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RESUMEN

El aparente incremento en el numero de aislamientos de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina (SARM) de origen comunitario en
algunos grupos de poblacién nos llevé a estudiar los factores de riesgo y el perfil epidemiolégico de los portadores nasales de S. aureus de
edad =65 anos, sanos y autbnomos, de la comunidad de Segovia. Se estudié con especial atencion su posible origen comunitario. Se realizé
un estudio prospectivo y observacional con personas que acudian habitualmente a los Centros de Mayores pertenecientes a Segovia capital y
provincia (Carbonero, Cuéllar, Cantalejo). El periodo de estudio fue de enero a mayo de 2003. Se distinguié entre adquisicion intrahospitala-
ria y extrahospitalaria (adquirida en la comunidad). Los aislamientos tanto de SARM como de SAMS (S. aureus sensible a la meticilina) se es-
tudiaron mediante electroforesis en campo pulsante (ECP). La prevalencia de portadores nasales de S. aureus fue del 19,5% y de SARM del
1,1%. El sexo femenino se asocié de manera significativa con el estado de portador. El 100% de los aislamientos de S. aureus fueron sensi-
bles a la mupirocina. Se obtuvo un 100% de sensibilidad y especificidad con la prueba de aglutinacion en latex sobre soporte. El estudio mo-
lecular de las cepas de SARM mostré que la transmisién fue monoclonal; sin embargo, en el caso de los SAMS la transmision resulté ser més
policlonal. Nuestros resultados sientan las bases para emprender estudios similares en otros Centros de Mayores espafioles, y proporcionan
pruebas acerca de la posibilidad de que empiecen a circular cepas de SARM y se establezcan de forma importante en la comunidad, seha-
lando asi la necesidad de establecer estrategias de control para prevenir tal diseminacion
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Epidemiological study of Staphylococcus aureus nasal carriage
in senior people centers

SUMMARY

The observation of an increasing number of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) isolates in some population groups prompted
us to study the risk factors and the epidemiological profile of S. aureus nasal carriage in healthy adults 65 years of age and older residing in
the province of Segovia. Attention was particularly focused on the possibility that some of the infections were community-acquired. We con-
ducted a prospective and observational study of people who usually visited senior citizen centers in the province of Segovia (Carbonero,
Cuéllar, Cantalejo) and its capital. The analysis period took place between January and May 2003. Infections were classified as community-ac-
quired, hospital-acquired or health-care associated. Isolates of methicillin-resistant (MRSA) and methicillin-susceptible S. aureus (MSSA) were
studied by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). There were 34 (19.5%) The prevalence of nasal carriage of S. aureus was 19.5% and that
for MRSA was 1.1%. Female sex was significantly associated with the carriage state. All S. aureus isolates were mupirocin-susceptible. 100%
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susceptibility and specificity was obtained through latex agglutination testing. The molecular study showed that the transmission for MRSA
was monoclonal and that for MSSA was more policlonal. The results presented here form the basis for similar studies in other Spanish senior
citizen centers and provide evidence that MRSA strains are beginning to circulate and are becoming significantly established within the com-
munity, thus highlighting the need for implementing control strategies to prevent dissemination.

Key words: Staphylococcus aureus nasal carriage - Molecular epidemiology

INTRODUCCION

Las infecciones causadas por Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina (SARM) se vienen observando
desde la década de 1960 (1). Aunque en un principio este
patégeno estaba relacionado casi exclusivamente con in-
fecciones de origen nosocomial o asociadas a contactos
con el sistema sanitario, en los dltimos afios ha habido un
incremento de este tipo de infecciones adquiridas en la co-
munidad en pacientes sin factores de riesgo conocidos (2).
Este incremento de SARM en la comunidad se ha notifica-
do en diferentes paises y areas geograficas (3, 4). Algunos
estudios sefialan que dicho incremento estd siendo impor-
tante en la poblacién pedidtrica (5-7). Las infecciones mas
frecuentes asociadas a SARM en la comunidad en las dife-
rentes poblaciones son las relacionadas con piel y los teji-
dos blandos (5).

