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INTRODUCCION. El aparente incremento en el nimero

de aislamientos de Staphylococcus aureus

resistentes a meticilina (SARM) en pacientes pediatricos
atendidos en nuestro hospital nos llevé a estudiar

sus caracteristicas microbiologicas, epidemioldgicas

y clinicas. Se estudi6 con especial atencién su posible
origen comunitario.

METoDos. Se realizé un estudio retrospectivo de todos

los pacientes pediatricos atendidos en el Hospital

12 de Octubre con aislamientos clinicos de SARM.

El periodo de estudio fue de enero de 2002 a junio

de 2005. Se distinguio entre infecciones de adquisicion
intrahospitalaria, asociada o relacionada con el sistema
sanitario, y extrahospitalaria (adquirida en la comunidad).
Los aislamientos de SARM se estudiaron mediante
electroforesis en campo pulsante (ECP), tipificacion

del elemento SCCmec y determinacion de la presencia del
gen que codifica la leucocidina de Panton-Valentine (LPV).
ResuLTADOS. Se aislo SARM de 17 pacientes. De éstos,

7 aislamientos (42,2%) eran de origen comunitario,
correspondientes a 4 casos de infeccion cutanea y/o de
partes blandas, dos otitis y una piomiositis bacteriémica.
De los 7 aislamientos de origen comunitario, seis tenian
el mismo patron de ECP (genotipo D), presentaban

el tipo IV de SSCmec, producian la toxina LPV y eran
unicamente resistentes a la oxacilina.

ConcLusioN. Este estudio constata, creemos que por
primera vez en Espana, la presencia de estas cepas
comunitarias de SARM. El posible incremento en la
incidencia de infecciones por SARM en niios fuera

del ambiente hospitalario tiene importantes implicaciones
tanto para las posibles estrategias de salud publica

como para el tratamiento correcto.
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Emergence of a single clone of community-associated

methicillin-resistant Staphylococcus aureus in southern
Madrid children

INTRODUCTION. The observation of an increasing number

of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
isolated from children prompted us to study the
microbiological, epidemiological and clinical
characteristics of these isolates. The possibility of some
of them being community-acquired focused particularly
our attention.

MEeTHODS. A retrospective analysis of all children with
MRSA isolated at the Doce de Octubre hospital between
January 2002 and June 2005 was conducted. Infections
were clasified as community-acquired, hospital-acquired,
or health-care associated. Isolates of MRSA were studied
by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and SSCmec
typing. The presence of the gene encoding the
Panton-Valentine leukocidin was also detected by PCR.
ResuLTs. MRSA were isolated from 17 patients. Seven
isolates (42.2%) were community-acquired, corresponding
to four cases of skin or soft-tissue infections, two otitis
cases and one bacteremic pyomiositis. Six of seven
community-acquired isolates had the same ECP pattern
(genotype D), presented a type IV SSCmec, and were LPV
toxin-producing and meticilin- resistant with no other
associated resistances.

ConcLusion. To our knowledge, this study shows the
presence of these community-acquired MRSA strains for
the first time in Spain. The evidence of an apparently
clonal spreading of community-acquired MRSA infections
in children has important implications for public health
and treatment strategies.

Key words: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus.
Molecular epidemiology.

Introduccion

Las infecciones causadas por Staphylococcus aureus re-
sistente a meticilina (SARM) han sido observadas desde la
década de 1960. Aunque inicialmente este patégeno estaba
relacionado casi exclusivamente con infecciones de origen
nosocomial o asociadas a contactos con el sistema sanita-
rio, en los dltimos afios ha habido un incremento de in-
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fecciones por SARM adquirido en la comunidad (SARM-AC)
en pacientes sin factores de riesgo conocidos?. Este incre-
mento de SARM-AC se ha notificado en diferentes paises y
4reas geograficas3S.

Algunos estudios sefialan que este incremento de infeccio-
nes por SARM-AC est4 siendo particularmente importante
en poblacién pediatrica®?1%. Un estudio poblacional realiza-
do en Estados Unidos durante 2001 y 2002 mostraba que la
incidencia anual de infecciones por SARM-AC en la po-
blacién general oscilaba entre 18y 25,7 casos por 100.000 ha-
bitantes, y esta era significativamente mas alta en nifios me-
nores de 2 afos’. En ciertas dreas geograficas, como en
Houston (Texas), este incremento ha sido particularmente
significativo, puesto que la mayoria de las infecciones produ-
cidas por SARM en poblacién pedidtrica durante el afio 2004
(76,4%) eran de adquisicién comunitaria®. Las infecciones
mas frecuentes asociadas al SARM-AC en poblacién pedia-
trica son las relacionadas con piel y tejidos blandos®11-12,

