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RESUMEN 

 

Actualmente se recomienda el uso de vancomicina, linezolid y daptomicina para 

el tratamiento de infecciones graves causadas por cepas de Staphylococcus 

aureus resistente a meticilina (MRSA, por sus siglas en inglés). Sin embargo, en 

varios países del mundo, se ha reportado un lento pero estable incremento en la 

concentración mínima inhibitoria (MIC) de vancomicina [―Vancomycin MIC 

Creep‖] entre las cepas de MRSA; presencia de cepas con resistencia 

intermedia, franca y hetero-resistencia a vancomicina (VISA/VRSA/hVISA), a 

linezolid (LRSA) y no sensibles a daptomicina (DNSA). El objetivo general de 

este estudio fue analizar el comportamiento de las cepas invasoras de MRSA 

aisladas en el periodo 2000-2014 de pacientes procedentes de cuatro hospitales 

de tercer nivel de atención, con respecto a la susceptibilidad antimicrobiana de 

vancomicina, linezolid y daptomicina 

 

Se utilizó un total de 448 cepas de MRSA para determinación de la MIC de cada 

antibiótico mediante microdilución en placa. La tendencia fue determinada con el 

coeficiente de correlación de Spearman. Dos pruebas de tamizaje (screening en 

4.0 µg/mL de vancomicina y MIC Test Strip Liofilchem ®) fueron utilizadas para 

detectar cepas hVISA entre las 448 cepas de MRSA. Las cepas presuntamente 

positivas en al menos una prueba de tamizaje fueron confirmadas por perfil de 

análisis poblacional/área bajo la curva (PAP/AUC). A las cepas fenotípicamente 

resistentes por microdilución en placa o por PAP/AUC se les determinó el perfil 

clonal y la secuencia tipo (ST) mediante electroforesis en gel de campos 

pulsados (PFGE) y tipificación por secuencia multilocus (MLST), 

respectivamente. 

 

 Del total de cepas (N=448), 39.5% (n=177) procedían del Instituto Nacional de 

Cancerología (H1), 16.3% (n=73) procedían de la Unidad Médica de Alta 

Especialidad (UMAE) Hospital de Pediatría del Centro Médico Nacional Siglo 

XXI–IMSS (H2), 9.6% (n=43) del Hospital San José Tecnológico de Monterrey 
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(H3) y 34.6% (n=155) del Antiguo Hospital Civil de Guadalajara ―Fray Antonio 

Alcalde‖ (H4). Se encontró tendencia de la MIC de vancomicina en el H1, de 

daptomicina en el H2 y de linezolid en el H3. Se obtuvieron tres cepas VISA y 

una de ellas era además DNSA; cuatro fueron hVISA de las cuales una era 

DNSA y una cepa más fue DNSA sin resistencia a vancomicina o linezolid. No se 

encontraron cepas LRSA. Todas las cepas fenotípicamente resistentes a 

vancomicina y daptomicina (n=8) pertenecían a la clona  Nueva York/Japón. Dos 

secuencias tipo fueron identificados: ST5-SCCmec II (n=6) y ST1011-SCCmec II 

(n=2). Este es el primer reporte de cepas VISA, DNSA, hVISA-DNSA and VISA-

DNSA en aislamientos de MRSA causantes de infecciones en México. 

 

Durante los años 2011-2012, hubo un brote de Enterococcus faecium en el H1, lo 

cual pudo haber generado selección de cepas de MRSA con resistencia a este 

antibiótico y tendencia hacia a la resistencia. La tendencia de daptomicina 

observada en el H2, a pesar de no ser utilizado en este, puede explicarse, en 

parte, a que es un hospital de referencia y que los pacientes hayan sido 

previamente tratados con este antimicrobiano o con vancomicina, debido a la 

asociación positiva existente entre el incremento de la MIC de vancomicina y de 

daptomicina. En el H3, el uso cada vez mayor de linezolid, puede estar implicado 

en la tendencia observada. En el H4, durante el periodo de estudio, la 

vancomicina estuvo restringida, lo que explica probablemente la ausencia de 

tendencia.  

 

Estos hallazgos pueden tener consecuencias clínicas e implicaciones de salud 

pública que plantean nuevos retos que se deben afrontar a través de la vigilancia 

activa de la resistencia antimicrobiana y reforzar la aplicación obligatoria de los 

programas de manejo de antimicrobianos en todos los hospitales. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Las infecciones invasoras por S. aureus resistente a meticilina (MRSA) son de 

difícil  tratamiento, aumentan la estancia hospitalaria, costos en atención médica 

y tasas de morbi-mortalidad1. Algunos de los antibióticos recomendados para su 

tratamiento son: vancomicina, linezolid y daptomicina No obstante, en diversas 

partes del mundo, se han reportado cepas de MRSA con resistencia o 

susceptibilidad disminuida a estos antibióticos, situación que disminuye las 

alternativas terapéuticas. Pese a esto, vancomicina, linezolid y daptomicina son 

algunas de las pocas opciones terapéuticas disponibles para el tratamiento de 

infecciones serias causadas por MRSA4, 5, 6.  