El estado de portador facilita la persistencia de S. au-
reus en el organismo. La localizacién mds frecuente es el
vestibulo nasal, que constituye el reservorio de S. aureus
en el individuo, y su importancia radica en que con fre-
cuencia precede o se asocia a la colonizacién y la infeccién
por SARM. Algunos estudios realizados en poblacion ge-
neral muestran un aumento de la prevalencia de S. aureus
con el paso de los afios. En primer lugar, Noble y cols. (8),
tras seleccionar una poblacion al azar en Holanda, docu-
mentaron un 30% de portadores nasales; Karabiber (9), en
Turquia, detecta un 28%; Shuhaibar y cols. (10), en Dublin,
un 40%; y por ultimo Zanelli y cols. (11), en Italia, un
30,5%. Una caracteristica adicional de las cepas de SARM
comunitarias es que con frecuencia son portadoras de fac-
tores de virulencia, en particular de la leucocidina de
Panton-Valentine (LPV) (12, 13). Ademas, también es ca-
racteristico de estos aislamientos la presencia del tipo IV
del staphylococcal cassette chromosome mec (SSC mec).
Otra caracteristica es que, con frecuencia, la resistencia a la
oxacilina suele ser aislada, pero a veces se asocia con re-
sistencia sélo a la eritromicina, mientras que generalmente
son sensibles a otros antibidticos como la clindamicina y el
cotrimoxazol (14). La mupirocina es un antibiético de uso
tépico que ha mostrado poseer una excelente eficacia en la
eliminacién del estado de portador.

Son escasos los estudios de dmbito comunitario que
pretenden determinar la prevalencia, los factores asociados
y el perfil molecular de los portadores nasales en diferen-
tes grupos poblacionales, para asi poder definir estrategias
de prevencidn de la transmisién de estos clones en la co-
munidad. Nuestro trabajo persigue los objetivos que se ex-
ponen a continuacién: 1) conocer la prevalencia de porta-
dores nasales de S. aureus y describir los factores de riesgo
asociados en una muestra de personas voluntarias y sanas
de edad 265 afios que acuden a Centros de Mayores comu-
nitarios de la provincia de Segovia; 2) analizar el espectro
de sensibilidad de los aislamientos a diferentes antimicro-
bianos; y 3) describir mediante técnicas de tipificacién mo-
lecular el perfil de las cepas de S. aureus y su posible rela-
cién con otras cepas aisladas en el &mbito nosocomial, para
establecer su posible origen comunitario.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes

Se ha realizado un estudio prospectivo y observacional
en personas de edad =65 afos, sanas y autbnomas, que acu-
den habitualmente a los Centros de Mayores dependientes
de la Junta de Castilla y Ledn, cuya participacion ha sido
voluntaria. El periodo de estudio abarcé de enero a mayo
del afio 2003.

Se obtuvieron 174 muestras nasales, de las cuales 119
fueron de hombres y 55 de mujeres, con una edad media de
74 afios. Junto a cada muestra nasal (una por persona) se
realizé un cuestionario a cada voluntario siguiendo un pro-
tocolo previamente disefiado al efecto, en el cual se reco-
gieron datos referentes a los factores de riesgo posible-
mente asociados con infeccion por S. aureus: 1) una estancia
hospitalaria prolongada (paciente o cuidador de otra perso-
na); 2) tratamiento prolongado con antibiéticos de amplio
espectro; 3) enfermedades subyacentes, como marcadores
de debilidad y dependencia del personal sanitario; 4) heri-
das o ulceras en la piel; y 5) convivencia o contacto pro-
longado con familiares que trabajan en el ambito sanitario.