Una caracteristica adicional de las cepas de SARM-AC
es que con frecuencia son portadoras de factores de viru-
lencia, en particular de la leucocidina de Panton-Valenti-
ne (LPV)!314, Un estudio que examiné hasta 24 factores de
virulencia y el tipo de staphylococcal cassette chromosome
(SSC) mec (SSCmec) en mas de 100 aislados de SARM-AC
de diferentes partes del mundo, encontré como caracteris-
tico de estos aislamientos la presencia del tipo IV de
SSCmec y de LPV4. Otra caracteristica es que con gran
frecuencia la resistencia a oxacilina suele ser aislada, a ve-
ces asociada con resistencia sélo a la eritromicina, mien-
tras que son generalmente sensibles a otros antibiéticos
como clindamicina y cotrimoxazol®.

Aunque un estudio previo realizado en nuestro hospital
durante los afnos 2001 y 2002 no detect6 ningin caso de
bacteriemia por SARM en poblacién pedidtrical$, en los 1l-
timos anos hemos observado un incremento en el nimero
de aislamientos de SARM procedentes de pacientes pe-
didtricos atendidos en nuestro hospital. El objetivo de este
trabajo era: a) estudiar las caracteristicas epidemiolégicas
y clinicas de los pacientes pediatricos con infecciones pro-
ducidas por SARM, con especial atencién a un posible ori-
gen comunitario, y b) caracterizar molecularmente este
tipo de aislamientos, mediante electroforesis en campo
pulsante (ECP), tipificacién del elemento SCCmec y deter-
minacién de la presencia del gen LPV, para conocer si este
incremento era resultado de la diseminacién de algun tipo
particular de clon.

Material y métodos

Pacientes

Este trabajo ha sido realizado en el Hospital 12 de Octubre de Ma-
drid, centro de 1.300 camas que, a su vez, comprende un centro mater-
no-infantil y un centro general para pacientes adultos. Es el hospital de
referencia del Area 11 de Madrid. El periodo de estudio comprendi6 des-
de enero de 2002 a junio de 2005. Se incluyeron los pacientes cuya edad
era inferior a los 16 afios y tenian al menos un cultivo positivo de SARM.
Se revisaron las historias clinicas de cada paciente mediante la recogi-
da de los datos demograficos, clinicos y microbiolégicos. Se diferencié en-
tre adquisicién intrahospitalaria, asociada o relacionada con el sistema
sanitario, y comunitaria de acuerdo con los siguientes criterios:

— Adquisicién nosocomial: no evidencia de infeccién al ingreso y ais-
lamiento de SARM después de las primeras 48 h de hospitalizacién.
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— Asociada con el sistema sanitario: aislamiento de SARM en pa-
ciente no hospitalizado con historia de ingreso en los dltimos 3 me-
ses, o sometido a didlisis continua, o portador de algtn tipo de dispo-
sitivo intravascular.

— Adquisicién comunitaria: aislamiento de SARM en las primeras
48 h del ingreso hospitalario en un paciente sin factores de riesgo
(véase parrafo anterior) o en un paciente que acude al servicio de ur-
gencias o consultas externas y no tiene factores de riesgo.

Microbiologia

La identificacién y antibiograma fueron realizados por los métodos
convencionales y con el uso del sistema Wider (Soria Melguizo, Ma-
drid). Se ensay6 la sensibilidad a penicilina, oxacilina, ciprofloxacino,
eritromicina, clindamicina, trimetoprima/sulfametoxazol, gentamici-
na, tetraciclina, rifampicina, vancomicina, mupirocina y acido fusidi-
co mediante el método de difusién en placa de acuerdo con las nor-
mas del CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)!”. Los
puntos de corte utilizados para definir la resistencia a mupirocina y
4cido fusidico fueron de 13 y 18 mm o menos, respectivamente!8:19,
La determinacion del fenotipo MLSg inducible se realiz6 mediante el
método de difusién en placa (D-test)!7.