 

 

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La resistencia antimicrobiana que presentan los MRSA  dificulta el tratamiento de 

los padecimientos producidos por este microorganismo, aumenta la estancia 

hospitalaria, los costos en la atención médica e incrementa la tasa de morbi-

mortalidad1, 7, 8, 9. Las guías de referencia propuestas por el Centro Nacional de 

Excelencia Tecnológica en Salud (Cenetec) y diversas guías farmacoterapéuticas 

internacionales proponen el uso de vancomicina, linezolid y daptomicina para 

diversas patologías causadas por esta bacteria4, 10, 11, 12.  

 

Desafortunadamente, en diversas partes del mundo, se han reportado 

infecciones causadas por cepas de S. aureus con resistencia intermedia y 

resistencia franca a vancomicina (VISA/VRSA), S. aureus con sensibilidad a 

vancomicina, pero con subpoblaciones en el rango de la resistencia intermedia a 

este antibiótico (hVISA);  S. aureus resistente a linezolid (LRSA) y no sensibles a 

daptomicina (DNSA)1, 13, 14. En México, sólo se ha documentado el hallazgo de 

cepas hVISA5, 16, 17, 18, 19, 31, 32, 33. 
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Las cepas hVISA han sido asociadas con infecciones como endocarditis, 

osteomielitis y bacteriemia; no son detectadas por las pruebas de susceptibilidad 

rutinarias o por los sistemas automatizados (p.ej. Vitek®, MicroScan®); muestran 

elevada prevalencia entre aislamientos con MICs cercanas al punto de corte de 

sensibilidad de vancomicina (1.5 a 2 µg/mL) y pueden conducir a falla terapéutica 

20, 21, 22, 23, 24. 

 

Adicionalmente, el fenómeno denominado ―Vancomycin MIC Creep‖ 

(deslizamiento de la MIC de vancomicina) ha sido descrito en varios países, el 

cual denota un lento pero estable incremento en la MIC a través del tiempo con 

valores de 0.5 µg/mL a 1.5 µg/mL25; esta misma tendencia se ha evidenciado en 

algunos hospitales de nuestro país, dónde se reportó un incremento de la MIC  

de 0.5 µg/mL a 2.0 µg/mL15. Dicho fenómeno es de especial preocupación debido 

a que denota un patrón de comportamiento hacia la resistencia de vancomicina, a 

la asociación significativa entre el incremento de la MIC de vancomicina y la 

presencia de cepas hVISA23 y, aunque los aislamientos pudieran ser sensibles y 

no presentar hVISA, algunas patologías como endocarditis no deben ser tratadas 

con vancomicina cuando la MIC es ≥1 µg/mL debido a riesgo de fracaso del 

tratamiento, lo que disminuye las alternativas terapéuticas4.  

 

Por otra parte, puede existir correlación positiva entre el aumento de la MIC de 

vancomicina y daptomicina, así como cepas hVISA con sensibilidad reducida a 

daptomicina26, lo cual se debe a mutaciones genéticas que producen fenotipos 

con pared celular más gruesa y carga neta positiva en la membrana celular27. 

Respecto a linezolid, mutaciones puntuales que codifican para modificaciones en 

el sitio de acción del fármaco causan cepas resistentes y, a pesar de que es un 

antibiótico sintético, se ha reportado un gen de resistencia natural, el cual en 

conjunto con el gen denominado ermB, causa resistencia a todos los antibióticos 

con el mismo mecanismo de acción que linezolid28, 29. 
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

 

1. ¿Cuál es  la tendencia de las MICs de vancomicina, linezolid y 

daptomicina en las cepas aisladas en hospitales de segundo y tercer nivel 

durante los años 2000 a 2014? 

2. ¿Cuál es  la frecuencia de las hVISA, VISA, VRSA, LRSA y DNSA en las 

cepas analizadas? 

3. ¿A qué secuencia tipo y perfil clonal pertenecen las cepas con las 

mayores MICs para los tres antimicrobianos? 

 

 

4. MARCO CONCEPTUAL 

 

Staphylococcus aureus ha demostrado tener la capacidad para desarrollar 

resistencia antimicrobiana de forma rápida y continua, la cual se observó un año 

después de la introducción de la penicilina1. En 1961, dos años posteriores a la 

introducción de la meticilina, se generó la primera cepa MRSA1 que actualmente 

es un patógeno importante en infecciones nosocomiales, así como en infecciones 

asociadas a la comunidad, a los cuidados de la salud y en la ganadería3.  

 

4.1 EPIDEMIOLOGIA DE LAS INFECCIONES POR S. aureus 

 

S. aureus es un patógeno importante de infecciones hospitalarias, siendo 

frecuente en áreas quirúrgicas, cuidados intensivos y áreas pediátricas30.  

