ARTICULO ORIGINAL

Frecuencia de colonizacién y sensibilidad de
Staphylococcus aureus en un grupo de nifos sanos en
Asuncion

Frequency of colonization and sensitivity of Staphylococcus
aureus in a group of health children in Asuncion

Irene Benitez', Gladys Veldzquez’, Katherine Alfonzo', Patricia Giménez', Fabiola Martinez',
Gabriela Avila’, Natalia Cabrera’, Monica Rodriguez', Jorge Canese’, Zoilo Morel'

RESUMEN

Introduccion: La portacion nasal de Staphylococcus aureus
(SA) en individuos sanos constituye una fuente potencial
de infeccion. La prevalencia de infecciones por SA
adquiridas en la comunidad ha aumentado entre los nifios
sanos. Aunque la epidemiologia de la colonizacién e
infeccién por SA en otros paises se ha estudiado
ampliamente, los datos son limitados en el Paraguay.
Objetivos: Determinar la prevalencia de la portacion
nasal por SA y su susceptibilidad antimicrobiana en una
poblaciéon de escolares sanos en Asuncién, y evaluar
factores de riesgo asociados a la colonizacion. Material y
métodos: Estudio multicéntrico, prospectivo, descriptivo
y analitico, sobre la colonizacién nasal por SA en nifios de 5
a 16 afios, durante el periodo comprendido entre junio y
julio del 2016. Previa autorizaciéon de los padres y la
escuela, se recogieron datos demograficos y factores de
riesgo para la colonizacion. La determinacion de SA se
realiz6 mediante muestras de hisopado de las narinas de
los nifios. Se realizaron pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana en Agar Mueller y la sensibilidad a la
vancomicina se realizd6 mediante tiras de E-Test®. Los
datos fueron registrados en planillas Excel y analizados
con el software R v.3.4.2 Resultados: 299 nifios fueron
incluidos en el estudio. De estos, 58%(173) eran mujeres
con una media de edad de 10,6 (+2,5) afos. El 79,9%
procedia de Asuncién y vivia con una media de 5,1 (+1,8)
habitantes en el domicilio. Se determino la presencia de SA

ABSTRACT

Introduction: Staphylococcus aureus (SA) nasal carriage
in healthy individuals is a potential source of infection.
The prevalence of SA infections acquired in the
community has increased among healthy children.
Although the epidemiology of colonization and infection
by SA in other countries has been studied extensively, data
are limited in Paraguay. Objectives: To determine the
prevalence of nasal carriage by SA and its antimicrobial
susceptibility in a population of healthy schoolchildren in
Asuncion, and to evaluate risk factors associated with
colonization. Material and methods: This was a
multicenter, prospective, descriptive and analytical study
on nasal colonization by SA in children aged 5 to 16 years
between June and July 2016. After obtaining authorization
from parents and the school, we collected data on
demographics and on risk factors for colonization. The SA
colonization determination was made by swabbing
samples from the children's nostrils. Antimicrobial
susceptibility tests were performed on Mueller Agar and
the sensitivity to vancomycin was made using E-Test®
strips. The data were recorded in Excel spreadsheets and
analyzed with the R v.3.4.2 software. Results: 299 children
were enrolled in the study. Of these, 58% (173) were female
with an average age of 10.6 (+ 2.5) years. 79.9% came from
Asuncién and lived with an average of 5.1 (+ 1.8)
inhabitants at home. The presence of SA was detected in
30.8% (92/299) of the children. 63% of children reported
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en el 30,8% (92/299) de los nifios. E163% de los nifios refirié
algtn factor de riesgo para la colonizacién por SA. Se
objetivo que el antecedente de una enfermedad previa
OR=1,92 (95%IC 0,88-4,28), el uso de antibidticos previos
OR=1,51 (95%IC 0,89-2,55), la convivencia con mascotas
OR=1,42(95%IC 0,81-2,50) y los tratamientos crénicos
OR=1,20 (95%IC 0,55-2,61) fueron las variables asociadas a
un mayor riesgo de presentar colonizacién por SA.
Conclusion: En el presente estudio se objetivd que el
30,8% de los ninos incluidos en el estudio presentaba
colonizacién por SA y que los factores asociados a un
mayor riesgo de colonizacion han sido el antecedente de
una enfermedad previa, el uso de antibidticos, la
convivencia con mascotas y los tratamientos crénicos.

Palabras claves: Antibioticos, colonizacidén, nifios sanos,
portacidénnasal, Stafilococcus aureus, sensibilidad.

