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RESUMEN

Introduccion: Staphylococcus aureus es un microorganismo
que posee caracteristicas particulares de virulencia y
resistencia a los antibioticos para uso clinico cuya
diseminacion es de gran importancia en salud publica.
Objetivo: Identificar S. aureus sensibles y resistentes a
antimicrobianos, colonizantes en cavidad bucal de nifos
que concurrieron para un tratamiento a una Clinica
Odontoldgica en Asuncion. Materiales y Métodos: En este
estudio descriptivo, observacional realizado de agosto a
septiembre de 2013, se incluyeron nifios de 2 a 15 afios de
edad. Hisopados de cavidad bucal fueron colectados y
cultivados en agar-manitol-sal. Los aislados de S. aureus
fueron caracterizados respecto a la susceptibilidad a 11
antibidticos y por métodos moleculares se buscod la
presencia del gen mecA y del factor de virulencia pvl. Se
empleo un cuestionario sobre datos socio-demograficos y
factores de riesgo asociados a infeccion con S. aureus.
Resultados: Se incluyeron 112 nifios. Se aislo S. aureus en
37 (33%) hisopados y 35 (94,6%) aislados presentaban
resistencia a al menos un antibidtico. Resultaron
resistentes a: Penicilina (89%), Cloranfenicol (16,2%),
Oxacilina (10,8%), Eritromicina (8%), Clindamicina (8%),
Gentamicina (5,4%) y un aislado con resistencia
intermedia a Ciprofloxacina (2,7%). Cuatro aislados de S.
aureus presentaban resistencia a multiples drogas, los

ABSTRACT

Introduction: Staphylococcus aureus is a bacterium with
special characteristics of virulence and resistance to the
antibiotics used in clinical practice, and whose spread
presents a significant public health challenge. Objective:
To identify the presence of S. aureus colonizing the oral
cavities of children presenting for treatment at a dental
clinic in Asuncién, Paraguay and determine its sensitivity
or resistance to antibiotics. Materials and Methods: We
conducted a descriptive observational study of children
aged 2-15 years from August to September 2013. Swab
samples from oral cavities were taken and cultivated in
mannitol salt agar. Isolates from S. aureus were tested for
susceptibility to 11 antibiotics and molecular methods
were used to identify the presence of the mecA gene and
Panton-Valentine leukocidin (PVL) virulence factor. A
questionnaire was used to identify socio-demographic
and risk factors associated with S. aureus infection.
Results: The study included 112 children. S. aureus was
isolated in 37 swab samples (33%), and resistance to at
least one antibiotic was found in 94.6% (35) of these.
Resistance was found to penicillin in 89%,
chloramphenicol in 16.2%, oxacillin in 10.8%,
erythromyecin in 8%, clindamycin in 8%, gentamicin in
5.4%, and 1isolate (2.7%) was identified with intermediate
resistance to ciprofloxacin. Multiple-drug resistance was
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mismos portaban el gen mecA. No se detectd portacion del
factor de virulencia PVL. Conclusion: La elevada
portacion en cavidad oral de S. aureus multiresistentes en
ninos sin factores de riesgo como hospitalizaciéon previa o
consumo de antibidticos, implica un alto riesgo para
posibles infecciones endégenas, ademas del potencial de
transferencia de determinantes de resistencia entre
gérmenes de florabucal normal.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, cavidad bucal,
resistentes a antibioticos, mecA, Panton-Valentine
leukocidin.

INTRODUCCION

Staphylococcus aureus, es un patdgeno frecuente en
humanos, causando una amplia gama de sindromes
desde infecciones leves de piel y tejidos blandos
hasta infecciones de rapido progreso que ponen en
riesgo la vida del paciente como la neumonia
necrotizante, sepsis severa y fascitis necrotizante"”.
Es un microorganismo que posee caracteristicas
particulares de virulencia y resistencia a los
antibidticos de uso clinico cuya diseminacion es de
gran importancia en salud publica. La flora oral
contiene > 300 especies de bacterias conocidas,
ademas de organismos no cultivables que han sido
descubiertos con técnicas moleculares, destacan-
dose recientemente estudios de microbiota bucal
por pirosecuenciacion®”. Las especies de estafiloco-
cos reportadas mas frecuentemente de muestras de
la cavidad oral son S. epidermidis y S. aureus y con
menor frecuencia S. haemolyticus, S. hominis, S.
warneri, S. capitis, S. saprophyticus, S. xylosus y S.
simulans®.