Tipificacion molecular

La caracterizacién molecular de las distintas cepas se realizé me-
diante ECP, previa extraccién y digestion con la enzima Smal. La
electroforesis se realizé en el sistema CHEF DRIII (Biorad, Richmond,
EE.UU.). Los fragmentos de restriccién fueron separados a 14 °C en
geles de agarosa al 1%, con dos bloques de pulsos; un primer bloque
durante 11,5 h con pulsos de 5 a 15 s y un segundo bloque durante
otras 11,5 h con pulsos de 15 a 40 s. Como marcador molecular se uti-
1iz6 lambda ladder (New England Biolabs, Beverly, EE.UU.). El ana-
lisis de los patrones moleculares se realizé con el programa informa-
tico Bionumerics (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). La tolerancia y la
optimizacién para la comparacién de los fragmentos de ADN eran del
1,0%. Un coeficiente de similaridad superior a 75% fue usado para
definir un patrén de ECP. Mediante andlisis visual de los patrones de
ECP, se consideré que estos eran distintos cuando diferian en mas de
3 bandas?’. Mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimera-
sa (PCR), se confirmé la presencia del gen mecA?!, se realizé la carac-
terizacién de los distintos cassettes cromosémicos SSCmec?!, y se de-
tect6 la presencia del gen que codifica la LPV?2.

Resultados

Durante el periodo de estudio se obtuvieron un total de
24 aislamientos de SARM correspondientes a 17 pacien-
tes. De éstos, tres fueron diagnosticados durante el afo
2002, cinco durante 2003, siete durante 2004 y dos en ene-
ro y marzo de 2005. Del total de pacientes, 11 (64,7%) eran
nifios y 6 (35,3%) nifias. El rango de edad oscilaba entre
los 3 dias y los 16 afios. Seguin los datos analizados, 9 casos
(562,9%) fueron de adquisicién intrahospitalaria, siete
(41,2%) de origen comunitario y un caso (5,9%) se consi-
der¢ relacionado con el sistema sanitario.

Los aislamientos de SARM de adquisicién comunitaria
correspondieron a 7 pacientes; seis de ellos fueron diag-
nosticados en el Servicio de Urgencias y uno en el Servi-
cio de Lactantes. Cuatro pacientes eran de nacionalidad
ecuatoriana. Ninguno tenia factores de riesgo para infec-
cién por SARM. Los pacientes presentaron las siguientes
infecciones: cuatro eran casos de infecciones cutdneas y/o
de partes blandas (un absceso en region cérvico-occipital,
un absceso en region frontal, un absceso en flexura del
codo, y un paciente con infeccién superficial en cuero cabe-
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lludo), dos otitis medias agudas, y un caso de piomiositis
bacteriémica.

Los pacientes con aislamientos de SARM de adquisicién
intrahospitalaria fueron diagnosticados en distintos servi-
cios: cuatro en Neonatologia, tres en el Servicio de Diges-
tivo, uno en la UCI-Pediatrica y uno en Traumatologia.
Todos ellos habian nacido en Espana y tenian algin fac-
tor de riesgo relacionado con la adquisicién del microorga-
nismo, entre los que destacaban: ingresos previos (55,5%),
cirugia previa (55,5%), antibiético previo (77,7%), catéteres
(100%), otros dispositivos invasivos (66,6%), unidad de cui-
dados intensivos (UCI) previa (77,7%) o inmunosupresién
(66,6%). Todos los casos fueron considerados como infec-
ciones: cinco eran infecciones de la herida quirurgica,
dos eran casos de conjuntivitis, un caso era una bacterie-
mia asociada a catéter y otro era una infeccion respirato-
ria en una paciente con fibrosis quistica. El caso asociado
al sistema sanitario se consider6 como una colonizacién
nasal en un paciente en didlisis.

Se dispuso de informacién sobre el tratamiento antimi-
crobiano recibido y la evolucién de la infeccién en 13 pa-
cientes. En todos ellos, con excepciéon de un neonato que
fallecié (aunque no en relacién con la infeccién por SARM),
la evolucién fue favorable hacia la curacion. Es de resenar
que en 4 pacientes con infecciones de partes blandas por
SARM que fueron vistos en urgencias, el drenaje de sus in-
fecciones fue fundamental en la curacion.

Caracteristicas microbiologicas
y moleculares de los aislados de SARM
pediatricos

Se comprobd, mediante PCR, la presencia del gen mecA
en todos los aislados clinicos de SARM. En general, las
pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos mostraron
el 54% de resistencia a eritromicina, el 37% a clindamici-
na, el 17% a gentamicina y el 12% a ciprofloxacino. Todos
los aislados de SARM fueron sensibles a cotrimoxazol, ri-
fampicina, vancomicina, teicoplanina, mupirocina y acido
fusidico. Los aislados clinicos de origen comunitario, a ex-
cepcién de uno con resistencia a ciprofloxacino, presenta-
ron resistencia inicamente a oxacilina y eran sensibles al
resto de los antibidticos ensayados. Sin embargo, de los
nueve aislados de origen intrahospitalario, siete (77,7%)
eran resistentes a eritromicina, cinco (55,5%) a clindami-
cina, incluido un aislado con MLSg inducible, cuatro
(44,4%) a ciprofloxacino y tres (33,3%) a gentamicina. To-
dos los aislados clinicos de origen comunitario eran porta-
dores del gen PVL; sin embargo, s6lo dos (20%) relaciona-
dos con el hospital eran portadores del gen PVL.