INTRODUCCION

Eluso indiscriminado de antibidticos ha incrementa-
do laresistenciaalos mismos alrededor del mundoy
constituye actualmente un problema de creciente
importancia. El1 Staphylococcus aureus (SA) es un pato-
geno en humanos y animales, que ademas de ser un
colonizador frecuente de piel y mucosas **, puede
causar una amplia gama de sindromes en personas
sanas que no tienen ningtn factor de riesgo, desde
infecciones leves de piel y tejidos blandos hasta
infecciones de rapido progreso que ponen en riesgo
lavida del paciente ®°.

La colonizacion se define como la presencia, creci-
miento y multiplicacién del microorganismo en un
hospedero sin causar una respuesta inmune especifi-
ca o infecciéon de un area donde no son considerados
como patogenos virulentos, pero que facilita la per-
sistencia del mismo en el organismo . De hecho, en
estudios previos se ha objetivado que durante los
brotes nosocomiales ocasionados por esta bacteria, la
mitad de los pacientes son portadores de lamisma .

La poblacion pediatrica tiene la prevalencia mas alta
de colonizacién por SA: entre el 11,9% y el 53,8%. De
acuerdo con el grupo etario, la colonizacion suele
darse en las fosas nasales, principalmente en el
vestibulo nasal y en mayor proporcién en el epitelio
escamoso humedo del tabique adyacente al orificio
nasal “”. Sin embargo, se puede portar el micro-

some risk factor for colonization by SA. We found that a
history of a previous disease OR =1.92 (95% CI 0.88-4.28),
the use of previous antibiotics OR=1.51 (95% CI 0.89-2.55),
cohabitation with pets OR = 1.42 (95% CI 0.81-2.50) and
chronic treatments OR = 1.20 (95% CI 0.55-2.61) were the
variables associated with an increased risk for
colonization by SA. Conclusion: In the present study it
was found that 30.8% of the children enrolled in the study
were colonized by SA and that factors associated with an
increased risk of colonization were a history of a previous
disease, the use of antibiotics, coexistence with pets and
chronic treatments.

Key words: Antibiotics, colonization, healthy children,
nasal portation, Staphylococcus aureus, sensitivity.

organismo en otras partes del cuerpo como la piel, el
periné, la nasofaringe y, con menor frecuencia, el
tracto gastrointestinal, la vagina y las axilas “"".

La prevalencia de la colonizaciéon nasal por SA
también varia dependiendo de la raza, el sexo y la
edad. Las personas de raza blanca, las de sexo
masculino y las de menor edad presentan mayores
tasas de colonizacion. También puede propagarse
cuando se comparten articulos y equipos personales
o por el contacto con cualquier otra superficie
contaminada con secreciones o drenajes de heridas
infectadas *”.

Las infecciones por SA fueron en principio tratadas
con penicilina; sin embargo, este microorganismo
desarrollé rapidamente la produccion de B-
lactamasas, responsables de la resistencia a este
antimicrobiano. Luego, se desarrollaron penicilinas
semi-sintéticas como la meticilina, oxacilina y sus
derivados fluorados, los cuales son los antibioticos de
eleccion en el tratamiento de infecciones producidas
por este microrganismo. La prevalencia de
infecciones por SA y Staphylococcus aureus meticilina
resistentes (SAMR) adquiridas en la comunidad ha
aumentado entre los nifios sanos, y en algunos
reportes hasta el 80% de los aislamientos son
resistentes a estos antibi6ticos *"”. La colonizacién
nasal de SA se ha correlacionado con un aumento de
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. . . 7
riesgo de contraer la enfermedad invasiva ®”.

La heterogeneidad de las enfermedades y la capacidad
especifica del SA para generar resistencia a antibioticos
reflejan sus dotes para adaptarse a una gran variedad
de ambientes y poder sobrevivir a ellos. Durante los
altimos 20 afios, las cepas de SAMR emergieron como
los principales patdgenos bacterianos resistentes a
antibidticos, reportados en infecciones nosocomiales a
través de todo el mundo. Aunque la epidemiologia de
la colonizacién e infeccion por SA en otros paises se ha
estudiado ampliamente, los datos son limitados en
Paraguay ®'"”. Con una poblacién humana en
crecimiento, el medio microbiano en nuestro pais debe
ser estrechamente monitorizado, especialmente con
los recientes informes de propagacion mundial de
resistencia a los antibioticos “"".

