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RESUMEN Palabras clave: Staphylococcus coagulasa negativo, hemocultivo, bacterie-

Introduccion. Los Staphylococcus coagulasa negativos
(ECN) son la principal causa de bacteriemia y sepsis en los recién
nacidos. La resistencia meticilina y la pérdida de sensibilidad
a glucopéptidos dificultan considerablemente el tratamiento
antimicrobiano en infecciones por cocos grampositivos.

Objetivos. Estudiar la CMI para vancomicina, teicoplanina
y linezolid en diferentes especies de ECN meticilin resistentes
aislados en hemocultivos procedentes de pacientes pediatricos.

Métodos. Analizar los ECN resistentes a meticilina y
clinicamente significativos, procedentes de hemocultivos de
pacientes ingresados en diferentes Areas del Servicio de Pediatria.
Los aislamientos se identificaron mediante pruebas bioguimicas
contenidas en los paneles Combo 31 de MicroScan (Dade Behring
Siemens). La resistencia a oxacilina y la susceptibilidad frente
a vancomicina, teicoplanina vy linezolid se realizd mediante
microdilucion en placa contenida en los mismos paneles. Ademas
se realizo Etest para teicoplanina y linezolid.

Resultados. Se aislaron 50 cepas resistentes a meticilina:
37 (74%) S. epidermidis, 7 (14%) S. hominis, 4 (8%) S.
haemolyticus y 2 (4%) Staphylococcus spp. Se observaron 26
cepas con sensibilidad disminuida para vancomicina, CMI de 2
mg/L, (22 S. epidermidis, 2 S. haemolyticusy 2 Staphylococcus
spp.) y 21 cepas con disminucion de sensibilidad a teicoplanina,
CMI de 4-16 mg/L (20 S. epidermidis y 1 S. haemolyticus).
Ningun ECN fue resistente a linezolid.

Conclusiones. Existe una relacion entre el aumento de CMI
de vancomicina y el aumento de CMI de teicoplanina. Se observa
una elevacion estadisticamente significativa (p<0,001) en la
CMI de teicoplanina en el grupo de vancomicina de 2 mg/L con
respecto al grupo de vancomicina de <1 mg/L Se observaron
niveles muy bajos de CMI para linezolid en todas las cepas.
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Activity of vancomycin, teicoplanin and linezolid
in methicillin resistant coagulase-negative
Staphylococci isolates from paediatric blood
cultures

ABSTRACT

Introduction. Coagulase-negative-Staphylococci (CNS) are
the major cause of bacteraemia and sepsis in newborns. CNS methi-
cillin resistance and its loss of sensitivity to glycopeptide antibiotics,
make treatment significantly more difficult in positive cocci infec-
tions.

Objective. To study MIC vancomycin, teicoplanin and linezolid
in different species of CNS methicillin resistant isolates from blood
cultures from paediatric patients.

Methods. Clinically relevant CNS methicillin resistant isolates
from paediatric blood cultures from different hospitalization wards
were tested. The isolates were identified by biochemical tests by
means in the Combo panels 31 of MicroScan (Dade Behring, Sie-
mens). Resistance to oxacillin and susceptibility to vancomycin, te-
icoplanin and linezolid were tested by microdilution panels as cited
above. We also tested teicoplanin and linezolid sensitivity using
Etest.

Results. 50 methicillin resistant strains were isolated: 37 (74%)
S. epidermidis, 7 (14%) S. hominis, 4 (8%) S. haemolyticus and 2
(4%) Staphylococcus spp. 26 strains were observed with reduced
susceptibility to vancomycin MIC = 2 mg/L, (22 S. epidermidis, 2 S.
haemolyticus and 2 Staphylococcus spp.) and 21 strains with loss
of susceptibility to teicoplanin, MIC = 4-16 mg/L (20 S. epidermidis
and 1 S. haemolyticus). No CNS linezolid resistant was found.

Conclusions. There is a linear correlation between increased
vancomycin MIC and teicoplanin MIC. There is a statistically signifi-
cant difference (p <0.001) in the MIC of teicoplanin in the vanco-
mycin group = 2 mg/L with respect to the vancomycin group < 1
mg/L We also observed very low levels of linezolid MIC for all strains.

Keywords: Staphylococcus coagulase negative, blood culture, bacteremia,
sepsis.
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INTRODUCCION

los  Staphylococcus  coagulasa-negativos  (ECN),
colonizadores habituales de la piel y las mucosas, son los
principales microorganismos productores de infecciones en el
Recién Nacido (RN) prematuro y en los pacientes ingresados
en la Unidad de Cuidados Intensivos Pediatrica (UCIP)'3.
Esto es debido principalmente a la inmadurez de su sistema
inmunologico, la baja edad gestacional y el bajo peso, la
administracion de esteroides y nutricion parenteral, asi como
la ruptura en la integridad de la piel y mucosas debido a
catéteres, ventilacion mecanica o sondas'*.