 

Las infecciones por S. aureus y particularmente por MRSA están creciendo en 

todo el mundo. El rango de prevalencia mundial durante los años 1997-1999 de 

MRSA es de 23.3 a 73%. Los datos de la vigilancia antimicrobiana SENTRY 

realizada durante los años 1997 a 1998 reportó en Europa una prevalencia de 

MRSA aproximada del 26%; Grecia, Italia, Portugal y Turquía presentaron las 

tasas más altas, mientras Suiza, Holanda, Alemania y Austria representan la 
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contraparte. En Asia, durante 1998 a 1999, los países participantes fueron Japón, 

Singapur, Taiwán y Hong Kong en dónde se encontraron tasas por encima del 

40%. En este mismo periodo se encontró una tasa de 23.6% en Australia, 

mientras que en el continente africano osciló entre el 5 y el 45% con casos como 

Sudáfrica con 42.9% y Nigeria con 29.6%48.  

 

En América Latina, seis países incluido México, participaron en dicha vigilancia 

antimicrobiana durante el periodo 1997 al 2001. En esta región se encontró que 

S. aureus fue de los principales patógenos aislados (17.37%) causando sobre 

todo bacteriemias (56.56%), infecciones en tracto respiratorio bajo (22.38%) y 

piel y tejidos blandos (17.19%). El porcentaje de MRSA encontrado en todos los 

aislamientos fue 36.8%; los diagnósticos con mayor porcentaje de MRSA fueron 

bacteriemia (31.5%) y neumonía (56%), aunque no se encontraron cepas 

resistentes a vancomicina ni a linezolid31.  

 

Recientemente, la vigilancia activa de MRSA en Estados Unidos reportó, durante 

el año 2012, una tasa de incidencia y mortalidad en infecciones hospitalarias de 

5.1 y 1.1 por 100 000 pacientes hospitalizados, respectivamente3.  

 

En México actualmente no se cuenta con una vigilancia epidemiológica activa y 

pública. Por tanto, los datos disponibles son los reportados por algunos grupos 

de investigación, los cuales oscilan entre 7.2 y 62% del total de aislamientos 

dependiendo del tiempo y lugar18, 31, 32, 33. 

 

4.2 AGENTE ETIOLÓGICO 

 

S. aureus es una bacteria comensal principalmente de piel y mucosas del ser 

humano y otros animales; son cocos Gram positivos, tienen un diámetro entre 0.5 

a 1.5 µm, se agrupan normalmente en racimos, son anaerobios facultativos, no 

móviles y no esporulados35.  
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4.3 FACTORES DE VIRULENCIA Y MANIFESTACIONES CLÍNICAS 

DE S. aureus 

 

S. aureus puede expresar diversas enzimas que degradan componentes 

estructurales (proteasas, lipasas, nucleasas, hialuronidasas, fosfolipasas C, 

elastasas) involucradas en la invasión y penetración a tejidos; proteínas de unión 

a proteínas fibrilares (fibronectina, colágeno, elastina) que le permiten adaptarse 

e infectar; pueden contener genes que codifican proteínas implicadas en evasión 

y destrucción de componentes del sistema inmune del hospedero como proteína 

A, leucocidina Panton-Valentine, modulinas solubles en fenol y proteínas 

inhibidoras de quimiotaxis; otras más pueden producir enterotoxinas implicadas 

en intoxicación alimenticia, proteína 1 de shock tóxico causante del síndrome de 

choque tóxico y proteínas exfoliativas causantes de impétigo y síndrome de piel 

escaldada35, 36, 37, 38.  

 

Dichos factores de virulencia  permiten que S. aureus cause, bajo condiciones 

apropiadas, infecciones oportunistas en diversos sitios anatómicos produciendo 

una amplia gama de manifestaciones clínicas que pueden ir desde abscesos en 

piel hasta neumonías necrotizantes, endocarditis y bacteriemias35, 36, 37, 38, 39.  

 

4.4 CARACTERÍSTICAS DE LA PARED BACTERIANA DE S. aureus  

 

Por ser una bacteria Gram positiva, S. aureus tiene una gruesa capa de 

peptidoglicano y diversos componentes asociados como proteínas de unión a 

penicilina (PBP) implicadas en la síntesis del peptidoglicano, beta-lactamasas 

que proveen resistencia contra antibióticos beta-lactámicos; así como péptidos 

reticulados, ácido lipoteicoico, ácido teicoico que dan rigidez y elasticidad a la 

membrana celular y exopolisacáridos  capsulares que facilita la adherencia y 

evita la fagocitosis37, 38.  
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La síntesis de esta pared se produce por agregación de un pentapéptido al ácido 

N-acetilmuramíco (NAM) y posteriormente a N-acetilglucosamina (NAG). Una 

glicosiltransferasa agrega diversos residuos de NAM y NAG. Finalmente la PBP 

(transpeptidasa) transfiere los pentapéptidos a cadenas de peptidoglicanos 

nacientes, formando los puentes entrecruzados característicos de la pared de 

pepdidoglicano40. 