Una vez terminado el estudio, independientemente del
resultado obtenido, no se ha realizado ningtn tipo de inter-
vencion terapéutica.
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Se diferenci6 entre adquisicién nosocomial y adquisi-
cién comunitaria de acuerdo con los siguientes criterios:

— Adquisicién nosocomial: S. aureus se aislé de una per-
sona que habia sido ingresada en el afo previo a la toma
de la muestra.

— Adquisicién comunitaria: S. aureus se aislé de una per-
sona que no habia sido ingresada durante el afio previo a
la toma de la muestra y no presentaba factores de riesgo
asociados.

Determinaciones microbiologicas

Las muestras fueron identificadas en el Laboratorio de
Microbiologia del Hospital General de Segovia, pertene-
ciente al grupo II del Sacyl (Sanidad de Castilla y Le6n).

La identificacion y el antibiograma se realizaron por
los métodos convencionales. Se ensay6 la sensibilidad a
penicilina, amoxicilina-acido clavuldnico, cloxacilina, ce-
fazolina, cefotaxima, ciprofloxacino, ofloxacino, eritromi-
cina, clindamicina, claritromicina, vancomicina, teicopla-
nina, gentamicina, tetraciclina, fosfomicina, mupirocina,
linezolid y quinupristina-dalfopristina mediante el método
de difusién en placa de acuerdo con las normas del CLSI
(15). El punto de corte utilizado para definir la resistencia
a la mupirocina fue 13 mm o menos.

Se confirmé la presencia de SARM mediante la técni-
ca de aglutinacién de litex sobre soporte (SARM-Screen,
Innogenetics, Gante, Bélgica) destinada a la deteccién de
la proteina 2’ de unién a la penicilina, o PBP2’.

Tipificacion molecular

La caracterizacion molecular de las distintas cepas se
realizé en colaboracién con el Servicio de Microbiologia
del Hospital 12 de Octubre, de Madrid, mediante electro-
foresis en campo pulsante (ECP), previa extraccién y di-
gestion con la enzima Sma 1. La electroforesis se realizé en
el sistema CHEF DRIII (Biorad, Richmond, EE.UU.). Los
fragmentos de restriccion fueron separados a 14 °C en ge-
les de agarosa al 1%, con dos bloques de pulsos: un primer
bloque durante 11,5 horas con pulsos de 5 a 15 segundos y
un segundo bloque durante otras 11,5 horas con pulsos de
15 a 40 segundos. Como marcador molecular se utilizé
Lambda ladder (New England Biolabs, Beverly, EE.UU.).
El andlisis de los patrones moleculares se realiz6 en el pro-
grama informatico Bionumerics (Applied Maths, Kortrijk,
Bélgica). La tolerancia y la optimizacion para la compara-
cién de los fragmentos de DNA eran del 1%. Un coefi-
ciente de similitud superior al 80% se usé para definir un
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patrén de ECP. Mediante andlisis visual de los patrones de
ECP se consider6 que éstos eran distintos cuando diferian
en mas de siete bandas (16).

Analisis de los resultados

La informacién obtenida se almacend en una base de
datos Access 2000. El andlisis estadistico se realiz6 con el
software SPSS (versién 7.5, SPSS, Inc., Chicago, EE.UU.).
Se calcularon las odds ratio (OR) de prevalencia para los
distintos factores de riesgo y los intervalos de confianza
(IC) asumiendo un error alfa de 0.05. Se consideraron es-
tadisticamente significativos aquéllos con valor de p <0.05.

