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Molecular study of methicillin-resistant
Staphylococcus haemolyticus in a Mexican Hospital

ABSTRACT

Objective. To perform the molecular characterization of methi-
cillin-resistant Staphylococcus haemolyticus (MRSH) clinical
isolates from patients in a Mexican hospital. Methods. Sixty
three Staphylococcus ssp. isolates collected from September 2000
to October 2002 were analyzed. Antimicrobial susceptibility was
determined by disk diffusion method and the presence of the
mecA gene was detected by PCR technique. Isolates characteriza-
tion was carried out by pulsed field gel electrophoresis (PFGE).
Results. The frequency of S. haemolyticus was 25.5% (18 of 63
clinical isolates), all S. haemolyticus isolates were methicillin-re-
sistant and they were positive for the mecA gene. A major pattern
(A) with 8 subtypes was identified. This clone was distributed dur-
ing the 20 months period. Most of them were isolated from the sur-
gery (55%) and pediatric services (27.5%). Conclusion. The
methicillin-resistant S. haemolyticus permanence as pathogen in
this hospital, suggest the implementation of control programs
in order to decrease the prevalence of this multiresistant pathogen.

Key words. Staphylococcus haemolyticus. Methicillin-resistant.
MecA. PFGE. Molecular study. Multiresistant pathogen. Mexico.

INTRODUCCION

El papel de los Staphylococcus coagulasa negati-
va (SCN) en las infecciones nosocomiales ha sido
reconocido y bien documentado, la tasa de infeccion
se ha correlacionado con el incremento en el uso de
catéteres intravasculares y aparatos ortopédicos,
asi como por el creciente numero de pacientes in-

RESUMEN

Objetivo. Caracterizar molecularmente los aislamientos clinicos
de Staphylococcus haemolyticus resistentes a meticilina (SHRM)
obtenidos de pacientes del Hospital General de Acapulco, Gue-
rrero, México. Métodos. Se incluyeron 63 aislamientos de Sta-
phylococcus ssp., colectados durante el periodo de septiembre de
2000 a octubre de 2002. La susceptibilidad antimicrobiana se
determiné por el método de difusion en disco y la presencia del
gen mecA se detectd por la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Los aislamientos de SHRM fueron caracteri-
zados por electroforesis en gel por campos pulsados (PFGE). Re-
sultados. La frecuencia de S. haemolyticus correspondi6 al
28.5% (18 de 63 aislamientos clinicos), todos los aislamientos
fueron resistentes a meticilina confirmandose el genotipo mecA.
Se identific6 una clona mayoritaria A con ocho subtipos. Esta
clona fue identificada durante 20 meses, principalmente de los
servicios de cirugia en 55%, seguido de pediatria en 27.7%. Con-
clusién. La permanencia de S. haemolyticus resistente a metici-
lina como patégeno nosocomial en este hospital sugiere
establecer programas de control para disminuir la prevalencia de
este patégeno multirresistente.

Palabras clave. Staphylococcus haemolyticus. Resistencia a me-
ticilina. MecA. Electroforesis en gel por campos pulsados (PFGE).
Estudio molecular. Patégeno multirresistente. México.

munocomprometidos en los hospitales. Las infec-
ciones nosocomiales producidas por estafilococos
son una causa principal de mortalidad y morbili-
dad.'? La especie de SCN predominante ha sido
Staphylococcus epidermidis; sin embargo, Sta-
phylococcus haemolyticus ha emergido como una
especie clinicamente importante. Asi, se han iden-
tificado cepas endémicas de estos microorganismos
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causantes de bacteriemia en las unidades de cuida-
dos intensivos.3®

Desde la introduccion de la meticilina en 1961
para el uso clinico, la frecuencia de cepas de esta-
filococos resistentes a meticilina (SRM) ha au-
mentado gradualmente, generando resistencia a
todos los agentes B-lactamicos, estos aislamientos
se han convertido en un problema de salud publi-
ca mundial.® En México, se han reportado cepas
de SRM provenientes de pacientes que sufrieron
infecciones intrahospitalarias, predominando los
SCN con una frecuencia de 53.4%, mientras que S.
aureus con 14.2%.7-8 La resistencia a meticilina
(RM) en S. aureus y especies SCN esta mediada
principalmente por la sobreproduccion de la PBP-
2a, proteina de unién a penicilina alterada con
baja afinidad a los antibidticos B-lactamicos y la
cual es codificada por el gen mecA.59 Este gen pre-
senta una alta similitud en S. aureus y SCN resis-
tentes a meticilina y estd ausente en aislamientos
de estafilococos sensibles. EI gen mecA es conside-
rado un marcador molecular de RM en todos los
estafilococos.® Entre los SCN la resistencia a
meticilina se expresa principalmente en S. hae-
molyticus con resistencia heterogénea a vancomi-
cina, dificultando una terapia exitosa en
pacientes neonatos, neutropénicos y de cuidados
intensivos.!

