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Resumen

Staphylococcus aureus coloniza la piel y fosas nasales del 20 al 30% de nifios y
adultos, alrededor del 1% de los portadores nasales son meticilino resistentes.
Objetivos: Identificar las cepas de Staphylococcus spp aisladas en los exudados
nasales, determinar el porcentaje de portadores nasales de S. aureus, la
frecuencia de colonizacién por cepas de Staphylococcus aureus meticilino
resistentes (SAMR), la resistencia cruzada de los aislados a diferentes grupos de
antibiéticos, la susceptibilidad “borderline” y presencia del gen mecA como
mecanismos de resistencia, la frecuencia de factores de riesgo que se relacionan
con el estado de portador de SAMR. Disefio: Se realizé un estudio descriptivo
transversal en 512 escolares en la Escuela Primaria Republica Popular de Angola,
desde Junio a Julio del 2006. El método estandarizado de Kirby—Bauer se us6 para
determinar la susceptibilidad a los diferentes antimicrobianos. Para la deteccion del
gen mecA, se utilizé la reaccién multiple en cadena de la polimerasa. Resultados:
Encontramos 188 nifios colonizados por S. aureus (36.7%) y solo 9 (4.7%)
presentaron resistencia al disco de oxacilina. La hospitalizacion previa y conviviente
que trabaja en un hospital mostraron relacién estadisticamente significativa con el
estado de portador del SAMR. Las cepas aisladas mostraron indices altos de
resistencia para la penicilina (97.9%), eritromicina (39.6%) y clindamicina (21.8%).
Se detectd entre las cepas de S. aureus que solo una portaba del gen mecA, las
restantes no crecieron en las placas de agar con oxacilina, indicando la presencia
del fenotipo de resistencia “borderline”.

Palabras claves: Staphylococcus aureus, portador nasal, factores de riesgo.



Abstract

Staphylococcus aureus colonizes the skin and the nose from the 20 to 30% of
children and adults, around 1% of the nasal carrier are methicillin resistant.
Objectives: To identify the stumps of Staphylococcus spp isolated in those
perspired nasal, to determine the percentage of nasal carrier of S. aureus, the
colonization frequency for stumps of Staphylococcus aureus resistant meticilino
(SAMR), the crossed resistance of the isolated ones to different groups of
antibiotics, the susceptibility " borderline " and he/she witnesses of the gene
mecA like resistance mechanisms, the frequency of factors of risk that you/they
are related with the state of payee of SAMR. Design: He/she was carried out a
traverse descriptive study in 512 scholars in the School Primary Popular
Republic of Angola, from June to Julio the 2006. The standardized method of
Kirby-Bauer was used to determine the susceptibility to the different
antimicrobianos. For the detection of the gene mecA, the multiple reaction was
used in chain of the polimerasa. Results: We find 188 children colonized by S.
aureus (36.7%) and only 9 (4.7%) they presented resistance to the oxacilina
disk. The previous hospitalization and conviviente that he/she works in a
hospital showed relationship statistically significant with the state of payee of
the SAMR. The isolated stumps showed high indexes of resistance for the
penicillin (97.9%), eritromicina (39.6%) and clindamicina (21.8%). it was
detected among the stumps of S. aureus that alone one behaved of the gene
mecA, the remaining ones didn't grow in the agar badges with oxacilina,
indicating the presence of the fenotipo of resistance borderline."

Key words: Staphylococcus aureus, nasal payee, factors of risk.



Introduccion

Los estafilococos producen muy diversos sindromes, con manifestaciones clinicas
que van desde una simple pustula hasta la sepsis y la muerte. ' Esta bacteria
coloniza la piel y fosas nasales del 20 al 30% de nifios y adultos. La mayor parte de
las infecciones por S. aureus adquiridas en la comunidad son auto infecciones con
cepas que el individuo ha portado en la nariz, piel o ambas. ** El germen esta
presente en estos sitios sin causar sintomas, sin embargo cuando se pierde la
solucion de continuidad de la piel y las mucosas por traumas, cirugia, dispositivos o
en situaciones que causen alteraciones de la inmunidad del huésped, puede ocurrir
la infeccion. °

Pocos afios después de la introduccion de la penicilina en 1942, aparecieron cepas
de S. aureus resistentes a la misma. ® En 1960 se introduce la meticilina, antibiético
semisintetico resistente a penicilinasas, a s6lo dos anos fue descrito el primer
aislamiento de Staphylococcus aureus Meticilino Resistentes (SAMR). ’ En la
década del noventa las infecciones por SAMR se extienden a todos los hospitales
del mundo. ®