Entre los factores que pueden influenciar la coloni-
zacion por SA, sobresalen los poblacionales, los
sociodemograficos y los genéticos. Se sugieren como
factores de riesgo que seleccionan y condicionan la
colonizacion por este tipo de cepas: las hospitaliza-
ciones prolongadas, las intervenciones quirtirgicas,
pacientes admitidos en una unidad de cuidados
intensivos, el uso irracional de antibidticos, contacto
con animales, presencia de comorbilidades, antece-
dentes de infecciones en la piel, el nivel socioecono-
mico, hacinamiento, niimero de hermanos, la asis-
tencia a hogares infantiles. Los grupos humanos que
pueden tener mayor susceptibilidad: nifios, milita-
res, deportistas, trabajadores del area de la salud,
personas hospitalizadas, veterinarios, o la proximi-
dad al personal médico u otros pacientes coloniza-
dosoinfectados por SA “**.

La monitorizacion y los cultivos de vigilancia
epidemioldgica en busca de portadores de SA u
otros microorganismos permiten conocer la
verdadera dimensién del problema e implementar
medidas de prevencidny control de las infecciones.

Objetivos

Determinar la prevalencia de la portacion nasal por
SA y su susceptibilidad antimicrobiana en una
poblacion de escolares en Asuncion, y evaluar
factores de riesgo asociados a la colonizacién.

MATERIALY METODOS

Estudio multicéntrico, prospectivo, descriptivo y
analitico, en ninos de 5 a 16 anos de edad, en dos
escuelas publicas y una privada de Asuncién, en el
periodo comprendido entre junio y julio del 2016.
Después de obtener el consentimiento informado, se
recogieron datos demograficos y factores de riesgo
parala colonizacién, como historia de hospitalizacién
de hasta 1 afo atras, catéteres, ninos en tratamiento
antialérgico-antiinflamatorio nasal por spray o
aerosol, o antecedente de infecciones de la piel y de
los tejidos blandos durante el ano anterior,
convivencia con trabajadores de la salud.

Los procedimientos de recogida de muestras y de
laboratorio se realizaron en base a modelos de técnicas
anteriores utilizadas por Nakamura et al., y Mainous et
al. . Las muestras se obtuvieron de las narinas de
cada nifo participante utilizando un hisopo, pre-
humedecidos con agua estéril. El hisopo se insertd en
cada fosa nasal, girando durante 5 segundos, y se
colocd inmediatamente en medio de transporte de
Stuart, conservando en hielo (4 °C) hasta su traslado al
laboratorio. Las muestras se sembraron
posteriormente en agar manitol y agar sangre y fueron
incubadas durante 24-48 horas a 37°C. A aquellas
colonias caracteristicas de Staphylococcussp. se les
realizo las pruebas de catalasa, coagulasa, aglutinacion
de particulas de latex, DNAsa. A aquellas colonias de
Staphylocoocus aureus, se les realizd las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana en Agar Mueller. Se
testaron los siguientes antibidticos oxacilina, cefoxitina,
penicilina, clindamicina, eritromicina, gentamicina,
tetraciclina, ciprofloxacina, y trimetoprim-
sulfametoxazol (TMP-SMX). La sensibilidad de la
vancomicina se realizé mediante las tiras de E-Test. Las
placas se incubaron durante 24 horas a 37°C y se
midieron los didmetros de la zona, registrandose y
clasificandose como sensibles, intermedios o
resistentes segtin la tabla de interpretacion por Clinical
and LaboratoryStandardsInstitute (CLSI) “°.

Las cepas resistentes a la oxacilina fueron SAMR por
disco de cefoxitina incubados a 35°C durante 24
horas. Se utilizé6 como control de calidad al
organismo S. aureus ATTC 25923, de acuerdo con los
procedimientos estandar recomendados por CLSI.
Resistencia inducible a clindamicina se probo por
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'D-test' segtin las pautas del CLSL. "” La eritromicina
(15 mg) y discos de clindamicina se colocaron a una
distancia de 15 mm (borde a borde) de uno al otro en
una placa de agar Mueller-Hinton, inoculado
previamente con 0,5 suspensiones bacterianas
estandar McFarland. Después de la incubacion a
37°C, durante 18-24 horas, por aplanamiento de la
zona de alrededor de la clindamicina en la zona
entre los dos discos (en forma de D), se indico la
resistencia inducible a la clindamicina.

Los datos fueron analizados mediante el software R
v.3.4.2. Las variables cuantitativas se presentan
como medias con sus correspondientes desviaciones
estandar y las cualitativas con sus frecuencias. Para
identificar los factores de riesgo asociados a la
presencia de SA se utiliz6 un modelo de regresiéon
(packages “Ime4” del programa R version 3.4.2).y se
analizé el OR para cada caso.

