia de la
resistencia antimicrobiana en aislados provenientes del canal endodontico, ya que si bien, se
conoce que este patdgeno esta involucrado en fracasos endodonticos debido a la alta virulencia que
presenta.

Una vez logra entrar en el conducto radicular, puede adherirse al coldgeno de la dentina y al
colageno del tejido 6seo y de otros tejidos, también pude penetrar en los tabulos dentinarios, resistir
a medicamentos y formar biopelicula, originando lesiones periapicales persistentes '8, El presente
estudio se realizo en 40 aislados provenientes del canal endodontico de pacientes que acudieron a
la clinica de odontologia de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota. Donde por medio
de metodos microbioldgicos se confirma la presencia de E. faecalis como principal patdgeno

causante de dichas lesiones, eso se corrobora con Maria A. Rivas et al "® donde a 32 personas se



les recolecto muestras de conductos radiculares y se le realizaron pruebas microbioldgicas como
coloracion de Gram, prueba de catalasa, pruebas PYR, pruebas bioquimicas para la identificacion
de E. faecalis y la realizacion de pruebas de susceptibilidad por el método Kirby Bauer. Dichos
aislados conservados en leche descremada a -70°C no fueron contaminados ya que en estudios
anteriores tuvieron una identificacion adecuada y las condiciones de conservacion fueron las
pertinentes.

En Colombia pocos estudios evaltan la susceptibilidad antimicrobiana en tratamiento de conducto
y eso se debe al uso de la pasta triantibiotica recomendada por los odont6logos (amoxicilina,
ciprofloxacina y metronidazol) para que actué frente a la diversidad microbiana que se encuentra
en boca. Un estudio es el descrito por Gina etal '° donde se determiné la proporcion de E. faecalis
en muestras de pacientes que acudieron a la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Cartagena con infecciones endodonticas donde se tomaron 114 muestras de las cuales 62 (54,38%)
eran causadas por E. facelis.

Es de suma importancia conocer la resistencia antimicrobiana en la enfermedad endodontica para
ofrecer el tratamiento adecuado al paciente y no generar resistencias a los diferentes antibiéticos.
En pacientes diagnosticados con infeccion del canal radicular que requieren antibioticoterapia oral,
esta se inicia dias antes de la realizacion de la endodoncia del diente afectado, en esta técnica se
retira el material necrotico del conducto irrigandolo con soluciones bactericidas y bacteriostaticas
con el objetivo de “esterilizar” el canal favoreciendo la penetracion de los antibioticos.

La resistencia de E. faecalis a los diferentes antibi6ticos probados por Lysakowska et al *° mostro
que dicho microorganismo no presentaba resistencia a la penicilina, Pinheiro et al % reportaron
una sensibilidad a la amoxicilina del 100%, comparado con lo encontrado en este estudio donde
los 40 aislados obtenidos presentan dicha sensibilidad, se puede sugerir que la amoxicilina es el
antimicrobiano de eleccidn para tratamientos endodonticos. Son escasos los reportes en la literatura

del comportamiento de E. faecalis frente a metronidazol, su alta resistencia fue corroborada por



Barbosa-Ribeiro et al %, Zhu et al en % y Jungermann en el % con resultados similares a lo
encontrado en el presente estudio ya que el metronidazol es suministrado para tratamientos
causados por otros microorganismos. E. faecalis ha mostrado susceptibilidad variable a
ciprofloxacina en los estudios de Ferrari et al ® | Barbosa-Ribeiro et al ® y Al-Ahmad et al ®° eso
se correlaciona con lo encontrado en este estudio, donde se sugiere que se realicen pruebas
moleculares para mirar los genes de resistencia y poder ser suministrado junto a otro antibiotico
para tratamientos causados en el canal endodontico. Emilia et al ®® demostrd que los macrolidos,
lincosamidas y cefalosporinas no se utilizan para tratamientos endodonticos con presencia de E.
faecalis debido a la resistencia intrinseca que presenta este microorganismo a la clindamicina,
eritromicina y cefotaxima, debido a la adquisicion de genes de resistencia en plasmidos,
transposones o mutaciones espontaneas. Maria et al 7 realizaron investigaciones para determinar
los microrganismos asociados a enfermedad pulpar relacionadas a lesiones inflamatorias donde se
encontrd que E faecalis es sensible a la vancomicina, siendo de interés epidemioldgico ya que se
podria garantizar un tratamiento efectivo para este tipo de germen presente en boca, lo que se
encuentra en concordancia con lo encontrado en este estudio con aislados en su mayoria sensibles
a este antibidtico, contrario a los resultados obtenidos en esta investigacion aislados
intrahospitalarios causados por E. facalis se encuentra una resistencia a la Vancomicina
(Enterococos Vancomicino Resistente) es lo encontrado por Giron et al 8.

La presencia de este microorganismo en el canal radicular de los dientes afectados, sugiere revisar
los protocolos de irrigacion para la eliminacion de E. faecalis, ya que segun las caracteristicas de
este patogeno, se hace muy dificil de erradicar del sistema de canales radiculares con protocolos
de irrigacion convencionales. Asimismo, se vuelve decisiva la busqueda de antibioticoterapias a
los que este patdgeno sea susceptible. De esta forma, se podria contribuir al éxito de la terapia

endoddntica '°.



8. CONCLUSIONES

« Se encontré la presencia de E. faecalis en los 40 aislados obtenidos de pacientes con
enfermedad endodontica.

» Todos los aislados fueron sensibles a amoxicilina, se puede sugerir como antibidtico de
eleccién para el tratamiento de infecciones endodonticas.

« E. faecalis presenta una resistencia intrinsica a metronidazol, clindamicina, eritromicina,
cefotaxime, por ende, no es sugerido para tratamientos a nivel de infecciones endodonticas.

* A nivel bucal se encuentra una sensibilidad a vancomicina, se sugiere realizar futuros
estudios para probarla y que pueda ser utilizado para tratamientos de enfermedad

endodontica.
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