El anélisis molecular mediante ECP de los 17 aislados
de SARM, correspondientes a los 17 pacientes, produjo
5 clones (fig. 1). E]l mas numeroso, genotipo A, agrup6 a
ocho aislados de SARM, siete de ellos de origen intrahos-
pitalario. Un total de cuatro aislados de SARM pertene-
cientes al genotipo A, con patrones de ECP indistinguibles
(A2) y con el tipo IV de SSCmec correspondieron a 4 pa-
cientes ingresados en periodos de tiempo no coincidentes
en el servicio de neonatologia entre los afios 2002 y 2004.
Otros dos aislados de SARM también tuvieron patrones
de ECP indistinguibles (A1), idéntico tipo de SSCmecA
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(tipo IV) y eran portadores del gen PVL. Estos correspon-
dieron a 2 pacientes, el primero de ellos aislado en 2004 y
de adquisicién extrahospitalaria, y el segundo en 2005 y se
consideré de origen intrahospitalario. El segundo grupo
clonal mas frecuente fue el genotipo D, que agrupé a
seis aislados de SARM, todos ellos de origen exclusiva-
mente extrahospitalario. Todos los aislados clinicos co-
rrespondientes a este genotipo tenian el tipo IV de SSC-
mecA, producian la toxina LPV y sé6lo eran resistentes a
la oxacilina (fig. 1). Los otros tres genotipos correspondie-
ron a 3 pacientes que tuvieron cepas de SARM adquiridas
o asociadas con el sistema sanitario.

Discusion

Este estudio detecta un incremento de las infecciones
producidas por SARM de origen extrahospitalario en po-
blacién pediatrica sin factores predisponentes y sin ningu-
na relacién con el hospital. El 42,2% de las infecciones por
SARM en nuestro estudio eran de origen extrahospitala-
rio. Es importante sefialar que este incremento se produjo
a expensas de la diseminacién de un clon de SARM, con el
mismo genotipo de ECP (genotipo D) y con el tipo IV de
SSCmec (fig. 1), que fue responsable de 6 de los 7 casos
producidos en nuestra area de referencia durante el pe-
riodo de estudio. Este clon aparecié en el afio 2003 y cau-
s6 la mayoria de casos en 2004. Estos aislados de SARM
presentaban un patrén inusual de resistencia sélo a la
oxacilina, a diferencia del patrén tipicamente multirresis-
tente de los aislamientos de SARM hospitalarios!®. Por
otra parte, la comparacién del patréon de ECP de esta cepa
de SARM-AC con la base de datos de patrones de ECP de
SARM obtenidos bacteriemias por SARM en nuestro hos-
pital (datos no mostrados) demostraba que esta cepa era
genotipicamente diferente a los aislamientos de SARM
hospitalarios, y que probablemente se trataba de una cepa
nueva de SARM que se estéd diseminando en la comuni-
dad. Estos resultados ponen de manifiesto los cambios
producidos en la epidemiologia de las infecciones por
SARM en poblacién pedidtrica de Madrid, en la que cada
vez se encuentra un mayor numero de aislamientos de
SARM de adquisicién comunitaria87910,

Por otra parte, este estudio muestra que una segunda
cepa de SARM, genotipo A, era la aislada con mas fre-
cuencia en los casos de nifnos con infecciones por SARM
de adquisicion hospitalaria de nuestra institucién. Este
clon también incluia el caso de un nifio con una infeccién
por SARM de adquisicion comunitaria. Esta cepa de SARM
se diseminé fundamentalmente en el Servicio de Neona-
tologia durante el periodo de estudio, en el que 4 neonatos
presentaron infecciones por este microorganismo, con
idéntico patrén de ECP (A2), SSCmec y, salvo un caso,
idéntico patrén de resistencias (fig. 1). Aunque diferentes
estudios realizados en el personal sanitario de neonatolo-
gia, en busca de algin portador nasal de SARM, no pudie-
ron establecer el mecanismo de transmisién y persistencia
de esta cepa en neonatologia (datos no mostrados), es pro-
bable que algian trabajador sanitario que estuviera coloni-
zado intermitentemente o alguno de los muchos trabaja-
dores sanitarios de otros servicios que interactian con
neonatos pudieran estar en el origen y persistencia de esta
cepa de SARM?3,
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Afo Muestra Origen ECP SSCmec LPV Patron de resistencia
2004 Exuado 6tico E A1 v + oxa, cip