Diversos estudios han demostrado que las infec-
ciones por SCN son causadas por tipos moleculares
predominantes, los cuales estan ampliamente distri-
buidos en los hospitales, sugiriendo contaminaciéon
cruzada en su diseminacién. Los tipos moleculares
predominantes pueden persistir en unidades de cui-
dados intensivos por periodos prolongados y la capa-
cidad de desarrollar resistencia a antibioticos y
colonizar una amplia variedad de huéspedes pueden
ser factores clave para la seleccion y persistencia de
tipos de SCN.512

La electroforesis en gel por campos pulsados
(PFGE, por sus siglas en inglés) es el método mas
confiable para la tipificacion molecular y el estu-
dio de la epidemiologia local y global de los SRM,
gue contribuye a definir las rutas de transmision
y controlar la diseminacion de resistencia entre
estafilococos, asi como identificar infecciones no-
socomiales.®12.13

En este trabajo se describen las caracteristicas
moleculares de aislamientos clinicos de S. haemoly-
ticus resistentes a meticilina (SHRM) portadores del
gen mecA, obtenidos de pacientes de un hospital de
segundo nivel de atencidon de Acapulco, Guerrero,
México.

MATERIAL Y METODOS
Descripcion del hospital

Este estudio se realizé en el Hospital General de
Acapulco, Guerrero. El hospital cuenta con 120 ca-
mas y tiene cinco areas de hospitalizacion (Cirugia,
Ginecologia-obstetricia, Medicina Interna, Pediatria
y Cuidados Intensivos) y Servicio de Consulta Exter-
na general y especializada. Tiene un promedio de
600 egresos hospitalarios al mes, pertenece al segun-
do nivel de atencion y depende de la Secretaria de
Salud de Guerrero.

Cepas bacterianas

Se analizaron 63 aislamientos clinicos de Staphylo-
coccus spp. colectados durante el periodo comprendido
de septiembre de 2000 a octubre de 2002 (26 meses).
Los cultivos fueron tomados s6lo cuando los signos cli-
nicos sugerian la presencia de infeccion. Se incluy6 un
aislamiento por paciente y se obtuvieron los datos de
hospitalizacion y la fuente de aislamiento. Las especies
de estafilococos se identificaron con el sistema API
STAPH (bioMérieux, Marcy L’Etoile, Francia) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Las pruebas de susceptibilidad se realizaron por la
técnica de difusion en agar Mueller-Hinton de discos
con antibioticos, siguiendo las recomendaciones del
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
(CLSI por sus siglas en inglés), utilizando los siguien-
tes antibidticos: azitromicina (15 pg), ciprofloxacina
(5 pg), cloranfenicol (30 pg), gentamicina (10 pg),
oxacilina (1 pg), penicilina (10 unidades), rifampicina
(5 pg), tetraciclina (30 pg), trimetoprima/sulfame-
toxazol (1.25/23.75 pg) y vancomicina (30 pg). La in-
terpretacion de los halos de inhibicion fue de acuerdo
con el decimoquinto suplemento informativo del afio
2005 del CLSI/NCCLS.*

Amplificacion del gene mecA

La presencia del gene mecA se detectd mediante
la técnica de PCR con los iniciadores: M1, 5° TGGC-
TATCGTGTCACAATCG 3’y M2, 5" CTGGAACTT-
GTTGAGCAGAG 3’, reportados previamente por
Vannuffel, et al.1° el producto esperado amplificado
fue de 310 pb. La mezcla de reaccion se realizé en un
volumen de 50 pL con una concentracion final de 10
mM de Tris HCI (pH 8.8), 1.5 mM de MgCl,, 50 mM
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de KCI, 0.1% de tritén X-100, 0.25 mM de cada
uno de los desoxinucleosidos trifosfato, 50 pmol de
cada iniciador, 1.25 unidades de tag polimerasa
(Applied Biosystems, NJ, EUA) y 3 ug de DNA mol-
de. Después de un paso inicial de desnaturalizacion
de cinco minutos, a 94 °C, se realizaron 30 ciclos de
amplificacion como se indica: desnaturalizacion a 94
°C, durante un minuto, alineamiento a 56 °C, duran-
te un minuto; y extensién a 72 °C durante tres mi-
nutos y finalmente una extensién a 72 °C, durante
10 minutos; se emple6 un termociclador Gene Amp
PCR System 2400 Applied Biosystems, Foster City,
California, EUA. Como control negativo se incluye-
ron DNA total de S. aureus ATCC 25923, y como
control positivo DNA total de S. aureus NCTC 8325.
Los productos amplificados se separaron por electro-
foresis en un gel de agarosa al 2% y se tifieron con
bromuro de etidio.