 

4.5 CRITERIOS PARA LA CLASIFICACIÓN DE LAS CEPAS DE S. 

aureus 

 

De acuerdo a lo propuesto por el Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI) 2015 se clasificará a las cepas como sensibles, intermedias, resistentes y 

no sensibles de acuerdo a la respuesta in vitro de S. aureus ante un determinado 

antibiótico. Los puntos de corte son con base a la MIC, que se define como la 

concentración mínima de un antibiótico que inhibe el crecimiento visible de un 

microorganismo en una prueba de susceptibilidad, sea en agar o dilución en 

caldo34.  

 

Por tanto, será considerado como cepa sensible cuando los aislamientos sean 

inhibidos por la concentración de antibiótico establecida; intermedia cuando las 

MICs se acerquen a los valores establecidos y para quienes la tasa de respuesta 

pueden ser inferiores al de las cepas sensibles. Cepa resistente implica que el 

aislamiento no se inhibe con la concentración establecida de antibiótico y no 

sensible comprende a aislamientos que no entran dentro de la categoría de 

sensibles, pero aún no se define los valores de MIC a las cuales las cepas son 

intermedias o resistentes 34.  

 

Para el caso específico de MRSA, VISA, VRSA, LRSA y DNSA los puntos de 

corte se resumen en el cuadro 134.  
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Respecto a las cepas hVISA, estas  se definen como cepas de MRSA 

fenotípicamente sensibles a vancomicina (MIC ≤ 2 µg/mL) por métodos de 

laboratorio rutinarios pero que contienen subpoblaciones VISA en el cultivo (MIC 

4-8 µg/mL), las cuales se presenten con una frecuencia entre 10-6 y 10-4 en el 

cultivo34.  

 

4.6 SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE S. aureus 

 

Cuando los aislamientos de S. aureus son sensibles a meticilina (MSSA) se 

pueden utilizar diversos antibióticos (cuadro 2) como los beta-lactámicos que 

actúan en la vía de síntesis de peptidoglicanos, impidiendo su formación al unirse 

a la PBP40, 41. Sin embargo, debido a diversos mecanismos como producción de 

beta-lactamasas o PBPs modificadas, se estima que a nivel global entre el 90 y 

95% de los aislamientos clínicos de S. aureus son resistentes a penicilina, 

disminuyendo las alternativas terapéuticas y dificultando el tratamiento1.  

 

 

 

 

 

Cuadro 1. Rango de sensibilidad y resistencia 
para meticilina, vancomicina, linezolid y 
daptomicina (CLSI 2015). 

ANTIBIÓTICO MIC (µg/mL) 

METICILINA 
MSSA ≤ 8 
MRSA  ≥ 16 

VANCOMICINA 
VSSA ≤ 2 
VISA  4 - 8 
VRSA ≥ 16 

LINEZOLID 
LSSA  ≤ 4 
LRSA  ≥ 8 

DAPTOMICINA 
DSSA ≤ 1 
DNSA > 1 
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Por otra parte, mediante transferencia horizontal de genes de resistencia de otras 

especies de Staphylococcus spp.,  S. aureus adquirió un gen denominado mecA 

que codifica para una PBP modificada denominada PBP2a, la cual es una 

proteína de 78 kDa, con baja afinidad a meticilina y a todos los beta-lactámicos 

semisintéticos42. La PBP2a participa en la síntesis del peptidoglicano de la pared 

celular de la bacteria aun cuando la  PBP se encuentre modificada41.  

 

El gen mecA está contenido en  un elemento genético móvil denominado 

cassette cromosomal estafilocócico (SCCmec). mecA es un operón que contiene 

tres genes mecI, mecR1, mecA. mecR1 codifica para una proteína regulatoria 

que censa la presencia de antibióticos beta-lactámicos con dominio extracelular y 

activa su dominio citoplásmico (proteasa), por rompimiento autocatalítico. 

Posteriormente, rompe la proteína inhibitoria (codificada por mecI), unida al sitio 

Cuadro 2. Antibióticos utilizados para infecciones causadas  MSSA. 

Familia Antibiótico 
Mecanismo de 
acción 

Penicilina/inhibidor de beta-
lactamasas 

Amoxicilina/ácido 
clavulánico 

Inhibe síntesis de 
pared  

Cefalosporina 1a 
generación 

Cefalexina 

Penicilina resistente a 
betalactamas 

Cloxacilina 

Inhibirores 
DHFR/Sulfonamida 

Trimetropim/sulfametox
azol 

Inhibe metabolismo de 
ácido fólico 

Tetraciclina Minociclina Inhibe síntesis proteica 
(subunidad 30S) Aminoglucósidos Gentamicina 

Lincosamida Clindamicina 
Inhibe síntesis proteica 
(subunidad 50S) 

Quinolonas Levofloxacino 
Inhibe replicación y 
transcripción de DNA 
(DNA girasa) 

Rifamicinas Rifampicina 
Inhibe síntesis proteica 
(RNA polimerasa) 

DHFR, Dihidrofolato reductasa. Modificado de Mensa J et al (2013) 4. 
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operador de mecA, por tanto la represión de la transcripción cesa, y permite que 

se exprese PBP2a43. 