La deteccion de la resistencia a la meticilina en el laboratorio es dificil debido a que
se expresa en dos fenotipos homogéneo y heterogéneo. La resistencia heterogénea
se evidencia en unas pocas células (1x10* 6 10°). Cuando es homogénea es
debido a la presencia del gen mecA. ® S, aureus tiene CMIs a meticilina que se
encuentran cerca del limite de interpretacién de resistencia y se conocen como
resistencia “borderline®. A diferencia de los SAMR, estas pueden ser tratadas
mediante combinaciones de betalactamicos e inhibidores de betalactamasa, no
portan el gen mecA, usualmente no tienen resistencia multiple, ni tampoco crecen

en oxacilina-agar salino. °



Hasta finales de la década de los 90 las infecciones por SAMR eran exclusivamente
adquiridas en hospitales, pero a partir de esta fecha comienzan a aparecer en la
comunidad en individuos que no tenian factores de riesgo reconocidos (SAMR-AC)
13 Tiene como forma clinica mas frecuente la infeccién de la piel y el tejido celular

subcutaneo, 1°

aunque existen referencias aisladas de infecciones graves como
neumonia necrotizante, '’ fascitis necrotizante '® y el sindrome de choque téxico. '
Cada vez aumentan las referencias de infecciones por SAMR-AC en nifios. %

Se describe la asociacion que existe entre algunos factores de riesgo y la
colonizacion por SAMR, tales como la hospitalizacion reciente, el antecedente de
procedimientos invasores como la cirugia, cateterismo venoso, dialisis, intubacion
endotraqueal, hospitalizacion prolongada, presencia de sonda nasogastrica, el uso
previo de antibidticos, fundamentalmente fluoroquinolonas y la condicion de
convivir con personas que trabajan en una institucién hospitalaria. 2'2*

Con este estudio pretendemos un acercamiento al problema de la resistencia
antimicrobiana del S. aureus en portadores sanos del Municipio Boyeros en una
escuela de nivel primario y compararemos los resultados con lo que sucede en el
mundo. Describiremos el porcentaje de cepas encontradas y profundizaremos en

los mecanismos de resistencia, asi como la asociacion entre el estado de portador

de SAMR y la presencia de factores de riesgos reconocidos en la literatura.



Materiales y Métodos

Estudio descriptivo, transversal. ElI grupo de estudio lo constituyeron 512 nifios
matriculados en la Escuela Primaria Republica Popular de Angola, situada en
Ciudad de La Habana, entre los meses de Junio y Julio del afio 2006.

A todos los niflos se les realizo una encuesta y el hisopado proveniente de los
exudados nasales se sembrd directamente al medio de aislamiento Agar Sangre e
inmediatamente trasladados al Laboratorio de Microbiologia ubicado en el Centro
Nacional de Investigaciones Cientificas (CNIC). Las muestras fueron estriadas e
incubadas a 37° C durante 24 horas, al cabo de este tiempo los aislamientos que
resultaron positivos mediante la prueba de la coagulasa fueron identificados como
S. aureus.

Las cepas se conservaron en glicerol al 30% a -70°C, utilizando caldo Mueller-
Hinton. El método estandarizado de Kirby—Bauer se usé para determinar la
susceptibilidad de los aislados clinicos a la penicilina G (P), oxacilina (OX),
ciprofloxacina (CIP), eritromicina (E), clindamicina (DA), gentamicina (CN),
sulfametoxazol/trimetoprim (SXT), cloranfenicol (C) y vancomicina (VA).

Ensayo de crecimiento en placas de oxacilina para S. aureus: Las cepas de S.
aureus fueron sembradas en medio Mueller-Hinton agarizado que contenia oxacilina
(Smithkline Beecham Pharmaceuticals) a 6 pg/mL mas 4 % NacCl e incubada a 35 °
C por 24 h.

La determinacién de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI): Las cepas de
S. aureus resistentes al disco de oxacilina se les determind la concentracion minima
inhibitoria por el método de microdilucién en caldo, con una concentracion inicial de
células de aproximadamente 5 x 10° ufc/mL en un rango de concentracién de los

antibiéticos entre 0.5 a 256 ug/mL siguiendo los lineamientos establecidos en las



guias internacionales NCCLS. % Para la deteccion de la presencia del gen mecA, se
utilizé la metodologia descrita por Steven M. Salisbury y cols ?° de reaccién muiltiple
en cadena de la polimerasa utilizando los oligonucleotidos descritos por Predari y
cols % y los oligonucleotidos universales modificados por Relman y cols ?® para la
identificacion del RNA 16S ribosomal. Los reactivos utilizados para la reaccion
fueron obtenidos de Amershan, Inglaterra.

