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Resumen

Las infecciones nosocomiales constituyen un problema de salud pública, debido a las altas ta-

sas de morbimortalidad que ocasiona y por los altos costos económicos que generan. Las unidades

de cuidados intensivos son una de las principales áreas donde se registra una alta incidencia de in-

fección nosocomial, siendo la sepsis la principal infección en la cual se involucran una gran varie-

dad de microorganismos. El grupo de Staphylococcus coagulasa negativa (SCN), es uno de los

agentes etiológicos más frecuentemente aislados. De ahí nuestro interés en realizar la caracteriza-

ción de 32 cepas de SCN aisladas de neonatos con infección nosocomial en la Unidad de Alto Ries-

go Neonatal (UARN) del Instituto Autónomo Hospital Universitario de Los Andes (IAHULA), Mé-

rida, Venezuela; durante el período diciembre 1997-Abril 1999. Los resultados muestran que el

aislamiento de SCN fue de 47,37%. El 78,1% de las cepas estudiadas se aislaron de neonatos con

bacteremia. Las especies más frecuentes fueron S. epidermidis (46,9%) y S. warneri (34,4%). To-

das las cepas evaluadas mostraron resistencia a la penicilina y en un 18,8% de ellas mediada por la

producción de �-lactamasa. El 68,8% de las cepas fueron resistentes a oxacilina y el 78,1% a genta-

micina. La mayoría de las cepas resistentes a oxacilina mostraron valores de CIM g/mL, y se detec-
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tó la presencia de la PBP2a. Ninguna de las cepas fueron hiperproductoras de �-lactamasa. Se ob-

servó una excelente actividad de la vancomicina y quinupristin-dalfopristin sobre todas las cepas

SCN evaluadas. Debido al papel que tienen los SCN en la UARN del IAHULA, es necesario extre-

mar las medidas de asepsia durante los procedimientos de diagnóstico y terapéuticos invasivos,

con el propósito de evitar las infecciones causadas por este grupo de microorganismos.

Palabras clave: Staphylococcus coagulasa negativa, resistente a meticilina, PBP2a, carac-

terización fenotípica, neonato.

Abstract

Nosocomial infections constitute a public health problem due to a high level of morbidity and

mortality, generating high health-care costs in hospitals. Intensive care units are the principal

areas where a high incidence of nosocomial infections is reported. Bacterimia is the principal

infection involving a large variety of microorganisms; coagulase-negative Staphylococcus (CNS) is

one of the most frequently isolated pathogens. Therefore, the purpose of this study was to

characterize the 32 strains of CNS isolated from neonates with nosocomial infections in the High

Risk Neonatal Unit (HRNU) at the University of the Andes Hospital Autonomous Institute

(UAHAI), Mérida, Venezuela, from December 1997 to April 1999. Results showed that the

isolation of CNS was 47.37%; 78.1% of the species were isolated from neonates with bacteremia. S.

epidermidis (46.9%), and S. warneri (34.4%) were the species most frequently found. All

pathogens showed resistance to penicillin and 18.8% of them produced �-lactamase; 68.8% were

resistant to oxacillin and 78.1% to gentamicin. Most of the oxacillin-resistant strains showed MIC

values above 0.5 mg/mL and the presence of PBP2a was detected. None of the strains were

hyper-producers of �-lactamase. Vancomicin and quinuprintin/dalfopristin showed excellent

activity against these CNS. Due to the role of CNS as a pathogen in the HRNU of UAHAI, strong

asepsis measures during diagnosis and therapeutic invasive procedures must be taken to prevent

infections caused by this group of microorganisms.

Key words: Coagulase-negative Staphylococci, methicillin-resistant, PBP2a, phenotypic

characterization, neonates.

Introducción

Las infecciones nosocomiales constitu-

yen un problema de salud pública, debido a

las altas tasas de morbimortalidad que oca-

siona y por los altos costos económicos que

generan (1). En las áreas de cuidados críticos

(unidad de cuidados intensivos) UCI, unidad

de quemados y unidad de neonatología existe

un mayor riesgo a la adquisición de este tipo

de infecciones. Las sepsis neonatal junto con

las infecciones respiratorias son las principa-

les infecciones nosocomiales que se presen-

tan en las UCIS (Unidades de Cuidados In-

tensivos) (2, 3).

Los neonatos, en particular los prema-

turos, son uno de los grupos de riesgo más

susceptibles a desarrollar infecciones noso-

comiales, ya que al nacer proceden de un am-

biente estéril, un sistema inmulógico inma-

duro y su colonización ocurre de manera pro-

gresiva (4, 5).