Genotipificacion clonal de SHRM

Para determinar el origen clonal de los aislamien-
tos clinicos se empled el método de PFGE descrito
por Chung M, et al.*®>el DNA fue digerido con la
enzima de restriccion Smal (Invitrogen, Carlsbad,
California, EUA); los fragmentos obtenidos se sepa-
raron en un sistema CHEF Mapper Il (BioRad, Her-

cules, California, EUA). La interpretacion se realizé
de acuerdo con los criterios de Tenover, et al.1®

Analisis de los resultados genotipicos

El anélisis de agrupacién del patron de bandas
electroforéticas se realizé con base en el coeficiente
de similitud de Dice. EIl coeficiente de similitud,
el dendrograma y la probabilidad fueron generados
con el software NTSYSpc version 2.0 (Applied Bioes-
tadistics Inc. Setauket, Nueva York, EUA).

RESULTADOS
Cepas bacterianas

Durante el periodo de estudio (26 meses), se
colectaron 63 aislamientos clinicos de estafilococos.
Las muestras clinicas correspondieron principal-
mente a los servicios de Cirugia 24 (38%) y Pediatria
18 (28%). Los aislamientos fueron recuperados de
los siguientes sitios: herida quirdrgica 21 (33%),
punta de catéter y liquido cefalorraquideo 10 (15%)
cada uno, y de otras localizaciones 22 (37%). Se
identificaron 19 aislamientos como S. aureus (30%)
y 44 SCN (70%). En este ultimo grupo, 18 fueron
identificados como S. haemolyticus (41%), nueve S.

Cuadro 1. Datos epidemioldgicos y moleculares de los aislamientos de Staphylococcus haemolyticus, del Hospital General de Acapulco, Guerrero,

México, noviembre de 2000 a octubre de 2002.

Nimerode  Fechade Origen Servicio Patron de resistencia Fenotipo de Perfil de
aislamiento  aislamiento resistencia PFGE
203 13/11/2000 Orina Consulta externa P, OX, SXT, CN, CIP, AZM, TE 5 Al
644 13/03/2001 Sonda hemodialisis Pediatria P, OX, SXT, CN, CIP, AZM, RD 6 A6
661 02/04/2001 Punta de catéter Cirugia P, OX, SXT, CN, CIP, AZM, C 4 A
731 30/08/2001 Punta de catéter Cirugia P, OX, SXT, CN, CIP, AZM, 2 A
732 31/08/2001 Punta de catéter Cirugia P, OX, SXT, CN, CIP, C, TE, RD 8 A7
735 05/09/2001 Penrose Cirugia P, OX, SXT, CN, CIP 1 A8
754 17/09/2001 Aspiracion transtraqueal  Cirugia P, OX, SXT, CN, CIP, AZM, C 4 A3
756 17/09/2001 Venodiseccion Cirugia P, OX, SXT, CN, CIP, AZM, C, TE 7 A7
827 04/12/2001 Herida quirdrgica Ginecologia P, OX, SXT, CN, CIP, AZM 2 A
829 08/01/2002 Herida quirtirgica Cirugia P, OX, SXT, CN, CIP, AZM, C 4 A3
832 13/01/2002 Herida quirtirgica Cirugia P, OX, SXT, CN, CIP, AZM, C 4 A3
889 21/05/2002 Sangre Cirugia P, OX, SXT, CN, CIP, AZM, C 4 A
951 22/05/2002 Punta de catéter Cirugia P, OX, SXT, CN, CIP, AZM, C 4 A2
893 02/06/2002 Punta de catéter Pediatria P, OX, SXT, CN, CIP, AZM, C 4 A4
897 17/06/2002 Punta de catéter Pediatria P, OX, SXT, CN, CIP, AZM, C 4 A
899 25/06/2002 Sangre Pediatria P, OX, SXT, CN, AZM, TE 3 A5
969 17/09/2002 Aspiracion bronquial Cuidados intensivos P, OX, SXT, CN, CIP, AZM, TE 5 A
981 21/10/2002 Punta de catéter Pediatria P, OX, SXT, CN, CIP, AZM, C 4 A