2005 Exuado HQ | Al v + oxa, eri

2002 Exuado HQ | A2 \2 - oxa, eri, clin

2003 Exuado conjuntival | A2 v - oxa, eri, clin

2003 Exuado conjuntival | A2 v - oxa, eri, clin

2004 Sangre | A2 v + oxa, cip

2002 Exuado HQ | A3 \2 - oxa, eri, cip

2003 Exuado HQ | A4 1l - oxa, eri, cip, clin, gen
2003 Esputo | B 1l - oxa, gen

2002 Exuado HQ | C v - oxa, eri, clin, gen
2004 Exuado cutdneo E D1 v + oxa

2004 Exuado cutdneo E D2 \2 + oxa

2003 Sangre E D3 \2 + oxa

2004 Exuado 6tico E D4 \2 + oxa

2004 Exuado cutdneo E D4 v + oxa

2005 Exuado cutdneo E D5 \2 + oxa

2003 Exuado nasal A E \2 - oxa

Figura 1. Dendograma con los patrones de electroforesis en campo pulsante y caracteristicas de los aislados clinicos de SARM de poblacién pediatrica.
Exudado HQ: exudado de herida quirirgica; E: extrahospitalario o comunitario; I: intrahospitalario; A: asociado o relacionado con el sistema sanitario;
ECP: electroforesis en campo pulsante; SSC: staphylococcal cassette chromosome; LPV: leucocidina de Panton-Valentine.

La escala en la parte superior izquierda representa el porcentaje de similitud.

Un resultado destacable de este estudio es que el 100%
de los aislados clinicos que causaban infecciones por
SARM-AC, a diferencia de sélo el 20% de las de origen in-
trahospitalario, eran portadores del gen PVL. Este factor
de virulencia, descubierto en 1894, es una leucocidina aso-
ciada a diferentes tipos de infecciones, en especial neumo-
nia necrosante e infecciones de piel y partes blandas24?7,
En estos cuadros clinicos esta citotoxina desempena un
papel muy importante en la patogénesis, contribuyendo a
la necrosis tisular y a la formacién de abscesos. En nues-
tra serie, los aislados clinicos productores de esta citotoxi-
na estuvieron asociados fundamentalmente a infecciones
cutdneas y de partes blandas, y en 2 casos a bacteriemias.
En general, ademas de estar relacionado con este tipo de
cuadros clinicos, la presencia de este gen en las cepas
de S. aureus se asocia con una mayor gravedad de las in-
fecciones?4.

Un aspecto importante de las cepas de SARM-AC pro-
ductoras de LPV es su facilidad en la transmisién, ya sea
en familias o incluso en comunidades abiertas. Aunque en
nuestro estudio no se realizé una investigacién epidemio-
légica en los casos con SARM-AC, llama la atencién que
cuatro aislamientos procedian de pacientes de nacionali-
dad ecuatoriana, perteneciendo tres de ellos al mismo ge-
notipo D. Se han descrito brotes en deportistas participan-
tes en juegos de equipo, en colectivos militares y en
personas que viven en prisiones!. Por otra parte, diferentes
estudios han sefnialado la diseminacién de este tipo de ce-
pas en la comunidad, llegando a ser alguna de ellas la mas
prevalente entre las que causan infecciones por S. aureus
en determinadas dreas geograficas?®. Otro aspecto preocu-
pante es la posible diseminacién de estas cepas desde la co-
munidad hacia el hospital, que pueden causar brotes en
pacientes ingresados en unidades clinicas de alto riesgo?°.

El probable incremento en la incidencia de infecciones
por SARM en nifios fuera del ambiente hospitalario tiene
importantes implicaciones tanto para las posibles estrate-
gias de salud publica para el control de estas infecciones,
como para el diagnéstico y tratamiento de las mismas. Fu-
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turos estudios que determinen la prevalencia y factores
asociados a la colonizacién con SARM-AC seran muy uti-
les para definir estrategias de prevencion de la transmi-
sién de estos clones en la comunidad.
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