Las especies de Staphylococcus coagu-

lasa negativa (SCN), constituyen uno de los

principales agentes etiológicos de infecciones

nosocomiales que se presentan en Unidades

de Cuidado Intensivo Neonatal (UCIN) (2).
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El comportamiento de SCN frente a los diver-

sos agentes antimicrobianos, ha generado

una gran expectativa a nivel mundial, debido

al incremento de la resistencia a las penicili-

nas resistentes a penicilinasas (meticilina u

oxacilina) y a los glucopéptidos (6, 7).

Debido al papel que tienen los SCN como

patógenos en las UCIN, en el presente trabajo

se planteó realizar un estudio descriptivo con

el objetivo de caracterizar fenotípicamente ce-

pas de SCN aisladas de neonatos con infección

nosocomial, durante el período comprendido

entre diciembre de 1997 hasta Abril de 1999,

en la UARN del IAHULA.

Materiales y Métodos

Fuente de los aislados: El estudio com-

prendió 32 cepas de SCN aisladas de neonatos

con diagnóstico de infección nosocomial, de

acuerdo a los criterios establecidos por el Cen-

ter for Diseases Control (8), que se encontra-

ban recluidos en la UARN del IAHULA, Méri-

da, Venezuela, durante el lapso diciembre

1997 hasta abril 1999. Las cepas se aislaron de

hemocultivos positivos (2 frascos por pacien-

tes). Dichas cepas permanecieron almacena-

das en caldo tripticasa soya (Himedia) con

50% de glicerol a -20°C hasta el momento del

presente estudio. Las cepas se subcultivaron

tres veces en agar tripticasa soya (Himedia)

con 5% de sangre, a 37°C durante 18-24 horas.

La verificación de género se realizó de acuerdo

a lo descrito por Koneman et al. (9).

Caracterización fenotípica

1. Identificación: La identificación a ni-

vel de especie de las cepas de SCN aisladas se

realizó, utilizando los siguientes métodos: i)

método convencional simplificado siguiendo

el esquema descrito por Koneman et al. (9),

ii) método miniaturizado basado en el siste-

ma API 32 ID STHAP (bioMèrieux) de acuer-

do a las instrucciones de la casa comercial.

2. Susceptibilidad antimicrobiana

2.1. Método de difusión del disco en agar

(Kirby-Bauer): A cada cepa de SCN se le de-

terminó la susceptibilidad en agar Mueller-

Hinton (Himedia) utilizando los siguientes

agentes antimicrobianos: penicilina (10

units), gentamicina (10 µg), eritromicina

(15 µg), clindamicina (2 µg), rifampicina (5

µg), fleroxacina (5 µg), vancomicina (30 µg),

cloranfenicol (30 µg), trimetoprin-sulfame-

toxazole (1,25 µg) y tetraciclina (30 µg), se-

gún el procedimiento descrito por el Comité

Nacional de Laboratorios Clínicos Estandar

(10). La susceptibilidad a la oxacilina se de-

terminó utilizando el disco de oxacilina deg y

agar Mueller-Hinton con 2% de Cloruro de

Sodio. Las placas se incubaron a 30°C por 48

horas, según el procedimiento descrito por el

Comité Nacional de Laboratorios Clínicos

Estandar (10).

2.2. Prueba epsilométrica (E TEST, AB

biodisk, Suecia): Mediante esta prueba se les

determinó la concentración inhibitoria míni-

ma (CIM) a las cepas que resultaron resistentes

a los �-lactámicos y glucopéptidos ensayados

por el método de difusión en disco, de acuerdo

a lo descrito previamente (9). Además de los

agentes antimicrobianos mencionados ante-

riormente, se incluyó al Quinupristin-Dalfo-

pristin. Para la oxacilina se utilizó agar Mue-

ller-Hinton con 2% de Cloruro de Sodio.

3. Producción de �-lactamasa: A las cepas

que resultaron resistentes a penicilina se les

determinó la producción de �-lactamasa por

medio de la prueba cromogénica para cefalos-

porinas, empleando nitrocefina (GLAXO) (10).

4. Detección de hiperproducción de

�-lactámasas: Se les determinó a las cepas

que resultaron resistentes a oxacilina por el

método de difusión en disco, empleando un

disco de amoxicilina con ácido clavulánico

(30 µg), de acuerdo al procedimiento descri-

to previamente��.
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5. Detección de la proteína PBP2a: Se les

detectó a las cepas que resultaron resistentes

a la oxacilina mediante la técnica de aglutina-

ción con partículas de látex, siguiendo las

instrucciones de la casa comercial Denka-

Seiken, Tokio, Japan.