P: penicilina. OX: oxacilina. SXT: trimetoprima/sulfametoxazol. CN: gentamicina. CIP: ciprofloxacina. AZM: azitromicina. C: cloranfenicol. TE: tetraci-

clina. RD: rifampicina.
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epidermidis (20%), cuatro S. capitis (9%), cuatro
S. hominis (9%), y nueve (20%) de otras especies.

Susceptibilidad antimicrobiana

Todos los 63 estafilococos resultaron sensibles a
vancomicina. En relacion con la resistencia a la me-
ticilina, 28 de los 63 aislamientos resultaron resis-
tentes (44%), de los cuales s6lo un aislamiento
correspondid a S. aureus. Del grupo que incluyé a
los 44 aislamientos identificados como SCN, 61%
(27) resultaron RM, resaltando el hecho de que to-
das las cepas de S. haemolyticus fueron RM. Adicio-
nalmente este grupo fue resistente a mas de cinco
antibidticos, con lo cual se identificaron ocho perfi-
les de resistencia y se asignoé un nimero para cada
grupo (Cuadro 1). Con base en estos resultados rea-
lizamos los estudios moleculares Gnicamente a los
18 aislamientos de SHRM.

Deteccion del gen mecA en SHRM

Los 18 aislamientos clinicos correspondientes a S.
haemolyticus fueron ensayados para la deteccion del
gen mecA, en todos los casos el resultado fue positi-
vo mediante la amplificacidon del fragmento espera-
do de 310 pb (Figura 1).

Tipificacion molecular de SHRM

En relacion con la deteccion del posible origen clo-
nal mediante la técnica de PFGE, se identific6 un
grupo mayoritario denominado A con ocho subtipos
(A1-A8), los cuales estuvieron conformados en la si-
guiente proporcion: El tipo A estuvo representado
por siete aislamientos, el subtipo A7 por dos aisla-
mientos, el subtipo A3 por tres aislamientos y los

subtipos Al, A2, A4, A5, A6 y A8 estuvieron represen-
tados por un solo aislamiento cada uno (Cuadro 1). El
coeficiente de similitud en los diferentes perfiles de
PFGE fue de 72%, el valor cofenético de 0.95 indico
una buena correlacion entre la matriz de similitud y
el dendrograma (Figura 2). Se observd una buena
concordancia entre los perfiles de PFGE identificados
visualmente y el coeficiente de similitud de Dice.

Relacion del tipo clonal con el servicio
del hospital y el origen de la muestra clinica

Los diferentes tipos de PFGE de SHRM estuvie-
ron distribuidos en los distintos servicios del hospi-
tal durante marzo de 2001 a octubre de 2002. En su
mayoria, fueron recuperados del Servicio de Cirugia
(55%), seguido del Servicio de Pediatria (28%). Sélo
un aislamiento de SHRM fue recuperado de un pa-
ciente procedente de Consulta Externa. Las fuentes
clinicas de los aislamientos fueron heterogéneas, el
tipo A fue aislado de puntas de catéter (cuatro), he-
rida quirdrgica (uno), aspiracion bronquial y sangre
(uno) en los servicios de Cirugia, Ginecologia, Cui-
dados Intensivos y Pediatria, los cuales se aislaron
durante un periodo de 20 meses.

DISCUSION

Durante la tltima década los SCN han incremen-
tado su importancia como una causa de infeccion
adquirida en el hospital, particularmente en bacte-
riemia asociada con el uso de catéteres intravascula-
res. Asimismo, la mayoria de SCN recuperados de
infecciones nosocomiales son resistentes a meticili-
na.346.17-20 En el Hospital General de Acapulco se
identificé una clona mayoritaria de S. haemolyticus
resistente a meticilina en pacientes hospitalizados.
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Figura 1. Electroforesis en gel de aga-
rosa de los productos de PCR correspon-
dientes al gene mecA. Carril 1, marcador
de X174 RF DNA/Haelll; carril 2, S. au-
reus 8325 control positivo del gene mecA;
carril 3, S. aureus ATCC 29213 control ne-
gativo del gene mecA,; carril 4 aislamientos
731 de S. haemolyticus.

mecA
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Figura 2. Panel I. Dendrograma de patrones de similitud de los aislamientos de S. haemolyticus resistente a meticilina de acuerdo con el coefi-
ciente de Dice. Panel II. Imagen de los patrones generados por electroforesis en gel por campos pulsados de DNA cromosémico digerido con Smal.