RESULTADOS

Durante el periodo de estudio se obtuvieron 174 mues-
tras nasales, de las cuales 34 (19,5%) resultaron positivas
para S. aureus y 140 (80,5%) negativas. Entre los portado-
res nasales de S. aureus, dos (5,9%) presentaron resistencia
a la meticilina. Se incluyeron en el estudio nueve personas
menores de 65 afios por desarrollar los mismos habitos co-
tidianos que el resto. Ochenta y cuatro (48,3%) muestras
correspondian a personas procedentes del medio rural y 90
(51,7%) eran del medio urbano. Al considerar los factores
epidemioldgicos implicados, del total de pacientes, 36
(20,7%) eran diabéticos, 6 (3,4%) presentaban heridas im-
portantes en la piel, 32 (18,4%) referian tener algtin fami-
liar directo sanitario, 157 (90,2%) no habian estado hospi-
talizados durante el afio previo a la toma de la muestra, 39
(22,4%) refirieron haber tenido algtin contacto con un pa-
ciente hospitalizado, de los cuales 27 (69,2%) de forma es-
poradica y 12 (30,8%) de forma prolongada, 26 (14,9%)
habian recibido tratamiento antibiético en los dos tdltimos
meses anteriores a la toma de la muestra y, por ultimo, 142
(81,6%) de los voluntarios estaban vacunados frente a la
gripe y 58 (33,3%) frente a S. pneumoniae.

Hemos podido documentar que el sexo femenino influy6
de manera significativa (p=0.031) en la condicién de por-
tador nasal de S. aureus, y que tener un familiar directo traba-
jador sanitario resulté un factor no relacionado (p=0.036)
con la condicién de portador nasal. En cuanto a la antibio-
ticoterapia, a pesar de que se obtuvo una p=0.055, no se
consider6 significativa. En la Tabla 1 se expone la catego-
rizacién de las diferentes variables consideradas en funcién
del estado de portador y no portador.

Se comprobd, mediante aglutinacién de latex sobre so-
porte, la presencia de la PBP2’ en todos los aislamientos de
S. aureus.
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Tabla 1. Resultado de la asociacion de las principales categorias epidemiolégicas estudiadas con el estado de portador y no

portador.

Factor de riesgo Portador (n=34) No portador (n=140) OR (IC95) p

Procedencia
Rural 47,1% (16) 48,6% (68) 0,94 (0,42-2,12) NS
Urbano 52,9% (18) 41,4% (72)

Sexo
Masculino 52,9% (18) 72,1% (101) 0,43 (0,19-1,00) p=0.031
Femenino 47,1% (16) 27,9% (39)

Diabético
St 23,5% (8) 20% (28) 1 (0,15-11,73) NS
No 76,5% (26) 80% (112)

Herida en la piel
Si 2,9% (1) 3,6% (5) 0,82 (0,02-7,68) NS
No 97,05% (33) 92,4% (135)

Familiar sanitario
Si 8,8% (3) 20,7% (29) 0,35 (0,07-1,27) p=0.036
No 91,2% (33) 79,3% (111)

Hospitalizado
Si 11,8% (4) 9,3% (13) 1,30 (0,29-4,61) NS
No 88,2% (30) 90,7% (127)

Contacto con pacientes
St 29.,4% (10) 20,7% (29) 1,59 (0,61-3,94) NS
No 70,6% (24) 79,3% (111)

Antibioticoterapia
Si 5,9% (2) 17,11% (24) 0,30 (0,03-1,34) p=0.055
No 94,1% (32) 82,89% (116)

Vacunacion
Antigripal 85,3% (29) 80,7% (113) 1,10 (0,48-2,56) NS
Antineumocdcica 32,4% (11) 33,6% (47)

En general, las pruebas de sensibilidad a los antimicro-
bianos mostraron un 100% de resistencia a la penicilina, un
17,6% a la eritromicina y un 11,8% a la claritromicina.
Aunque en menor proporcidn, también se aislaron cepas
resistentes a otros antimicrobianos probados, como amoxi-
cilina-acido clavulanico (5,9%), cefazolina (5,9%), cefota-
xima (5,9%), ciprofloxacino (5,9%), ofloxacino (8,8%),
clindamicina (2,9%), gentamicina (8,8%) y tetraciclina
(2,9%). Todos los aislamientos de S. aureus, tanto sensi-
bles como resistentes a la meticilina, fueron sensibles a la
vancomicina, la teicoplanina, la fosfomicina, la mupiroci-
na, el linezolid y la quinupristina-dalfopristina.