Se utilizaron como controles para todos

los ensayos cepas de Staphylococcus aureus

sensibles a meticilina (SASM), Staphylo-

coccus aureus resistente a meticilina

(SARM) (Pasteur-bioMérieux) y Staphylo-

coccus aureus ATCC 25923.

Para el análisis estadístico se creó una

base de datos en el programa estadístico

SPSS (Statistical Package for Social Science)

V 9.0 para windows. Los datos se clasificaron

en escalas cualitativas. Se realizó el análisis

descriptivo monovariante.

Resultados

Durante el período estudiado, SCN se

aisló en un 47,37% de neonatos con infeccio-

nes nosocomiales en la UARN del IAHULA.

Las especies aisladas con mayor frecuencia

fueron S. epidermidis (46,88%) y S. warneri

(34,38%) (Tabla 1). Las especies identifica-

das provenían principalmente de neonatos

con sepsis (78,1%), meningitis (15,6%), infec-

ción de herida (3,1%) y cultivo de punta de ca-

téter (3.1%).

La susceptibilidad de las cepas de SCN a

los agentes antimicrobianos ensayados por el

método de difusión en disco se muestran en

la Tabla 2. Se encontró una resistencia muy

elevada a la penicilina (100%), y se pudo evi-

denciar que el 18,8% de dichas cepas fueron

resistentes a este antibiótico por la produc-

ción de �-lactamasa. En relación a la oxacili-

na, se encontró una resistencia del 68,8%, no

detectándose en ninguna de las cepas evalua-

das la hiperproducción de �-lactamasa. De

igual manera se encontró resistencia a la gen-

tamicina (78,1%), eritromicina (56,3%), clin-

damicina (40,6%) y rifampicina (40,6%).

Con respecto a los otros antibióticos ensaya-

dos, las cepas de SCN mostraron una alta

sensibilidad a los mismos.

En la Tabla 3, se muestra la susceptibili-

dad de las distintas especies de SCN aisladas

ante los diferentes agentes antimicrobianos

ensayados.

De las 22 cepas que resultaron resisten-

tes a la oxacilina por el método de Kirby-
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Tabla 1. Identificación de cepas de SCN provenientes de la UARN del IAHULA. Mérida. Diciem-

bre 1997-Abril 1999.

Especie Métodos

Convencional API ID 32 STAPH

Número Porcentaje Número Porcentaje

S. epidermidis 15 46.875 15 46.875

S. warneri 11 34.375 11 34.375

S. haemolyticus 4 12.50 3 9.375

S. capitis 1 3.125 1 3.125

S. hominis 0 0 1 3.125

S. simulans 1 3.125 1 3.125

Total 32 100 32 100
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Tabla 2. Perfil de resistencia de las cepas de SCN a los agentes antimicrobianos. UARN-IAHULA.

Mérida. Diciembre 1997-Abril 1999.

Agente

antimicrobiano

Cepas resistentes

Número Porcentaje

Penicilina 32 100.0

Oxacilina 22 68.8

Gentamicina 25 78.1

Eritromicina 18 56.3

Clindamicina 13 40.6

Rifampicina 13 40.6

Tetraciuclina 8 25.0

Cloranfenicol 5 15.6

Fleroxacina 3 9.4

Trimetropim Sulfametoxazol 2 6.3

Vancomicina 2 6.3

Tabla 3. Perfil de resistencia de la especie más frecuentes de SCN a los agentes antimicrobianos.

UARN-IAHULA. Mérida. Diciembre 1997-Abril 1999.

Agente

antimicrobiano

Especies aisladas

S. epidermidis

N=15

S. warneri

N=11

Otras especies

N=6

Número Porcentaje Número Porcentaje Número Porcentaje

Penicilina 15 100 11 100 6 100

Oxacilina 8 53.3 11 100 3 50

Gentamicina 11 73.3 10 66.6 4 66.6

Eritromicina 6 40.0 7 636 5 83.3

Clindamicina 5 33.3 5 45.5 3 50.0

Rifampicina 6 40.0 3 27.2 4 66.6

Tetraciuclina 1 33.3 1 9 3 50

Cloranfenicol 2 6.6 0 0 1 16.6

Fleroxacina 2 13.3 0 0 1 16.6

Trimetropim

Sulfametoxazol

1 13.3 0 0 0 0

Vancomicina 0 0 1 9 1 16.6



Bauer, 21 mostraron valores de CIM mayores

de 0,5 µg/mL, sólo una cepa mostró un valor

de CIM � 0,25 µg/mL (Tabla 4). Por otra par-

te, dos cepas de S. warneri y S. simulans re-

sultaron resistentes a la vancomicina por el

método de Kirby-Bauer, aunque estas dos ce-

pas mostraron sensibilidad a dicho antibiótico

por el método cuantitativo (CIM < 4 µg/mL).