La especie mas representativa en la cavidad bucal es
el S. aureus, su presencia como un componente de la
flora oral es controversial y puede estar asociada a
infecciones endodonticas, periodontales, periapi-
cales e infecciones supurativas de las glandulas
salivares, debajo de proétesis y en pacientes inmuno-
comprometidos. Se ha aislado principalmente de
saliva, y de la biopelicula supra y subgingival®”.
Cerca del 20-30% de los individuos son portadores
persistentes de S. aureus lo cual significa que se
encuentran siempre colonizados por esta bacteria y
30% son portadores intermitentes (colonizadores
transitorios). La colonizacién aumenta significati-
vamente el riesgo de infecciones por considerarse un

found in 4 isolates containing the mecA gene. No sample
with the PVL virulence factor was detected. Conclusion:
The high prevalence of multidrug-resistant S. aureus in
children with no risk factors such as prior hospitalization
or antibiotic administration implies a high risk of
endogenous infection as well as potential transfer of
resistance determinants between microorganisms of the
normal oral cavity flora.

Keywords: Staphylococcus aureus, oral cavity, antibiotic
resistance, mecA gene, Panton-Valentine leukocidin.

reservorio del patdgeno; las bacterias pueden
introducirse en el organismo cuando las defensas

del huésped estdn comprometidas®”.

Cepas de S. aureus resistentes a meticilina (SARM)
emergieron de forma rapida luego del uso de este
antibiotico para el tratamiento de infecciones
ocasionadas por productores de B-lactamasas®. Los
SARM han sido patdgenos nosocomiales
importantes desde 1960, sin embargo en la pasada
década, han emergido nuevas cepas de SARM en la
comunidad, causantes de infecciones supurativas de
piel y neumonias severas necrotizantes en personas
jovenes sanas sin aparentes factores de riesgo®”. Los
aislados de SARM adquiridos en la comunidad
(SAMR-CO) tienen diversas caracteristicas que los
distinguen de las cepas nosocomiales (SAMR-HA).
SAMR-CO presentan resistencia a menos antimi-
crobianos que las cepas adquiridas en el ambiente
hospitalario®. La resistencia a meticilina en los
estafilococos ha sido asociada al gen mecA que
codifica una proteina de unién a la penicilina,
PBP2A, con actividad transpeptidasa responsable
de la resistencia intrinseca a todos los beta
lactamicos. La deteccion del gen mecA por métodos
moleculares es considerado el método de referencia.
Los SARM-CO presentan diversos factores de
virulencia, principalmente la leucocidina de Panton
Valentine (PVL-Panton Valentine leukocidin)".

En Paraguay existen pocos estudios publicados
sobre S. aureus, en un reporte del ano 2005 se
describen las variantes circulantes detectadas en
muestras clinicas de pacientes hospitalizados en un
hospital publico™. Por lo expuesto y con el fin de
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aportar mas datos epidemioldgicos sobre portacién
de S. aureus en poblacidon infantil se realiza este
estudio que tiene por objetivo detectar la presencia
de S. aureus colonizantes en cavidad bucal de nifios
que concurrieron para un tratamiento a una clinica
odontoldgica, caracterizar a los aislados a través de
métodos microbioldgicos para resistencia
antimicrobiana, detectar la presencia de genes de
virulencia por métodos moleculares y evaluar la
presencia de factores de riesgo asociados a infeccion
en esta poblacion.