Las variables de interpretacion analizadas fueron: estado de portador nasal,
antecedentes de enfermedades cronicas, ingresos hospitalarios y procedimientos
invasores en el ultimo ano, tales como cirugias, intubacion endotraqueal vy
cateterismos. El antecedente de usos de antibidticos en los ultimos seis meses y la
convivencia con personas que trabajan en instituciones hospitalarias, también
fueron variables consideradas. Toda la informacion se recogié en una base de datos
que se hizo en Microsoft Excel version 2003. Se utilizaron como medidas
descriptivas, las frecuencias absolutas y porcentajes. Realizamos el calculo de los
factores de riesgo y la prueba no paramétrica de independencia, Ji cuadrado (XZ)
con un nivel de significacion del 5%. Se calculo la razén de productos cruzados (OR

= Odds Ratio).



Resultados

La muestra estudiada fue de 512 nifos y se aisl6 el S. aureus del exudado nasal
en 188 (36.7%). En las pruebas de susceptibilidad a los aislados clinicos
encontramos que 179 (95.2%) fueron sensibles a oxacilina y soélo nueve
presentaron resistencia, 1o que representa el 4.7% del total (tabla 1).

De las 9 cepas de S. aureus resistentes a oxacilina por el método de Kirby-Bauer
solamente una crecio en las placas de agar con oxacillina y fue portadora del gen
mecA, lo que representa el 0.53% (grafico 1). Las 8 cepas restantes no presentaron
crecimiento en las placas de agar con oxacilina y mostraron valores de CMI entre 1
y 8 pg/ml indicando la presencia del fenotipo de resistencia “borderline” (tabla 2).

La resistencia mas elevada fue a la penicilina con un 97.9 %, seguida por la
eritromicina con 39.6 %, con un fenotipo inducible a macrélidos, lincosamidas y
estreptograminas de un 9.31 %. En orden descendente encontramos que la
resistencia a clindamicina fue de 21.8 %, cloranfenicol de 12.55 %, ciprofloxacina de
un 11.7 %; gentamicina f2.8 %, cotrimoxazol 1.61 %, no se encontraron cepas
resistentes a la vancomicina (grafico 2).

No existe relacion estadisticamente significativa entre el estado de portador de
SAMR vy los antecedentes de padecer enfermedades cronicas (p=0.8523),
procedimientos invasores (p=0.8006), ni con el de uso de antibiéticos en los ultimos
seis meses anteriores a la toma de muestra, (p = 0.3477) (tabla 3).

Existe una relacion estadisticamente significativa entre el estado de portador de
SAMR vy el antecedente de hospitalizacion en el ultimo afio antes de la toma de la
muestra (p = 0.0030 y OR = 5.6825). También es estadisticamente significativa la

relacion entre estado de portador y el antecedente de la convivencia con personas



que trabajan en una institucién hospitalaria, se encontré una (p = 0.0132), para una

razon de productos cruzados (OR) de 2.8413.



Discusion

Este es el primer estudio realizado en Cuba en nifios escolares sanos con el
objetivo de conocer la frecuencia de portadores de S. aureus, encontrandose un
36.7%. Estudios realizados anteriormente en el cual incluyeron nifilos sanos
preescolares reportan porcentajes inferiores al nuestro 187% y 20%
respectivamente. 230

Estados Unidos reporta porcentajes de aislamientos entre un 20% y 50% de S.
aureus en nifios menores de seis afios y escolares *'. En Japén encontraron el
estado de portador de S. aureus en 28.2 % de 818 preescolares estudiados.*

Del total de S. aureus el 4.7% resultaron resistentes a meticilina por el método de
Kirby Bauer, que es la técnica con la que se determina la resistencia antimicrobiana
“in vitro” en la mayoria de los laboratorios de instituciones médicas. Estas cepas
pueden ser resistentes a todos los betalactamicos, incluyendo los carbapénicos y en
algunos de los casos solo sensibles a glicopéptidos lo que dificulta el manejo
terapéutico; generalmente en los hospitales no se profundiza en los mecanismos de
resistencia y se toma la decision del tratamiento con Vancomicina. Segun las
pruebas que se recomiendan para la confirmacion de los SAMR encontramos que
solamente el 0.53% creci6 en placas de agar con oxacilina y fue portador del gen
mecA, es decir mostro la verdadera resistencia a todos los betalactamicos. El resto
de las cepas que por el método de Kirby Bauer fueron resistentes a oxacilina se les
determiné la CMI obteniendo como resultados valores entre 1 y 8 ug/ ml las cuales
se clasifican “borderline” .Estas cepas no son verdaderamente resistentes a todos

3

los betalactamicos, ** podemos utilizar combinaciones de betalactamicos con

inhibidores (acido clavulanico, sulbactam y tazobactam) y antibiéticos de otros



grupos. En este caso la mayoria fueron sensibles a ciprofloxacina, gentamicina,
cotrimoxazol y cloranfenicol.