 

A la fecha se han descrito 11 tipos diferentes de SCCmec (Figura 1), todos 

contienen mecA y un gen que codifica para un complejo de recombinasas 

cromosomales (ccr) del SCCmec, que permitirán insertarse en diversas partes del 

cromosoma43.  

 

 

 

 

 

FIGURA 1. Componentes de los diferentes tipos de 

cassette cromosomal estafilocócico (SCCmec). Obtenido 

de Hiramatsu K et al (2013) 43.  
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Adicionalmente, estos cassettes pueden contener genes reguladores y 

secuencias de inserción, como  grupo de genes de cápsula, genes de resistencia 

a ácido fusídico, operón de resistencia a mercurio, elementos móviles del 

catabolismo de arginina, entre otros que permiten que la bacteria se adapte a 

ambientes poco favorables. Los tipos I, II y III están implicados en infecciones 

nosocomiales y resistencia a múltiples fármacos al contener transposones como 

Tn554 que produce resistencia a macrólidos, mientras que los tipo IV y V se 

encuentran asociados a infecciones adquiridas en la comunidad, aunque 

contienen menos genes de resistencia a antibióticos12. Todos los MRSA 

presentan resistencia antibacteriana frente a beta-lactámicos y, dependiendo del 

tipo de SCCmec, también se observará resistencia a otras familias de antibióticos 

como macrólidos, aminoglucósidos, lincosamidas, entre otros43. 

 

4.7 ALTERNATIVAS TERAPÉUTICAS PARA MRSA 

 

Existe una disminución de alternativas terapéuticas para tratar las infecciones 

generadas por MRSA. Recientemente, se han aprobado nuevos fármacos para 

infecciones severas por este patógeno, como ceftarolina-furosemil y ceftobiprole 

(cefalosporinas de quinta generación); telavancin, dalvabancin y oritavancin 

(lipoglicopéptidos) y tedizolid (oxazolidinona). 

 

Sin embargo, estos antibióticos son aún más costosos que vancomicina, linezolid 

y daptomicina, no forman parte del Cuadro Básico de Medicamentos de Salud de 

México, como vancomicina y linezolid y se encuentran poco disponibles en la 

República Mexicana4. 5, 6.  

 

4.7.1 Vancomicina 

 

La vancomicina pertenece a la familia de los glicopéptidos, se sintetizó en 1958 

pero su uso fue relegado debido a los efectos adversos que producía, tales como 

nefrotoxicidad y ototoxicidad1. 26. A mediados de la década de 1970 se retomó su 
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uso principalmente contra Clostridium difficile y en los 80’s se utilizó ampliamente 

contra MRSA1. Su mecanismo de acción consiste en la unión a residuos D -Ala-

 D -Ala del pentapéptido unido a NAM y NAG, lo cual genera un cambio 

conformacional que bloquea la acción de la glicosilaciltransferasa, e inhibe a su 

vez la transpeptidación que conlleva a la interrupción de síntesis de pared celular 

y por ende la muerte celular25. 

 

No obstante, en el año 2002 se observaron en Estados Unidos las primeras 

cepas de MRSA resistentes a vancomicina, las cuales presentan una sustitución 

de D-Ala por un D-lactato en la estructura del pentapéptido, codificado por los 

genes van. Se han descrito varios genes: vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG, 

vanL, vanM y vanN en diversas especies de Enterococcus spp., pero los 

encontrados en MRSA son vanA, vanB y vanC25, 26. 

 

4.7.2 Linezolid 

 

Linezolid, en el año 2000, fue el primer representante de la familia de las 

oxazolidinonas que se introdujo al mercado y es un fármaco completamente 

sintético, es decir no deriva de un antibiótico natural1. Su mecanismo de acción 

consiste en la inhibición de síntesis de proteínas por unión al sitio 23S de la 

subunidad ribosomal 50S, evitando la formación de complejo 70S44. La 

resistencia antimicrobiana generada por MRSA se observó un año después de su 

comercialización1 y se debe a dos mecanismos, el primero es por mutaciones 

puntuales del gen 23S, en dónde se produce una sustitución de una guanina por 

una timina en la posición 2576 (G2576T), que genera una débil unión de linezolid 

a su sitio de acción45. El segundo mecanismo se observó en una cepa de MRSA 

aislada por primera vez en Colombia en 2005 y es producto de un gen de 

resistencia natural denominado cfr que codifica para una metil-transferasa, la cual 

agrega un grupo metilo a la adenina ubicada en la posición 2503 (A2503) de la 

subunidad 23S del rRNA. La asociación de cfr con otro gen denominado  ermB 

(operon ermB/cfr) genera resistencia a todos los antibióticos que se unen a la 
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subunidad 23S como oxazolidinonas, fenicoles, lincosamidas, pleuromutilinas y 

estreptogramina A. La asociación con transposones y plásmidos indica su posible 

carácter móvil46. 