Los datos del cuestionario se registraron en los for-
mularios de los cuestionarios y se introdujeron en
una hoja de calculo Microsoft Excel. Los resultados
de laboratorio se introdujeron en la hoja de calculo
junto con la informacion del participante correspon-
diente a medida que estuvieron disponibles. Se calcu-
laron los datos estadisticos descriptivos (medias,
desviaciones estdndar, frecuencias y porcentajes
incluidos) para las variables socio-demograficas.
Etapas de regresion logistica se usaron para evaluar
las asociaciones independientes. Una p <0,05 es consi-
derada estadisticamente significativa.

Se obtuvo el consentimiento informado por escrito
de los tutores legales de cada participante y el
estudio fue aprobado por las Juntas Institucionales
de cada colegio y por la Catedra de Microbiologia de
la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad
Nacional de Asuncioén.

RESULTADOS

De los 299 nifios incluidos en el estudio, 58%(176)
eran mujeres con una media de edad de 10,6 (+2,5)
anos. E179,9% procedia de Asuncion y vivia con una
media de 5,1 (+1,8) habitantes en el domicilio. En la
Tabla 1 se presentan las principales caracteristicas de
la poblacion analizada.

Se determind la presencia de SA en el 30,8% (92/299)
delosninos. Enellos, laedad media fue de 10,5 (£2,5)
anos y el 57,6% eran mujeres. En la Tabla 2 se
presentan los datos clinicos de la poblacién segun
sea portadoraonode SA.

El 63% de los nifios colonizados refiri6 algin factor
deriesgo, enfermedades previas 15%, internacion en
los tltimos 6 meses: 16% de los nifios, procedimiento
invasivo en 12%, medicacion crénica 12% y uso
reciente de antibioticoterapia 36% (33), con
infecciones recurrentes de piel 4%, y convivencia
con personal de salud 12% "” (Figura 1).

Se objetivd que el antecedente de una enfermedad
previa OR=1,92 (95%IC 0,88-4,28), el uso de
antibidticos previos OR=1,51 (95%IC 0,89-2,55), la
convivencia con mascotas OR=1,42(95%IC 0,81-2,50)
y los tratamientos crénicos OR=1,20 (95%IC 0,55-
2,61) fueron las variables asociadas a un mayor
riesgo de presentar colonizacion por SA. (Tabla 3).

De los pacientes colonizados por SA, (30,8%)
mostraron indice de resistencia: 3% a oxacilina, 12%
aeritromicina y clindamicina, 2% a rifampicinay 1%
a ciprofloxacina y gentamicina. Todos fueron
sensibles a TMP-SMXy vancomicina (Figura 2).

Tabla 1. Caracteristicas socio-demograficas de la
poblacién estudiada.

Total Portacion nasal - Portacién nasal +
n total, (M/F) 299, (123/176) 207, (84/123) 92, (39/53)
Edad, media (+ DE) en afios 10.6 (+2.5) 10.6 (+2.6) 10.5 (+2.5)
Grado escolar, n
1° 50 37 13
2° 25 15 10
3° 37 23 14
4° 40 28 12
5° 34 25 9
6° 39 26 13
7° 37 27 10
8° 21 14
9° 16 12 4
Procedencia, n
Asuncion 239 158 81
Lambaré 28 23 5
Luque 10 7 3
San Lorenzo 8 7 1
Fernando de la Mora 7 6 1
Villa Elisa 5 5 0
Caacupé 1 1 0
Limpio 1 0 1
N° de habitaciones, promedio (+DE) 5.1 (+1.8) 5.1(+1.8) 5.3(+1.9
Mascotas (si) 213 143 70
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas y antecedentesdelos ~ DISCUSION
grupos comparados
Portacién nasal - Portacién nasal + Este trabajo presenta una instantanea de la portacion
n, (M/F) 207, (841123) 92, (39/53) de SA comunitario en nifios previamente sanos en
Edad, media (+ DE) en afos 10.6 (£2.6) 10.5 (£2.5) . .y ’
Peso, medio (+ DE) en kg 426 (+13.9) 39.7 (413.1) edad escolar en la ciudad de Asuncién. Segun
Min 16 12 reporta la literatura, los pacientes con colonizacién
Max - = nasal de SA sirven como reservorio y medio de
Talla, media (+ DE) en cm 151.6 (+81.6) 145 (+14) ’ v A4 y :
Min 110 118 propagacion del microorganismo. Todavia existen
Max 189 174 .z
oA 195 (23.9) 184234 datos escasos ~sobre la portacion nasal de, SA en
Min 11.9 12 Paraguay ennifios en edad escolar. Lamayoria de los
Max 356 287 estudios publicados se basan en la busqueda de la
Antecedentes analizados 1 . ., f 1 . b 1
Enfermedades 15 12 colonizacién en fosas nasales, sin embargo, algunos
HospitalizacionesB 34 15 autores consideran que es necesaria la obtencion de
Procedimientos invasivosB 24 11 , . .
S mas de un tipo de exudado cuando se realizan
Tratamientos crénicos 21 1 ; - o,
Infecciones en piel 10 4 estudios para la localizacion de portadores, como
Uso de antibidticos B 56 33 ; ; iAM 0 a] 1317
- - por ejemplo, exudado axilar o de regién inguinal ™.