Por otra parte, el tratamiento en este tipo de pacientes
se reduce considerablemente, al estar contraindicados
antimicrobianos de las familias de las fluorquinolonas,
sulfonamidas, tetraciclinas o daptomicina, y la limitacion del
empleo de B-lactamicos debido a que las tasas de resistencia
alcanzan el 70% de las cepas®®, siendo actualmente el
tratamiento de eleccion vancomicina, teicoplanina o linezolid.

Sin embargo, el uso frecuente y continuado de
vancomicina ha provocado una elevacion de la CMI hasta 2
mg/L. Si bien estos valores estan dentro de los rangos de
sensibilidad, puede existir un fracaso clinico por la pérdida
de efectividad del antibidtico in vivo descrito por numerosos
autores” ',

Los objetivos del estudio fueron:

Estudiar las CMIs para vancomicina, teicoplanina y
linezolid en diferentes especies de ECN resistentes a meticilina
y clinicamente significativos, aislados en hemocultivos de
pacientes procedentes de distintas areas del Servicio de
Pediatria.

Analizar si existe relacion entre la elevacion de las CMIs de
vancomicina y las de teicoplanina en estas cepas.

MATERIAL Y METODOS

Durante un afo se obtuvieron 72 cepas, una por paciente,
de diferentes especies de ECN aisladas de hemocultivos
positivos de pacientes ingresados en diferentes secciones del
Servicio de Pediatria de nuestro hospital.

Para considerar un aislamiento como clinicamente
significativo debia cumplir los siguientes requisitos: a) formar
parte de una bacteriemia primaria, 0 una bacteriemia asociada
a catéter; b) aislarse en cultivo puro; ¢) no aislar ningtn
microorganismo en muestras estériles del paciente; d) no aislar
microorganismos clinicamente significativos en muestras no
estériles, como orina, esputo o aspirado traqueo-bronquial; e)
presentar signos y sintomas compatible con proceso infeccioso.

Se empled el sistema de hemocultivos Bactec™ FX (Becton
Dickinson) con botellas aerobias pediatricas. Si bien el protocolo
del hospital considera una incubacion del hemocultivo de
5 dias, solo se incluyeron en el estudio los hemocultivos que
resultaron positivos en las primeras 72 horas de incubacion.
Las botellas positivas se sembraron en agar sangre, chocolate

Tabla 1 Areas de procedencia de los pacientes.
Ne de pacientes (%) Porcentaje acumulado
ucl 21(42) 42
PREMATUROS 11(22) 64
LACTANTES 6(12) 76
PREESCOLARES 3(6) 82
OTROS 9(18) 100

“Otros: Gastroenterologia, Paritorios, Oncologia y Urgencias.

y Sabouraud, incubandose a 35°C con 5% de CO, durante 24
horas. Si no se obtenia crecimiento se reincubaban 48 horas
mds antes de ser descartadas como negativas. También
se sembrd una placa de agar Schaedler, incubada a 35°C en
anaerobiosis durante 72 horas.

Los microorganismos fueron identificados a nivel de
género mediante la morfologia de las colonias, tincion de Gram
y pruebas catalasa positiva y coagulasa negativa, y a nivel de
especie mediante las pruebas bioquimicas contenidas en los
paneles Combo 31 de MicroScan (Dade Behring, Siemens). En
los casos en los que la identificacion no fue fiable, se realizd
Vitek 2 (bioMérieux, Francia).

La sensibilidad a antibidticos se obtuvo de forma
automatica mediante microdilucion contenida en el mismo
panel anteriormente citado, que incluia oxacilina 0,25- 2 mg/L,
vancomicina 0,5-16 mg/L, teicoplanina 1-16 mg/L y linezolid
2-4 mg/L. La presencia de pbp2a se confirmd en todas las
cepas oxacilina resistente mediante el kit de aglutinacion con
latex pbp2a (Oxoid). Se tomaron como valores de sensibilidad
disminuidos a glucopéptidos los valores de 2 mg/L para
vancomicina y de 4 mg/L para teicoplanina (ultimas diluciones
consideradas sensibles por el método de EUCAST'. También
se determinaron las CMIs a teicoplanina y linezolid mediante
Etest (AB bioMérieux, Solna, Suecia) en placas de Mueller-
Hinton (bioMérieux, Francia), siguiendo las indicaciones
del fabricante. Las placas se incubaron 24 horas a 35C en
aerobiosis y la interpretacion se hizo siguiendo las normas del
CLSI™. Se utilizo S. aureus ATCC 29213 como cepa control.