 

4.7.3 Daptomicina 

 

Respecto a daptomicina, es el primer representante de la familia de lipopéptidos 

introducido al mercado en el año 20031. Este se inserta en la membrana 

citoplasmática bacteriana, posteriormente polimeriza y forma canales iónicos, que 

genera transporte pasivo de potasio (K+), alteración del potencial de membrana e 

incapacidad de generación de adenosin trifosfato (ATP) e inducción de la muerte 

celular. No obstante, al igual que los fármacos anteriores, también se observó 

generación de resistencia en diversas partes del mundo, obteniéndose las 

primeras cepas resistentes en el año 2005. El mecanismo de resistencia utilizado 

por MRSA se encuentra codificado por el factor de resistencia a múltiples 

péptidos (mprF), produce inserción de un residuo de lisina al fosfatidilglicerol de 

la membrana, y ocasiona un cambio en la carga neta de la membrana, que 

genera una disminución de la afinidad de daptomicina14, 47. 

 

Además, mutaciones en el gen de la RNA polimerasa bacteriana (rpoB), que 

también produce fenotipos con pared celular más gruesa y carga negativa 

reducida en la membrana celular puede generar cepas hVISA con baja 

susceptibilidad a daptomicina27. 

 

4.8 RESISTENCIA A VANCOMICINA, LINEZOLID Y DAPTOMICINA 

 

En varias partes del mundo se han reportado casos de MRSA con resistencia 

intermedia a vancomicina (VISA), resistencia franca a vancomicina (VRSA); 

MRSA resistentes a linezolid (LRSA) y no susceptibles a daptomicina (DNSA)1, 13, 

14 aunque en México no existe ningún caso descrito15, 16, 17, 18, 19, 31, 32, 33. 
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Sin embargo, recientemente se han descrito hVISA, las cuales aparentemente 

son estadios tempranos en el desarrollo de VISA y han sido relacionadas con 

bacteriemias persistentes, endocarditis, osteomielitis, altas tasas de 

complicaciones y fallo terapéutico20, 21 22, 23. Además, estas cepas se han 

encontrado en aislamientos con MIC = 2 µg/mL23 y, contrario a los fenotipos de 

resistencia anteriormente mencionados, también han sido reportadas en 

aislamientos de pacientes hospitalizados en México24. 

 

4.9 COMPLEJOS CLONALES 

 

Los fenotipos de resistencia se encuentran comprendidos  en complejos clonales 

(CC)49, formados a partir de  las secuencias tipo (ST) y el perfil clonal. Las ST 

son variaciones alélicas de siete genes conservados (carbamato cinasa [arc], 

Shikimato deshidrogenasa [aro], glicerol cinasa [glp], guanilato cinasa [gmk], 

fosfato acetil transferasa [pta], triosafosfato isomerasa [tpi] y acetil co-A acetil 

transferasa [yqit]) que producen un perfil alélico dependiendo de la combinación 

de mutaciones que se obtengan mediante la secuenciación de estos genes y su 

posterior análisis en una base de datos disponible en internet Imperial Collage 

MLST Multi Locus Sequence Typing (http://www.mlst.net)50, 51. Por su parte, el 

perfil clonal permite la identificación de las clonas de MRSA, es decir, 

aislamientos bacterianos con un ancestro común. Se han descrito varias 

alrededor del mundo como la Chilena, Cordobesa, Pediátrica, Brasileña, Búlgara, 

Nueva York/Japón, entre otras49.  

 

Investigaciones realizadas en el Departamento de Evaluación de Vacunas del 

INSP han documentado que anteriormente, en nuestro país predominaban los 

aislamientos pertenecientes a la clona MRSA 16 o Mexicana, que tiene una ST30 

y pertenece al CC30. Sin embargo, dicha clona fue desplazada en su totalidad 

por la Nueva York/Japón, encontrada por primera vez en Nueva York en 1997 y 

casi simultáneamente en Japón. Actualmente es la que predomina en los 

aislamientos de MRSA de nuestro país15, 16. Esta clona, a la cual  se le atribuyen 
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todos los aislamientos de VISA y VRSA encontrados en el mundo, tiene una ST5 

y pertenece al CC5. Además contiene el SCCmec tipo II, es decir uno de los 

SCCmec  asociados a infecciones hospitalarias y con la capacidad de albergar a 

genes productores de resistencia antimicrobiana adicionales a mecA15, 52. 