MATERIALES Y METODOS

Diseno y poblacion: Este estudio observacional,
descriptivo de corte transverso con muestreo no
probabilistico de casos consecutivos, incluyo la
participacion de 112 nifos de 2 a 15 afios de edad que
asistieron al consultorio de una clinica odontoldgica
en Asuncién, Departamento Central en los meses de
agosto y septiembre de 2013. Fueron incluidos en el
estudio aquellos nifios que asistieron al consultorio
los dias jueves y sabado y cuyos padres dieron su
consentimiento informado. Se excluyeron aquellos
ninos que habian recibido antibidticos en los tltimos
15 dias y aquellos que no brindaron datos clinicos
necesarios para completar la ficha clinica epidemio-
logica disefiada para este trabajo.

Para la recolecciéon de datos se utilizo un
cuestionario estandarizado; en el cual se incluyeron
datos socio demograficos y preguntas relacionadasa
factores de riesgo asociados a S. aureus como el uso
de antibidtico en los tiltimos 3 meses, infecciéon grave
de la piel que ha requerido tratamiento en su casa o
por un profesional médico en los tltimos 6 meses
(infecciones de la piel, abscesos, ulceras con pus).
Exposicién enla comunidad a S. aureus, lugar donde
el nifo se encuentra la mayor parte del tiempo
(guarderias, escuela de futbol, etc), nimero de
hermanos y personas que habitan la vivienda.
Historia familiar de infecciones y otros antecedentes
personales como patologias de base (inmuno-
deficiencia, cardiopatia, nefropatia, patologia
cutanea cronica, enfermedad pulmonar) e
internacion previa.

Analisis microbiolégico: La toma de muestra de la
cavidad bucal se realizé con hisopos estériles. Las
muestras fueron cultivadas en agar-manitol salado,

las colonias manitol positivas se cultivaron en agar
sangre, identificindose S. aureus por las pruebas
bioquimicas convencionales que incluyeron
resultados positivos para catalasa, coagulasa,
DNAsa y prueba de aglutinacién de Latex para S.
aureus. El estudio de sensibilidad se realizé por el
método de difusion de disco segin normas del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)"”
y se incluyeron 11 antibidticos. La resistencia a
meticilina se determiné utilizando discos de
oxacilina y cefoxitina.

Andlisis moleculares: El 100% de los S. aureus
aislados fueron analizados por métodos
moleculares para la deteccion de los genes mecA y
pol. La extraccion de ADN fue por el método de
ebullicion. La deteccién del gen de resistencia a
meticilina, mecA y el factor de virulencia PVL se
realizd por la técnica reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) empleando cebadores especificos
y condiciones de amplificacion descritas previamen-
te por Murakami y Lina respectivamente"”. Los
productos de PCR fueron visualizados en geles de
acrilamida al 1% con tincién de bromuro de etidio.

Asuntos Eticos: Se conté con el permiso previo de las
autoridades de la clinica y del responsable del
servicio de microbiologia participante del presente
protocolo. Se solicito el consentimiento informado a
los padres y aquellos que aceptaron ingresar al
protocolo fueron sometidos al cuestionario clinico-
epidemiolégico y a la toma de muestra. El
procedimiento de toma de muestra no es invasivo, ni
cruento por lo que no conllevd molestias o riesgos
paralasalud delos nifios.

Asuntos estadisticos. Los datos obtenidos del
estudio fueron almacenados en una base de datos,
utilizando una planilla electrénica Excel en base al
cuestionario de investigacion; se utiliz6 estadistica
descriptiva.

RESULTADOS

Un total de 112 muestras de hisopados de la cavidad
bucal fueron colectadasy cultivadas en agar-manitol
salado, las colonias manitol positivas se cultivaron
en agar sangre, identificandose S. aureus por las
pruebas convencionales (Figura 1).
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Figura 1. Cultivos de hisopados de cavidad bucal de nifios sanos
en (a) Colonias de S. aureus en agar-manitol salado, (b) Colonias
de S.aureus en agar sangre y (c) Antibiograma en agar Mueller
Hinton para S. aureus.

El 51% de los nifios participantes eran del sexo
femenino y el 25,9% eran menores de 5 anos. En
relacion a la procedencia de los nifios incluidos en el
proyecto, el 33,9% provenian de Asuncion, el 61,6%
del Departamento Central y los restantes procedian
de los Departamentos de Paraguari, Cordillera y
Chaco-i. Se observaron caries pequenas y grandes en
el momento de la consulta en 93 nifios (83%).