Las siguientes variables clinicas que se incluyeron en el
estudio fueron tomadas en el momento de la realizacion de los
hemocultivos: hemoglobina, recuento leucocitario, recuento
plaquetario, proteina C reactiva y presencia de catéter venoso
central.

Finalmente, el analisis estadistico de los resultados se
realizd aplicando el estudio de la x? y comparacion de medias.

RESULTADOS

De las 72 cepas aisladas, 22 fueron sensibles a meticilina
y se excluyeron del estudio, y 50 cepas fueron resistentes
a meticilina, que son las que se analizan a continuacion,
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Tabla 2

Datos demogréficos, clinicos y de laboratorio de los diferentes pacientes de

UCI y Prematuros, comparados con los de otros Servicios.

Datos clinicos y de laboratorio UCI n=21 (p) Prematuros n=11 (p) Otros servicios n=18
Sexo (H/M) (11/10) (02) (4/7) (0,057) (13/5)

Cve 21 (<0,001) 8 (<0,001) g

Hb (g/dl) 10,73 (0,07) 12,74(0,3) 11,8
Leucocitos (mil/mm3) 12,03 (0,7) 15,78 (0,03) 13,32
Plaquetas (mil/mm3) 256 (0,3) 280 (0,5) 301

PCR (mg/l) 47,81 (0,1) 38,03 (0,2) 15,2

(CVC: Catéter venoso central, Hb: Hemoglobina, PCR: Proteina C Reactiva, H: Hombre, M: Mujer, S: Si, N: No.)

correspondiendo 37 (74%) a S. epidermidis, 7 (14%) S. hominis,
4 (8%) S. haemolyticus y 2 (4%) Staphylococcus spp. En la
tabla 1 se muestra la distribucion de los pacientes en el Servicio
de Pediatria. Los datos demograficos, clinicos y de laboratorio
se resumen en la tabla 2.

Se observaron 26 cepas con sensibilidad disminuida
para vancomicina, CMI de 2 mg/L, (22 S. epidermidis, 2
S. haemolyticus y 2 Staphylococcus spp.) y 21 cepas con
disminucion de sensibilidad a teicoplanina, oscilando las CMls
entre 4 y 16 mg/L (20 S. epidermidis y 1 S. haemolyticus).
En la tabla 3 se describen las CMIs para los tres antibioticos
estudiados en las diferentes especies estafilocdcicas, mientras
que en la tabla 4 se expone la distribucion de las cepas, y su
porcentaje, en funcion de su sensibilidad a vancomicina y
teicoplanina.

Existe una correlacion lineal entre los valores aumentados
de las CMIs de vancomicina y los de teicoplanina. Se observa
una diferencia estadisticamente significativa (p<0,001) en
las cepas con CMIs de teicoplanina elevadas en el grupo de
vancomicina de 2 mg/L con respecto al grupo de vancomicina
=1 mg/L

DISCUSION

Los ECN son la principal causa de bacteriemia y sepsis en los
RN prematuros y en los ingresados en la UCIP. Esto no sdlo es
debido a la gran inmadurez de su sistema inmunoldgico, el bajo
peso o la presencia de enfermedades importantes subyacentes,
sino también a la necesidad de nutricion parenteral y a la
presencia de materiales extrafos'*'. Entre ellos destacan los
catéteres venosos centrales, que son una de las principales vias
de acceso de los ECN al torrente circulatorio, favorecidos por el
mayor diametro de su luz, la larga duracion de su implante, y
sobre todo que en muchas ocasiones no se los puede retirar ante
signos locales de inflamacidn debido a la imposibilidad de volver
a coger vias en este tipo de pacientes. S. epidermidis es la especie
aislada con mayor frecuencia, la que tiene una mayor capacidad
para adherirse a la superficie de los dispositivos intravasculares, y
recubrirse de una biopelicula que actua inhibiendo la fagocitosis
e impidiendo que el antibiotico llegue hasta la bacteria®616,