Hospital General de Acapulco.

La deteccién del gen mecA en los aislamientos cli-
nicos fue realizada por dos métodos: difusién en disco
de oxacilina y amplificacion del gen por PCR. En este
hospital, la prevalencia de SCN-RM (61%) fue mayor
gue la obtenida en aislamientos clinicos de S. aureus
RM (5.2%), resultados similares se han reportado por
Calderon, et al. en México,®y la frecuencia de SHRM
difieren a lo identificado por otros autores.”'718 La
presencia de SCN-RM se ha asociado con la resisten-
cia a otros compuestos antiestafilocécicos.’® En el
presente estudio S. haemolyticus se identificé como
un patégeno multirresistente, ya que el fenotipo de
resistencia fue variable. Esta multirresistencia ha
sido reportada por diferentes autores;'32%21 sin em-
bargo, en el presente hospital se propone que el feno-
tipo de resistencia puede ser un posible marcador
epidemiologico debido a que 50% de los aislamientos
de S. haemolyticus (9/18) presentaron resistencia a
trimetoprima/sulfametoxazol, gentamicina, cipro-
floxacina, azitromicina y cloranfenicol (fenotipo 4).
Por otra parte, se ha documentado el surgimiento de
cepas de S. haemolyticus con reducida sensibilidad a
vancomicina, sugiriendo ser el tnico entre los SCN en
ser un candidato para desarrollar la resistencia a glu-
copéptidos.!? Aunque en el presente estudio todos los
aislamientos clinicos fueron sensibles a vancomicina,
es importante realizar una vigilancia epidemiolégica
para este tipo de microorganismos.

La clona A de S. haemolyticus multirresistente fue
aislada de diferentes pacientes en los servicios de Ci-

rugia, Ginecologia, Cuidados Intensivos y Pediatria,
esto indica una posible diseminacién clonal en el hos-
pital, sugiriendo una posible transmision cruzada de
este patdgeno multirresistente en el nosocomio. Asi-
mismo, la prevalencia de esta clona y su distribucion
durante un periodo de 20 meses, sugieren que sea en-
démica en el hospital. La capacidad de SCN para per-
sistir en un hospital durante largos periodos ha sido
documentada por varios autores,*>1%21 y es probable
que el uso de antibiéticos haya sido un factor para la
seleccidn de esta clona en el hospital como ha sido su-
gerido por Krediet, et al.122?

La persistencia y diseminacion de clonas de SCN
dentro de los hospitales ha sido explicada mediante
un origen en la comunidad o por ser endémicas en el
hospital.’® Esto sugiere que SHRM puede ser aisla-
do de infecciones de origen nosocomial o de origen
comunitario, y asi su diseminacion puede realizarse
en ambos sitios (ambiente hospitalario y comuni-
dad). En este estudio, uno de los aislamientos de
SHRM, perteneciente a la clona mayoritaria, fue ob-
tenido de una muestra de orina de un paciente de
Consulta Externa, pudiendo ser éste un ejemplo
de una diseminacién geografica.

La inclusidn de aislamientos de pacientes con sin-
tomatologia clinica de infeccidn nosocomial sin he-
mocultivos periféricos positivos, es una limitante del
presente estudio, ya que predominaron aislamientos
de diferentes procesos invasivos (sondas y catéteres)
principalmente de las areas de cirugia y pediatria
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del hospital. Sin embargo, el método semicuantitati-
vo utilizado en muestras de punta de catéter puede
ser indicativo de una colonizacion y transmision cru-
zada entre pacientes hospitalizados.?24

Las técnicas de biologia molecular son herramien-
tas muy utiles en la caracterizacion de aislamientos
clinicos. En el presente trabajo se identificé una clo-
na mayoritaria de S. haemolyticus resistente a meti-
cilina que se aisld de pacientes hospitalizados y la
comunidad. Aunque la transmisién de bacterias no
necesariamente conduce a infeccion, estos resulta-
dos sugieren que es necesario establecer programas
de control para evitar la diseminacion de este patoé-
geno multirresistente en este hospital.
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