El promedio de habitantes por vivienda de los
participantes fue de 6 personas (Tabla 1). En el
examen clinico al momento de la consulta
odontologica se diagnosticod gingivitis en 7 nifios
(6,2%) y fistula y mucosa oral con eritema en 4 nifios
respectivamente (3,6%). Del total de estos 11 nifios
en los que se observaron afecciones odontologicas 3
presentaron S aureus con resistencia a penicilina y
cloranfenicol.

Se aislo S. aureus en 37 nifos generando una
frecuencia de portacion de 33%. Del total de nifios
portadores de S. aureus el odontograma registro tres
o mas superficies afectadas en 32 (83,8%), con un
promedio de 3 caries pequenas y 2 caries extensas
por nifio. Asi mismo de este grupo, 2 (5,4%) nifios
manifestaron infecciéon en la piel en los tltimos 6
meses y en el momento de la toma de muestra, como
también manifestaron tener familiares con infeccion
en la piel y en ambos casos los aislados fueron
resistentes a penicilina (Tabla 1).

Se detecto resistencia a penicilina en el 89,2% de los
aislados de S. aureus, seguido en frecuencia por los
niveles de resistencia a cloranfenicol (16,2%) y
oxacilina (10,8%) (Tabla 2). No se detectaron
aislados de S. aureus resistente a trimetoprim
sulfametoxazol ni rifampicina. La asociacion de
resistencia simultdnea a antibidticos mostr6 que 35
aislados de S. aureus (94,6%) fueron resistentes a al
menos un antibidtico y 4 (10,8%) aislados

presentaron resistencia a mas de tres antibidticos
(resistencia multiple) y ademas fueron portadores
del gen mecA que confiere resistencia a meticilina
(Figura 2). Los aislados multirresistentes provenian
de nifos de 5, 7, 8 y 15 afios, mientras que la
asociacion de antibidticos a los cuales eran
resistentes los aislados de S. aureus se muestra en la
tabla 3. No se detecté la presencia del factor de
virulencia PVL en los aislados de S. aureus
analizados en este trabajo.

Tabla 1. Factores de riesgo de portacion de cepas de
S. aureus en nihos que asistieron al consultorio
odontoldgico. (n=112).

N° de Casos Portacion S.

:::ﬁzz N© Total LPl:o.medio der Promedio de Caries con patol aureus con
(Anos) e e vivienda pequefias  grandes asol;?:::;s* *) :;;tsiﬁ:c(lf)
2a5 29(259%) 5 3 1 0 1(3,4%)
6a10 63 (56,2%) 6 3 1 8 2 (3,2%)
11a15 20(17,9%) 6 2 1 2 1(5%)

(*) Resistencia a mas de 3 drogas incluyendo Oxacilina. (**) Fistula, eritema, gingivitis.

Tabla 2. Susceptibilidad a antibioticos de S. aureus
aislados de cavidad bucal de ninos (n=35).

Antibitico Resistencia Sensibilidad intermedia
Ne° de cepas % N° de cepas %
Oxacilina 4 10,8 - -
Penicilina 33 89,2 - -
Eritromicina 3 8,1 - -
Gentamicina 2 54 - -
Trimetropin-Sulfametoxazol - - - -
Tetracilina - - - -
Cloranfenicol 6 16,2 - -
Ciprofloxacina 1 2,7 1 2,7
Cefoxitina 4 10,8 - -
Clindamicina 3 8,1 - -
Rifampicina - - - -

Tabla 3. Patrones de resistencia a antibioticos de S.
aureus aislados en cavidad bucal de nifios (n=35).