El diagndstico microbiologico para confirmar la etiologia
de la bacteriemia y septicemia es el hemocultivo. Los ECN
son los principales contaminantes de la muestra al formar
parte de la flora habitual de piel y mucosas'**. La extraccidn
de la muestra se realizd siguiendo de forma meticulosa los
protocolos de la SEIMC" para evitar contaminaciones en el
momento de la extraccion, ya que se descarta una posible
contaminacion de la muestra por la manipulacion de la
botella en el laboratorio de microbiologia. Ante la sospecha
clinica de sepsis y el aislamiento de estos microorganismos
en el hemocultivo, es necesario establecer unos parametros
microbiologicos para llegar a una probable etiologia, que
junto a los datos clinicos ayuden a definir el aislamiento como
una bacteriemia verdadera. El numero de botellas positivas
es actualmente uno de los parametros mas importantes para
diferenciar en el hemocultivo una contaminacion de una
bacteriemia verdadera?'®. Nuestro estudio se realizd con
pacientes prematuros y de bajo peso, a los que Unicamente se
les extrajo 5cc de sangre para una unica botella aerobia, ya
que una extraccion mayor supone una pérdida importante del
volumen sanguineo del nifio. La validez de una Unica muestra
esta descrita por Favre et al en un estudio realizado en 2005,
en el que concluyen que un solo bote de hemocultivo positivo
para ECN tiene la misma significacion que el hallazgo de dos
0 mas botes positivos en presencia de signos o sintomas de
sepsis'®. Con respecto al tiempo de incubacion, se admitieron
a estudio aquellos hemocultivos que fueron positivos en las
primeras 72 horas de incubacion, en base a que un inoculo
bacteriano grande (susceptible de infeccion) resultaria positivo
en poco tiempo, al contrario que uno pequefo (sugerente de
contaminacion)”.

Actualmente, el porcentaje de cepas de ECN resistentes
a meticilina es muy elevado en todo el mundo®™. En nuestro
pais, Cuevas et al.® publicaron tasas de resistencia del 61% en
2002. Estas cifras coinciden con las de nuestro hospital para
el Area de Pediatria 50/72 (69%), por lo que no es aconsejable
tratar de forma empirica con B-lactdmicos a los pacientes con
sospechas de bacteriemias 0 sepsis por cocos grampositivos.

Una opcion empleada desde hace muchos afos son
los glucopéptidos. A pesar del uso continuado y masivo de
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Tabla 3 ‘ Ne de especies de ECN resistentes a meticilina, CMls (mg/L) de vancomicina,
teicoplanina y linezolid mediante microdilucion y Etest.
CMmI CMI

Ne cepa Especie Vancomicina Teicoplanina Teicoplanina  Linezolid Ne cepa Especie Vancomicina Teicoplanina Teicoplanina  Linezolid

(Microdilucion) ~ (Microdilucion)  (E-test) (E-test) (Microdilucion)  (Microdilucion)  (E-test) (E-test)
1 S. epidermidis <1 2 4 0,75 26 S. epidermidis 2 4 8 1
2 S. epidermidis <1 <1 0,38 1 27 S. epidermidis 2 4 4 1
3 S. epidermidis <1 2 4 1 28 S. epidermidis 2 4 8 1
4 S. epidermidis <1 4 4 1 29 S. epidermidis 2 <1 2 0,75
5 S. epidermidis <1 <1 2 0,75 30 S. epidermidis 2 4 16 15
6 S. epidermidis <1 <1 2 1 31 S. epidermidis 2 4 8 1
7 S. epidermidis <1 4 6 1 32 S. epidermidis 2 4 6 0,75
8 S. epidermidis <1 2 3 %5, 33 S. epidermidis 2 2 4 0,75
9 S. epidermidis <1 <1 3 1 34 S. epidermidis 2 <1 1,5 0,75
10 S. epidermidis <1 2 2 15 35 S. epidermidis 2 <1 3 0,75
" S. epidermidis <1 <1 3 1 36 S. epidermidis 2 <1 3 1
12 S. epidermidis <1 2 3 1 37 S. epidermidis 4 2 4 1
13 S. epidermidis <1 <1 1,5 1 38 S. hominis <1 <1 0,094 1
14 S. epidermidis <1 <1 2 05 39 S. hominis <1 <1 0,094 1
15 S. epidermidis <1 <1 0,75 15 40 S. hominis <1 <1 0,19 0,38
16 S. epidermidis 2 4 4 1 41 S. hominis <1 <1 0,25 0,75
17 S. epidermidis 2 2 3 1 42 S. hominis <1 <1 0,125 1
18 S. epidermidis 2 4 8 0,75 43 S. hominis <1 <1 0,19 1
19 S. epidermidis 2 2 3 1 44 S. hominis <1 <1 0,125 1
20 S. epidermidis 2 2 4 0,75 45 S. haemolyticus <1 <1 3 1
21 S. epidermidis 2 2 3 1,5 46 S. haemolyticus <1 <1 2 1
22 S. epidermidis 2 4 6 15 47 S. haemolyticus 2 <1 2 0,75
23 S. epidermidis 2 4 8 0,75 48 S. haemolyticus 2 8 8 1
24 S. epidermidis 2 2 4 15 49 S. intermedius 2 <1 0,5 0,75
25 S. epidermidis 2 <1 4 0,75 50 S. warneri 2 2 2 1