3 no se han

En los estudios de portadores anteriormente realizados en Cuba
reportado cepas de S. aureus con presencia del gen mecA. EI CDC de Atlanta
reporta un estado de portador de SAMR de 0.8%, similar al encontrado en el
presente estudio. *> En Japon refieren un 4.3 % de los S. aureus resistentes a la

meticilina en nifios sanos. 2

En Europa la prevalencia de SAMR varia
considerablemente segun los paises. Sin embargo, el porcentaje de colonizacién en
personas sanas en la comunidad es bastante baja, incluso en las areas en las que
la prevalencia de SAMR en los hospitales es elevada. *®

La resistencia fue muy alta en el caso de la penicilina (97.9 %), sin mostrar variacion
con respecto a estudios realizados en Cuba *° y comparado a otros reportes a nivel
mundial. *3® En el caso de la eritromicina los porcentajes de resistencia
encontrados también fueron elevados (39.6%), lo que demuestra la indicacion
indiscriminada de este antimicrobiano en pediatria. EI 9.31% de las cepas
resistentes a eritromicina fueron portadores del fenotipo inducible de resistencia a
todos los antibiéticos macrdlidos, lincosamidas y estreptograminas. La resistencia a
clindamicina fue de 21.8 % a diferencia del estudio cubano del 2003 que no
encontr6 cepas de S. aureus resistentes a este antibidtico. En cuanto a la
gentamicina y al cotrimoxazol muestran valores muy bajos 2.83 % y 1.61 %,
respectivamente. No encontramos cepas con resistencia a vancomicina en este
trabajo ni en los anteriores realizados en Cuba, tanto en la comunidad como en el
hospital. 2303

Realizamos pruebas estadisticas para determinar la relacion entre el estado de

portador por SAMR y algunos factores de riesgo seleccionados y resultaron



estadisticamente significativos los antecedentes de hospitalizaciéon previa y la
convivencia con personas que trabajan en instituciones hospitalarias.

La Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas publica en el afio 2004 un
trabajo que se realiz6 en San Francisco, similar al nuestro y encontraron relacién
estadisticamente significativa solamente entre el antecedente de ingreso en el
ultimo afio y el estado de portador (OR 1.7; 95% CI 1.5 -2.0; p<0.0001) y este

resultado coincide con el nuestro. 4°



Conclusiones

El estado de portador de S. aureus fue elevado en la muestra de casos estudiados.
El método estandarizado de Kirby—Bauer, fue util como screening para detectar los
S. aureus meticilino resistentes pero es indispensable la prueba definitiva agar con
oxacillina y la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) para clasificarlo
definitivamente como resistentes a todos los betalactamicos.

La resistencia encontrada a la penicilina y macrolidos fue alta en las cepas de S.
aureus estudiadas.

Los antecedentes de hospitalizacion previa a la toma de la muestra y convivencia
con personas que trabajan en una institucion hospitalaria son factores que estan

relacionados con el estado de portador de SAMR.
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Tabla No 1. Resultados obtenidos en las cepas de S. aureus analizadas.

AISLAMIENTO
SAMS 179 95.2
SAMR 9 4.7
TOTAL 188 100

SAMS: Staphylococcus aureus meticilina sensible, SAMR: Staphylococcus

aureus meticilina resistentes
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165 rONA —= 200
macA —s= 300
200

100

Grafico 1. Resultados de la determinacion de la presencia del gen mecA,
mediante RCP. Linea 1 cepa resistente, Linea 2 cepa sensible de referencia,

Linea 3 cepa control negativo, Linea 4 Marcador Molecular.


http://aac.asm.org/cgi/content/full/43/2/199/F1

Tabla No 2. Caracteristicas de los S.aureus resistentes a oxacilina por el

método de difusion en discos.

No. R OoSspP CMI Gen Disco de Interpretacion de los
aislado OXA (oxa mecA Amoxicilina Resultados
K-B pg/mL) / acido
(mm) clavulanico
127 B 12 - 8 - S Resistencia borderline
79* 12 - 2 - S Resistencia borderline
249° 12 - 4 - S Resistencia borderline
63B 12 - 1 - S Resistencia borderline
35B 11 - 2 - S Resistencia borderline
27B 10 - 2 - S Resistencia borderline
45B 12 - 4 - S Resistencia borderline
285x 10 - 1 - S Resistencia borderline
7 0 + 128 + R Resistencia Intrinseca
SARM-171 0 + >256 + R Control Positivo
SASM-172 20 - 0.5 - S Control Negativo
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Grafico No 2. Resistencia “in vitro” de S. aureus a otros antibiéticos.



Tabla No 3. Relacion entre el estado de portador de SAMR y los factores

de riesgo seleccionados.

Antecedente de

Enfermedad Crénica

Hospitalizacién Previa 5.6825
Uso previo de Antibidticos 1.4917
Conviviente que trabaje en 2.8413
Hospital

Maniobras Invasoras 1.6574