Tipo de Patron de  N° de Numero de cepas

Detalle de antibioticos

resistencia antibidticos (n%)
1 7 Ci, G, Cl, Ce, OXA, E, P 1(2,9)
2 6 C, Cl, Ce, OXA, E, P 1(2,9)
3 5 Cl, Ce, OXA, E, P 12,9
4 3 Ce, OXA, P 12,9
5 2 C,P 3(8,6)
6 2 G, P 1(2,8)
7 1 C 2(5,6)
8 1 P 25 (71,4)

C: cloranfenicol, SXT: trimetoprim-sulfametoxazol, T: tetraciclina, Ci:
ciprofloxacina, Cl: clindamicina, G: gentamicina, R: rifampicina, E:
eritromicina, P: penicilina, Ce:cefoxitina, OXA.
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Figura 2. Deteccidon de genes mecAy pvl por PCR. Gel de agarosa
al 2% tefiido con bromuro de etidio. Carriles de izquierda a
derecha: M. Marcador de 100pb, 1. Control negativo de la
reaccién, 2. Control positivo cepa de referencia portadora de
genesmecAy pul, 3. Aislado de paciente positivo para gen mecA.

Del total de nifios portadores de S aureus, 7 (18,9%)
manifestaron haber consumido antibiético en los
ultimos 3 meses. En los aislados provenientes de
estos ninos se detecto resistencia a penicilina en 5 de
ellos, 1 a penicilina y cloranfenicol y 1 no presentd
resistencia a los antibidticos testados. Tres nifios
tenian antecedentes de internacién en los tltimos 3
meses, con edades de 5, 6 y 7 afios, detectandose en
los tres casos resistencia a penicilina. Un total de 14
ninos manifestaron tener cuadros respiratorios de
los cuales tos, asma y neumonia fueron las manifes-
taciones clinicas comunes. Los casos de nifios
portadores de cepas multiresistentes al momento de
la consulta presentaban pequehas caries que no
requerian de un tratamiento muy invasivo, por lo
que en estos casos el riesgo de infeccion era bajo.

DISCUSION

Se conoce poco sobre el rol de los estafilococos en la
cavidad oral de individuos sanos y enfermos. El
resultado de portacién de S. aureus en cavidad bucal
detectado en este trabajo es del 33% y el gen de
resistencia a meticilina (mecA) es similar a lo encon-
trado en el estudio de Miyake y colaboradores™
quienes hallaron igual porcentaje de portacion en
ninos japoneses de 1 a 5 afos. En una revisién
llevada a cabo en el afio 2001 reportaron un estudio
sobre portaciéon en la cavidad oral en 307 nifios de 1 a
5 anos, donde el 33% eran portadores de S. aureus y
5% de éstos eran resistentes a meticilina; 19% de los
S. aureus aislados producian una toxina exfoliativa y
el 40% producia una enterotoxina”. Jackson y
colaboradores encontraron cifras de portacion del

5% en 124 nifnos con cancer inmunocomprometidos,
a raiz de estos resultados los autores sugirieron que
se realice un cultivo bacteriano de rutina en la cavi-
dad bucal de pacientes pediatricos neutropénicos"”.

Un estudio publicado en el afio 2009 por Miller y
col."” realizado en Manhatan, en 321 viviendas con
914 habitantes, hallaron una prevalencia de S. aureus
del 25%, 0,4% SARM y 97 (11%) individuos con
infecciones severas de la piel en los tiltimos 6 meses.
Sin embargo, no se encontrd correlacion entre
colonizacién nasal e infecciones activas en piel, por
lo que recomiendan el estudio de portacion en otros
sitios del cuerpo que podrian ser cruciales en la
transmision. En nuestro estudio tan solo 2 nifios
manifestaron infeccion en la piel y sus familiares
también por lo que podria aportar evidencia hacia
una transmision intrafamiliar, éste hecho ha sido
apuntado por varios autores incluyendo a Knox y col
™. Un estudio genético comparativo de los aislados
de S. aureus en boca y en piel podria aportar mayor
informacion sobre esta asociacion.

Diversos autores han indicado la necesidad de
profundizar el estudio del rol de S. aureus en cavidad
oral"”. En un estudio realizado en Uruguay en nifios
que asistian a consultorios odontologicos, con el fin
de demostrar que el uso de un antimicrobiano puede
modificar la composicion de los gérmenes de la
microflora normal, describen que el 84,6% de los
ninos habian consumido antibidticos previamente a
la consulta®. En nuestro estudio con el fin de evitar
la asociacion de consumo de antibiético como factor
de riesgo parala seleccion de gérmenes resistentes en
cavidad oral, hemos ingresado al estudio solo aque-
llos nifios cuyos padres manifestaban que los nifios
no consumieron antibiético enlos tiltimos 15 dias.