 

4.10 NUEVAS ALTERNATIVAS TERAPÉUTICAS 

 

Afortunadamente, la aprobación de nuevos antibióticos para MRSA (ceftarolina, 

ceftobiprole, telavancin, dalvabancin, oritavancin y tedizolid), amplía las 

alternativas antimicrobianas cuando existe fracaso terapéutico de vancomicina, 

linezolid o daptomicina. No obstante, la mayoría de estos fármacos han sido 

aprobados sólo para neumonías e infecciones en piel y tejidos blandos, debido a 

que aún falta terminar ensayos clínicos que evalúen seguridad y eficacia en otras 

patologías. Además, cada nuevo antibiótico se ve mitigado por el desarrollo de la 

resistencia antimicrobiana. Por tanto, para garantizar la longevidad de estas 

opciones, se requiere el uso correcto de los fármacos existentes y de los de 

nueva generación53. 
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5. JUSTIFICACIÓN 

 

MRSA es un patógeno importante en infecciones nosocomiales y asociadas a  la 

comunidad, que causa una amplia gama de patologías y capaz de adquirir 

resistencia a antibióticos de manera rápida1.  

 

Sin embargo, en México no existe una vigilancia epidemiológica activa y 

disponible públicamente que busque intencionadamente los aislamientos de 

MRSA, y los datos sobre la susceptibilidad de S. aureus son los reportados por 

vigilancia pasiva laboratorial establecida por algunos grupos de investigación31, 32, 

33.  

 

Además, como se mencionó anteriormente, en nuestro país no se han reportado 

casos de VISA, VRSA, LRSA ni DNSA, pero recientemente se encontraron cepas 

hVISA las cuales están fuertemente asociados con la tendencia hacia la 

resistencia de la MIC de vancomicina, generación de cepas VISA, VRSA y 

DNSA, así como fallo terapéutico y persistencia de la infección15-20, 24, 31, 32.  

 

Algunas de las causas de la resistencia antimicrobiana son el mal uso de los 

antibióticos, automedicación, prescripción médica inadecuada y ausencia de una 

función rectora de los sistemas de salud; la plasticidad genética de  los MRSA y 

la transferencia horizontal de genes de resistencia provenientes de diversos 

géneros bacterianos54, 55, 56   

 

Bajo este contexto, no se puede evitar la generación de cepas resistentes a 

antibióticos debido a la capacidad de adaptación de la bacteria, generación de 

mutaciones en su genoma o ganancia de genes que permiten seleccionar cepas 

resistentes. Sin embargo, se puede contener e incluso disminuir la aparición de 

cepas multirresistentes, atacando las causas generadas por el uso y mal uso de 

antibióticos56, 57. 
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Por tanto, este estudio es relevante para describir la susceptibilidad 

antimicrobiana a vancomicina, linezolid y daptomicina de MRSA y generar 

información que facilite la toma de decisiones en la modificación de los esquemas 

de tratamiento de los hospitales participantes, así como puede evidenciar la 

necesidad de generar políticas que favorezcan el uso racional de antibióticos 

dentro las mismas instituciones y el establecimiento de una vigilancia 

epidemiológica activa que garantice la longevidad de los fármacos existentes y 

los de nueva generación. 

 

 

6. OBJETIVO GENERAL 

 

Analizar el comportamiento de las cepas invasoras de MRSA aisladas en el 

periodo 2000-2014 de pacientes procedentes de cuatro hospitales de tercer nivel 

de atención, con respecto a la susceptibilidad antimicrobiana de vancomicina, 

linezolid y daptomicina. 

 

 

7. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Analizar la tendencia de la MIC de vancomicina, linezolid y daptomicina en 

aislamientos de MRSA.  

 

2. Detectar cepas de MRSA con hetero-resistencia a vancomicina. 

 

3. Detectar las clonas de MRSA con las mayores MIC para los tres 

antimicrobianos. 

 

4. Determinar las secuencias tipo (ST) de las cepas de MRSA con mayor 

MIC para los tres antimicrobianos. 
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8. DISEÑO Y TIPO DE ESTUDIO 

 

Estudio descriptivo y transversal. 

 

9. METODOLOGÍA 

 

9.1 DIAGRAMA DE FLUJO  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Daptomicina 

DSSA ≤ 1 µg/mL 
DNSA > 1 µg/mL 

Linezolid 

LSSA ≤ 4µg/mL 

LRSA ≥8 µg/mL 

Vancomicina 

VSSA ≤ 2 µg/mL; 
VISA 4-8 µg/mL; 
VRSA ≥ 16 µg/mL 

Microdilución en caldo MH para 
vancomicina, linezolid y daptomicina 

Muestra de estudio  
(n =448) cepas de MRSA 

Resiembra en TSA 

  

Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) 

Combinación de los MICs más altos a los tres 
antimicrobianos 

 

Tipificación por secuencia multilocus  (MLST)  

Criterios de inclusión 

  
Criterios de exclusión 

  

Banco de cepas de 
MRSA 

  

Una cepa por cada patrón clonal encontrado 

  

Método de screening en 
agar BHI con 4 µg/mL de 

vancomicina 
hVISA presuntivo:  
> 1 colonia en 48 h 

Positivo en screening o en MIC Test 
Strip (Liofilchem®); negativo para 

VSSA, VISA y VRSA. 
  