Convivencia con personal de salud

"IMC = peso /talla’ (peso en Kg y talla en metros), “los 6 meses precedentes a la realizacién del hisopado nasal

IMC: indice de masa corporal

Figura 1. Factores de Riesgo. N: 92.

Tabla 3. Variables utilizadas para el analisis de
riesgo enla poblacion estudiada

OR IC- IC+
Enfermedades 1,92 0,88 4,28
Uso de antibidticos 1,51 0,89 2,55
Mascotas 1,42 0,81 2,50
Tratamiento crénico 1,20 0,55 2,61
Procedimiento invasivo 1,04 0,48 2,21
Hospitalizacion 0,99 0,51 1,93
Convivencia con personal de salud 0,99 0,46 2,11
Infeccion cutanea 0,90 0,27 2,93
A los 6 meses precedentes a la realizacion del hisopado nasal
4 N\

Tetracilina 10%
Tmp.Sx 10%
Vancomicina 0%
Gentamicina I 1%
Ciprofloxacina (00 1%
Rifampicina 2%
Oxacilina E 3%
Eritromicina I | 2 %

Clindamicina 12%

J

A
Figura 2. Resistencia Antimicrobiana. N: 92.

En nuestro estudio encontramos una frecuencia no

e N .
despreciable de portadores de SA. Este hecho
Infeccion de la piel I 4% .. .
coincide con otros reportes nacionales, como el de
Convive Personal de Salud  INEG_—_— 12% A . .
i g o Cataldoy col., querefiere enunestudiorealizadoen
Medicacién cronica [N 12%
Procedimiento invasivo N 12% pacientes hasta 15 afnos donde se describe un
Enfermedad previa  NEE 15°% porcentaje similar alnuestro de 33% .
Internacion reciente NN 16%
S 6% - . e
Uso ATB 36% Otros trabajos como el de Gonzalez y col. en nifios
L 0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% ) sanos encontraron 36,7% "9 Hisata et al, encontraron

en Japon una frecuencia de 28.2 % en 818 preescolares
estudiados *”. Shetty et al, hallaron una frecuencia de
25% en 500 nifios en India ®”. Estudios en Estados
Unidos e Iran documentaron prevalencias de
portacion nasal de SA en nifios entre 23% y 27,1%,
respectivamente **?.

Ennuestro estudio no hubo diferencias significativas
en cuanto a la edad, pero si una frecuencia mayor en
ninas. En un estudio realizado por Lozano y col. en
individuos sanos desde 4 a 58 afios de edad la
colonizaciéon fue mayor en la poblacion infantil y
adultosjovenes ™.

De la poblacién con colonizacion por SA en nuestro
estudio obtuvimos cepas sensibles a la meticilina del
97%y cepas SAMR de 3% testadas por disco de cefoxi-
tina, en comparacion con los estudios de Gonzalez y
Col,, cuyos hallazgos coinciden. En otros estudios
similares se observaron un porcentaje mas elevado de
SAMR de 9y 10,8% respectivamente “****. Los demds
antibioticos testados fueron resistentes el 12% a eritro-
micina y resistencia inducible a la clindamicina de
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12% similar a los estudios mencionados anteriormen-
te, con escaso indice de resistencia a rifampicina,
ciprofloxacina y gentamicina. Ninguna cepa fue resis-
tente a glucopéptidos, en nuestra poblacion asi como
al trimetropinsulfametoxasol.

Mas de la mitad de los nifios colonizados tenia algun
factor de riesgo como uso reciente de antibidticos,
enfermedades previas, entre las mas frecuentes
infecciones respiratorias e internaciones recientes, al
igual que la convivencia con el personal de salud; en
menor frecuencia infecciones recurrentes de piel
como describe la literatura ***”.

CONCLUSION

En el presente estudio encontramos un estado de
portacion de SA de 30,8%. El método por agar fue ttil
para la deteccion de SA, pero es indispensable la
reaccion en cadena de la polimerasa para clasificarlo
definitivamente. Llama la atenciéon la mayor
resistencia a clindamicina y macrélidos. Los
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