En la Tabla 5 se muestra la actividad del

Quinupristin/dalfopristin sobre las 32 cepas

de SCN, se encontró valores de CIM >

32 µg/mL en una cepa de S. warneri y en otra

de S. simulans.

En la Tabla 6 se observa el resultado de

la prueba para la detección de la proteína

PBP2a en las diferentes especies de SCN re-

sistentes a la oxacilina.
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Tabla 4. Concentración inhibitoria mínima a la oxacilina de las cepas de SCN por la prueba epsi-

lométrica (E-test).

Concentración Inhibitoria Mínima

Oxacilina (µg/mL)

Cepas de SCN

Número Porcentaje

0.19 1 4.5

0.75 2 9.0

1 1 4.5

3 1 4.5

32 1 4.5

48 2 9.0

64 3 13.6

96 1 4.5

> 256 10 45.4

Total 22 100

Tabla 5. Concentración inhibitoria mínima al Quinupristin/dalfopristin de las cepas de SCN por

la prueba epsilométrica (E-test).

Concentración Inhibitoria Mínima

Quinopristin / dalfopristin

(µg/mL)

Cepas de SCN

Número Porcentaje

0.13 1 3.1

0.19 9 28.1

0.25 5 15.6

0.38 3 9.6

0.50 4 12.5

0.75 5 15.6

1 3 9.6

> 32 2 6.2



Discusión

Las especies de SCN son microorganis-

mos que forman parte de la flora habitual del

hombre (12), siendo considerados anterior-

mente microorganismos contaminantes de

los cultivos (13). Sin embargo, en la actualidad

se reconocen como patógenos oportunistas

involucrados principalmente en septicemias

de origen nosocomial en pacientes inmuno-

comprometidos (13) y aquellos que poseen

prótesis de material plástico. En Unidades de

cuidados intensivos tanto de adultos, como de

niños, los Staphylococcus coagulasa negativo,

se han visto asociados a infecciones recurren-

tes de válvulas cardíacas, enteritis necrotizan-

te, insuficiencia respiratoria y otros cuadros

infecciosos de origen intrahospitalarios (33).

Los neonatos, en particular los prema-

turos son pacientes inmunosuprimidos que

constituyen una población de alto riesgo

para la adquisición de infección nosocomial,

en la cual están involucrados una gran varie-

dad de microorganismos, entre ellos SCN (2,

4). En las UCIN es donde se registra una ma-

yor incidencia de este tipo de infecciones (1).

SCN son los microorganismos más frecuen-

temente asociados a las infecciones nosoco-

miales en las UCIN (2, 14, 15, 16), tal como se

evidencia en el presente trabajo, donde va-

rias especies de SCN se aislaron con una alta

frecuencia (47,37%) de neonatos con infec-

ción nosocomial.

Las septicemias, junto con las infeccio-

nes respiratorias, son las principales infeccio-

nes nosocomiales que ocurren en las UCIN

(15, 16). El 74,1% de cepas de SCN aisladas en

este estudio fueron de neonatos con sepsis,

siendo S. epidermidis la especie más frecuen-

temente aislada, lo cual es similar a lo reporta-

do por otros investigadores, quienes hacen re-

ferencia sobre la importancia de estos micro-

organismos como agentes causales de infec-

ciones nosocomiales en las UCIN (2, 17, 18).

La identificación de especies de SCN tie-

ne una gran importancia desde el punto de

vista epidemiológico. Además de la metodo-

logía convencional, existen varios sistemas

que permiten la identificación, inclusive bio-

tipificación, de este tipo de microorganis-

mos. Las cepas de SCN aisladas en el presen-

te trabajo se identificaron a nivel de especie

empleando el método convencional simplifi-

cado y el método miniaturizado API ID 32

STAPH. No se encontró diferencia entre am-

bos métodos en la identificación de especies.

Sin embargo, el uso del método convencional

simplificado reduce los costos en el laborato-

rio, debido a que en este método sólo se em-

plean 11 pruebas y se logra una buena identi-

ficación de las especies de SCN aisladas fre-

cuentemente en infecciones humanas.

Las especies de SCN, han mostrado en

los últimos años un incremento en los niveles

de resistencia frente a los agentes antimicro-

bianos. En este trabajo, se pudo evidenciar

una alta resistencia a la penicilina, oxacilina y
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Tabla 6. Detección de la proteína PBP2a en especies de SCN resistentes a oxacilina.