El andlisis molecular mediante ECP de SARM muestra
que las dos cepas aisladas pertenecian a un mismo grupo
clonal, con un 100% de similitud en el dendograma, y co-
rrespondian a dos hombres de 73 y 79 afios de edad, perte-
necientes al medio urbano, con un patrén de resistencia a
betalactdmicos, macroélidos y clindamicina (solamente uno

de ellos). Uno era diabético y el otro habia permanecido
cuidando a su mujer mas de una semana durante un ingre-
so hospitalario.

El analisis molecular mediante ECP de los 32 aisla-
mientos de SASM detect6 14 clones con un 80% de simi-
litud en el dendograma (Fig. 1). Los mds numerosos, los
genotipos B y J, agruparon siete cepas cada uno; del geno-
tipo B, cuatro de ellos eran de procedencia rural y tres de
procedencia urbana, y del genotipo J cinco eran de proce-
dencia rural y dos urbana. El tercer grupo clonal mas fre-
cuente fue el genotipo K con cuatro cepas, dos de ellas de
procedencia rural y dos urbana. A los genotipos D y G co-
rrespondieron tres cepas, respectivamente, y al resto una.

DISCUSION

En la presente serie, la proporciéon de portadores nasa-
les se encuentra en el rango inferior de casi todos los estu-
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Figura 1. Dendograma con patrones de electroforesis en campo pulsante y caracteristicas de los aislamientos de S. aureus obtenidos de personas sanas
mayores de 65 afos de centros comunitarios (U: urbano; R: rural). La escala superior izquierda representa el porcentaje de similitud.

dios revisados (11, 17-20), con una prevalencia del 19,5%,
sin duda matizada por las caracteristicas sociosanitarias de
la poblacién estudiada, y una pequeila proporcion de ellos
eran resistentes a la meticilina.

Los aislamientos de SARM presentaron el patrén tipi-
camente multirresistente (21) de los aislamientos de SARM
hospitalarios. Asi mismo, la comparacién del patrén de
ECP de estas cepas de SARM con la base de datos de pa-
trones de ECP de SARM obtenidos de pacientes ingresa-
dos en el Hospital General de Segovia (datos no presenta-
dos) demostraba que estas cepas eran genotipicamente si-
milares a los aislamientos hospitalarios, por lo que proba-
blemente no se trate de cepas de SARM comunitarias. Los
dos SARM identificados no se aislaron en el mismo centro,
por lo que deducimos que no existi transmisién cruzada
entre los dos portadores de SARM, a pesar de poseer un
mismo clon. Esto apoya lo que se ha venido demostrando
en estudios de epidemiologia molecular, es decir, que las
cepas causantes de la diseminacién epidémica de SARM se
corresponden con una baja diversidad de clones. Nuestros
resultados se suman a las pruebas que comienzan a sefialar
a SARM como un patégeno también importante en el am-
biente extrahospitalario, con transmisién entre personas ma-
yores de 65 afnos que acuden a centros de mayores, las cua-
les pueden contribuir a su diseminacién en la comunidad.

En contraste con la homogeneidad genética de los aisla-
mientos de SARM, los SAMS presentaron mayor diversi-
dad clonal, con cepas genéticamente diferentes a pesar de
prevalecer algiin genotipo sobre otro. Sin embargo, no exis-
ti6 una relacion directa entre los diferentes clones obser-
vados y un centro de mayores en concreto. A pesar de que
en nuestro estudio observamos una diversidad entre los
aislamientos de SASM (por lo que interpretamos que no
hubo transmisién cruzada dentro de los centros de mayo-
res a los que asistian asiduamente), no hubo tanta como la
que se podia haber esperado. Una explicacidn posible pue-
de ser que la poblacién segoviana se mueve menos entre re-
giones, lo que implica que las variaciones genéticas sean
menores. Otros autores, como Shopsin y cols. (22) en una
poblacidn infantil, o como Chaves y cols. (23) en pacien-
tes con bacteriemia, también han observado una gran di-
versidad clonal entre los aislamientos de SASM.