Es mucha la informacion cientifica referente a
portacion de S.aureus en ninos en areas como piel,
fosas nasales, etc.”'?”; contrastando con lo
correspondiente a la cavidad oral, muy poco enfo-
cada como objeto de investigacion; ésta situacion
revela la necesidad de realizar investigaciones con
diferentes poblaciones y disefios con el objeto de
aportar datos que muestren la situacion real de los
pacientes en cuanto a la portacion bucal de S. aureus
y patrén de resistencia antimicrobiana. Atn mas
teniendo en cuenta el riesgo de las infecciones
bucales como puerta de entrada a enfermedades
sistémicas. En la boca se hallan presentes varias bac-
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terias que por lo general se mantienen bajo control
con una buena higiene bucal como el cepillado y el
uso de hilo dental diarios. Cuando las bacterias
patdgenas crecen fuera de control, pueden ocasionar
infecciones en las encias y de esta manera convertir-
sela cavidad oral en un puerto de entrada al torrente
sanguineo. Incluso en ciertas condiciones los gérme-
nes de la flora normal pueden advenir como patoge-
nos pudiendo ser agentes de posibles infecciones
enddgenas como por ejemplo endocarditis bacte-
riana, bacteriemia en el paciente neutropénico™.

Los aislados de S. aureus estudiados en este trabajo, en
base a los antecedentes clinicos, parecen corres-
ponder a cepas adquiridas en la comunidad, ya que no
hay antecedentes de hospitalizacion. Si bien solo la
décima parte de los aislados fueron SARM-CO vy
ninguno de ellos portaba el factor de virulencia PVL,
no se puede descartar el riesgo de que los mismos bajo
ciertas condiciones del huésped puedan ocasionar
patologias graves. Es importante resaltar que a nivel
mundial las cepas SARM-CO se han asociado a
infecciones graves en nifios sin factores de riesgo y
previamente sanos. Las cepas adquiridas en la comu-
nidad tienen un patrén de susceptibilidad a antimicro-
bianos diferente a las de origen hospitalario. Demues-
tran solamente resistencia a meticilina y buena
respuesta a clindamicina, cotrimoxazol y tetraciclinas.
Provocan infecciones de la piel preferentemente (85-
90% de los casos) y en ~10% causan infecciones graves
(¢j. sepsis 0 neumonia necrosante mas frecuentemen-
te) que pueden ocasionar la muerte del paciente® .

Los resultados de este trabajo nos abren camino a
seguir profundizando sobre la importancia de la
resistencia bacteriana y su relacién con el consumo
de antimicrobianos a nivel clinico y social, con
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enfoques epidemioldgicos en salud bucodental en
escolares. Los datos generados en trabajos futuros
de investigacién pueden convertirse en un
instrumento basico en la planificacion de los
programas de prevencion y de asistencia dental. Es
sorprendente la escasez de conocimiento sobre el
papel de los estafilococos orales en la salud y la
enfermedad, por lo que ahondar en esta area puede
conducir a beneficios multiples como la mejora de
los regimenes de descolonizacion para la erradica-
cion de SARM y el reconocimiento de la boca como
una posible fuente bacteriemia de estafilococos.

CONCLUSION

El presente estudio demuestra una vez mas que las
infecciones causadas por S. aureus representan un
desafio para las instituciones sanitarias en nuestro
pais en cuanto al manejo y control de su disemina-
cion. E133% de los nifios de 2 a 15 afios que asistieron
ala clinica odontologica eran portadores de S. aureus,
y €l 94,6% de los aislados eran resistentes a al menos
un antibidtico testado, esto implica un alto riesgo
como agentes de posibles infecciones endogenas y un
riesgo potencial de transferencia de determinantes
de resistencia entre gérmenes de flora normal.
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