Espacies SCN resistentes

a la Oxacilina

Detección de Positivos PBP 2a Negativo

S. epidermidis (8) 7 1

S. warneri (10) 6 4

S. haemolyticus (2) 2 0

S. simulans (1) 1 0



gentamicina, estos hallazgos son similares a

los reportados por varios investigadores (6,

19, 20).

La detección de la resistencia a las penici-

linas resistentes a penicilinasas (oxacilina, me-

ticilina), en especies de Staphylococcus es in-

dispensable, para evitar la administración in-

necesaria de glucopéptidos. Los resultados ob-

tenidos en este trabajo sobre la resistencia a la

oxacilina, coinciden con los de Diekiema et. al.

(6), quienes reportan altas tasas de resistencia

a la oxacilina (>70%) en estudios realizados en

Estados Unidos, Europa, Latinoamérica y re-

giones del pacífico. Llama la atención que en

las cepas de S. epidermidis aisladas, se observó

una resistencia de 53,3% a la oxacilina, a dife-

rencia de otros autores que reportan tasas de

resistencia más elevadas en esta especie (19,

21). Por el contrario, en las cepas de S. warneri

se reporta en la literatura una resistencia entre

40-50% (21), mientras que en este trabajo se

obtuvo una resistencia del 100%.

La detección de la resistencia a la oxaci-

lina presenta cierta dificultad, especialmente

en la expresión de la heterorresistencia del

gen mecA (22, 23, 24), para lo cual se utiliza

el agar screen de Mueller-Hinton con 2% de

Cloruro de Sodio, con temperaturas de incu-

bación entre 30-35°C, durante un período

para SCN de 48 horas (10). También existen

métodos fenotípicos rápidos para detectar la

resistencia a oxacilina en especies de

Staphylococcus, tales como MRSA-Screen, el

cual consiste en una prueba de aglutinación

látex, que detecta la presencia de la PBP2a, y

ha mostrado una sensibilidad 95-100% y es-

pecificidad 92-100% (25, 26, 27).

Al comparar los resultados obtenidos

por los dos00 métodos fenotípicos, se obser-

vó que las cepas de S. epidermidis (7), S.

warneri (6), S. haemolyticus (2) y S. simu-

lans (1) mostraron una resistencia a la oxaci-

lina mediada por la presencia de la proteina

PBP2a. Llama la atención el resto de las espe-

cies de SCN resistentes a oxacilina a las cua-

les no se les detectó la presencia de dicha pro-

teína, siendo estos resultados similares a los

obtenidos por otros investigadores��������.

Probablemente ello es debido a otros meca-

nismos descritos que median la resistencia a

la oxacilina, entre ellos se encuentran: pro-

teínas fijadoras de penicilinas alteradas dife-

rentes a las PBP2a (30), modificación de las

proteínas normales, producción de la metici-

linasa (8), así como la hiperproducción de

�-lactamasa (31), la cual fue determinada en

nuestro estudio, sin embargo, ninguna de las

cepas presentó este mecanismo.

A nivel mundial existe una gran expec-

tativa por el uso de glucopéptidos como tera-

pia empírica contra las infecciones por

Staphylococcus, debido al aumento en la re-

sistencia a la vancomicina en las cepas de

SCN ocurrido en los últimos años (7, 32). A

pesar que en el presente estudio se observó

en una cepa de S. warneri y otra S. simulans

resistencia a la vancomicina por el método de

difusión en disco, al determinar la CIM, am-

bas cepas mostraron valores < 4 µg/mL, lo

cual indica que la vancomicina presentó una

excelente actividad contra las cepas aisladas

durante este estudio.

Debido a la emergencia de cepas multi-

rresistentes provenientes de pacientes con

diagnóstico de infección nosocomial, han

surgido nuevos agentes antimicrobianos, en-

tre estos se encuentran la combinación de es-

treptogramina (quinupristin/dalfopristin),

la cual ha mostrado una excelente actividad

en las cepas de SCN (6, 20). Similares hallaz-

gos se encontraron en el presente trabajo.

El grupo de SCN incluyen agentes etio-

lógicos importantes responsables de infec-

ciones nosocomiales en la UARN del IAHU-

LA, Mérida, Venezuela, donde este grupo de

microorganismos, especialmente S. epider-
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midis se encuentra asociado a sepsis neona-

tal que son las entidades clínicas más comu-

nes. Por tal motivo, es necesario extremar las

medidas de asepsia durante los procedimien-

tos de diagnóstico y terapéuticos invasivos,

con el fin de prevenir las infecciones causa-

das por SCN.
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