Por otra parte, respecto a los factores de riesgo estudia-
dos no hemos documentado estudios que demuestren una
relacién entre el sexo y el estado de portador en personas
mayores de 65 afios. Por el contrario, Kluytmans y cols. (20)
si que refieren la existencia de dicha relacién, aunque en
personas jovenes (ya que consideran el estado hormonal de
la mujer que, como es sabido, depende de la edad). Al va-
lorar otros factores demostramos que convivir con un fa-
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miliar trabajador sanitario no se relaciona con el estado de
portador, debido a que entre los contactos de nuestra serie
con dicho personal no hubo mas portadores nasales que los
que si tuvieron contacto, con una p significativa de 0.036.
Sin embargo, otros autores sostienen que tener contacto pro-
longado tanto con pacientes como con personal sanitario es
un factor de riesgo asociado a la colonizacién y la infec-
cién por S. aureus, debido a que el personal sanitario sue-
le colonizarse de forma transitoria en las manos al atender
a los pacientes y pueden servir como medio de transmision
a sus familiares y a la comunidad. A pesar de ello, la tasa
de portadores nasales entre el personal sanitario suele ser
baja, incluso durante brotes nosocomiales, por lo que el ries-
go se considera bajo. En cuanto a la antibioticoterapia, a
pesar de que se obtuvo una p=0.055 no se pudo considerar
significativa, lo cual nos sitia en franca controversia con
otros autores (20, 24-27) que refieren que S. aureus es mas
prevalente entre las personas que han recibido antibiéticos
previamente. A pesar de ello, ademds del buen control de
la infeccién es importante el uso prudente de los agentes
antimicrobianos para reducir el creciente aumento de las
resistencias. A diferencia de otros autores (20, 24-27), el
resto de los pardmetros considerados no parecen influir so-
bre el estado de portador de nuestra serie.

Un hallazgo destacable de este estudio es que el 100%
de las cepas de S. aureus fueron sensibles a la mupirocina,
a pesar de las referencias repetidas (28, 29) sobre su resis-
tencia a este antimicrobiano. No obstante, otros autores co-
mo Kluytmans y cols. (20) tampoco han observado, en es-
tudios clinicos para la erradicacién del estado de portador,
el desarrollo de resistencia a la mupirocina. Por ello reco-
mendamos el uso de este agente, pero de forma apropiada
y restringiendo su uso a un grupo de personas selecciona-
das y durante corto tiempo para evitar la aparicién de re-
sistencias.

Observamos una excelente correlacién en la valoracion
de la concordancia entre los distintos métodos de diagnds-
tico microbioldgico empleados. Ya que algunos estudios
(30) sugieren que para identificar SARM es mds conve-
niente detectar directamente el gen determinante que codi-
fica la resistencia a la meticilina (mecA) o bien su producto
(PBP2a), se realiz6 la prueba de aglutinacion de latex sobre
soporte. Result6 una técnica sencilla que aport resultados
de fécil interpretacion en un tiempo maximo de 20 minutos,
con una sensibilidad y una especificidad del 100%, por lo
que se concluye que la aplicacién de esta técnica permite
agilizar y racionalizar la eleccidén de la terapia.

El probable incremento en la prevalencia de portadores
de SARM en diferentes grupos de poblacién fuera del am-
biente hospitalario tiene importantes implicaciones tanto
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en las posibles estrategias de salud publica para el control
de las infecciones como en el diagndstico y el tratamiento
de éstas. Futuros estudios que determinen la prevalencia y
los factores asociados a la colonizaciéon con SARM comu-
nitarios serdn muy utiles para definir estrategias de pre-
vencién de la transmision de estos clones en la comunidad.

Correspondencia: Leire Otaolea Santacoloma, C/ Rodriguez Arias 55,
5D, 48011 Bilbao, Espaiia. e-mail: leireotaolea@hotmail.com
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