vancomicina y teicoplanina en todo el mundo, la resistencia
creada por enterococos y estafilococos es puntual®?, sin que se
hayan aislado todavia en nuestro pais ninguna cepa de ECN con
alta resistencia frente a ellos. Sin embargo, si estd ampliamente
documentado el aumento progresivo en la CMI para vancomicina
en los ltimos afos, alcanzando actualmente CMI de 2 mg/L un
gran numero de aislamientos clinicos®%, debido al uso durante
largos periodos de tiempo de B-lactdmicos, o de forma
intermitente por re-hospitalizaciones continuas?®?, Esto trae
consigo una pérdida de la eficacia in vivo del antimicrobiano®-®',
que obliga en la mayoria de los casos a buscar otras alternativas
terapéuticas, entre las que se encuentra el linezolid. En todos
nuestros pacientes estudiados se empled teicoplanina en lugar
de vancomicina, porque el antibidtico no necesita diluirse en un
volumen considerable de liquido, como ocurre con vancomicina,
evitdndose asi una situacion de hipervolemia. Con respecto a

la eficacia clinica, teicoplanina y vancomicina se consideran
equivalentes terapéuticos, con lo que es probable que una CMI
elevada para vancomicina pueda llevar al fracaso terapéutico con
teicoplanina, motivo por el cual hemos analizado en este trabajo
las CMI de ambos glucopéptidos. Considerando como pérdida de
sensibilidad de teicoplanina una CMI = 4 mg/L*? existe una fuerte
correlacion entre la perdida de sensibilidad de vancomicina y
teicoplanina, con un aumento estadisticamente significativo en
la CMI de teicoplanina en el grupo de vancomicina = 2 mg/L con
respecto al grupo de vancomicina < 1 mg/L Ante esta situacion es
necesario disponer de otras alternativas terapeuticas, como es el
linezolid.

Esta oxazolidinona, que actua inhibiendo la sintesis
proteica a nivel ribosomal comportandose como agente
bacteriostatico y ocasionalmente bactericida, fue aprobada
para su uso en Espafa en 2002. Desde entonces, son
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Tabla 4

Relacion entre las CMlIs (mg/L) de vancomicina y teicoplanina.

Teicoplanina CMI = 4-16 Rango: (4-16)
Vancomicina CMI > 2-4 N=17 (34%) Media: 6,47
N=26 (52%) Moda: 4
Teicoplanina CMI < 4 Rango: (0,5-3)
N=9 (18%) Media: 2,22
Cepas resistentes Moda: 3
a oxacilina Teicoplanina CMI 4 = 16 Rango: (4-6)
N=50 Vancomicina CMI < 1 N=4 (8%) Media: 4,5
N=24 (48%) Moda: 4
Teicoplanina CMI < 4 Rango: (0,094-6)
N=20 (400%) Media: 1,94
Moda: 2-3

esporddicas las resistencia publicadas®®**, generalmente en
relacion con el uso masivo y continuo del antimicrobiano',
siendo actualmente un farmaco de primera eleccion en
neumonias asociadas a ventilacion mecanica por cocos
grampositivos en UCI, y en bacteriemias primarias o asociadas
a catéteres. Las cepas testadas en nuestro estudio eran todas
sensibles a linezolid, con una baja CMI (rango de 0,5-1,5
mg/L), por lo que este antibiotico es una posible opcion ante el
fracaso terapéutico con teicoplanina.

CONCLUSIONES

Las bacteriemias por ECN se producen sobre todo en los
nifios mas graves y con baja edad gestacional (UCIP y Prema-
turos), estando sobre todo relacionadas con la presencia de
catéteres.

Debido al alto porcentaje de ECN resistentes a meticilina
no es recomendable el uso de antibioticos B-lactamicos si se
sospecha una bacteriemia por estos microorganismos.

Al existir una equivalencia terapéutica entre los glucopép-
tidos, se debe vigilar muy estrechamente la evolucién clinica
de un paciente tratado con teicoplanina cuando la CMI para
vancomicina sea de 2 mg/L.

Todas las cepas testadas presentan unos niveles de CMls
muy bajos para linezolid.
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