PAP/AUC en agar BHI 
hVISA positivo: 

AUC muestra/AUC control ≥ 0.9 

  

Prueba MIC Test Strip 
(Liofilchem®) con tiras de 

teicoplanina y vancomicina 
hVISA presuntivo ≥ 8 µg/mL 

para ambos antibióticos 

  

TSA, agar tripticasa de soya 
BHI, infusión cerebro crorazón 
MH, Mueller-Hinton 
PAP/AUC, Perfil del análisis de población/área 
bajo la curva 
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9.2 LUGAR Y DURACIÓN 

 
El trabajo  se realizó en el Departamento de Evaluación de Vacunas, laboratorio 

1 planta alta, del Centro de Investigación sobre Enfermedades Infecciosas 

(CISEI) del INSP.  

 
El proyecto tuvo una duración de un año. 
 

9.3 POBLACIÓN DE ESTUDIO 

 

Se trabajó con una muestra total de 448 cepas de MRSA (N = 448), las cuales se 

encuentran conservadas en el banco de cepas del laboratorio. Del total de cepas, 

177 procedían del Instituto Nacional de Cancerología, 73 de la Unidad Médica de 

Alta Especialidad (UMAE) Hospital de Pediatría del Centro Médico Nacional Siglo 

XXI–IMSS, 155 del Antiguo Hospital Civil de Guadalajara ―Fray Antonio Alcalde‖ y 

43 del Hospital San José Tecnológico de Monterrey.  

 

A cada hospital se le solicitó una carta de consentimiento para utilización de sus 

cepas. Asimismo, el protocolo fue sometido a los Comités de Ética en 

Investigación, Investigación y Bioseguridad del Instituto Nacional de Salud 

Pública.  

 

La selección de las cepas se basó de acuerdo a los siguientes criterios de 

inclusión y exclusión: 

 

9.3.1 Criterios de inclusión 

 

1. Cepa identificada como MRSA. 

2. Aislamiento obtenido durante el periodo 2000 a 2014. 

3. Contar con la carta de consentimiento del hospital para la utilización de 

sus cepas. 

4. Un solo aislamiento por paciente. 
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5. Información de edad, sexo, hospital de procedencia, diagnóstico y sitio de 

aislamiento. 

6. Diagnóstico de infecciones invasivas: bacteriemia, endocarditis, piel, 

neumonía. 

 

9.3.2 Criterios de exclusión 

 

1. Cepa identificada como MSSA. 

2. No aislado durante el periodo de estudio. 

3. Hospital no autorizó el uso de sus cepas  

4. Presencia de un aislamiento previo del mismo paciente. 

5. Información incompleta. 

 

9.4 DESARROLLO DE ESTUDIO 

 

9.4.1 Resiembra de las cepas de MRSA.  

 

Las cepas estaban preservadas a -70 °C y para su utilización se requirió 

descongelar y sembrarlas en agar de soya tripticasa (TSA, por sus siglas en 

inglés) y posteriormente incubar durante 18 horas para su desarrollo.   

 

9.4.2 Determinación de la susceptibilidad antimicrobiana  de los 

aislamientos de MRSA a  vancomicina, linezolid y daptomicina. 

 

Posterior al aislamiento de colonias en TSA, se realizó la prueba de microdilución 

en caldo Mueller- Hinton (MH) para el cual se utilizaron microplacas de 96 pozos 

y se realizó para cada antibiótico diluciones seriadas dependiendo de sus valores 

de corte (vancomicina: VSSA ≤ 2 µg/mL, VISA 4-8 µg/mL, VRSA ≥ 16 µg/mL; 

linezolid: LSSA ≤ 4µg/mL, LRSA 8 µg/mL; daptomicina: DSSA ≤ 1 µg/mL, DNSA 

> 1 µg/mL), siguiendo los lineamientos del CLSI 2015 34. 

 



Metodología 

27 
 

Los controles de calidad de este procedimiento consistieron en utilizar cepas 

estándar de la American Type Culture Collection ® (ATCC) de Enterococcus 

faecalis (ATCC 29212) y S. aureus (ATCC 29213), así como controles de 

esterilidad y crecimiento. 

 

9.4.3 Identificación de aislamientos hVISA. 

 

9.4.3.1 Prueba de screening 

 

Las cepas aisladas en TSA se sembraron nuevamente en  agar infusión cerebro 

corazón (BHI, por sus siglas en inglés) el cual contenía 4 µg/mL de vancomicina. 

Se incubaron durante 48 horas a 35°C y al cabo de este tiempo se observó el 

crecimiento, si existe desarrollo fue considerado como presuntamente positivo 

para hVISA58. 

 

9.4.3.2 Prueba de MIC test strip (Liofilchem ®) 

 

Se realizó mediante tiras de teicoplanina y vancomicina en agar BHI y se 

incubaron por 48 horas a 35°C. Las cepas que presentaron MICs ≥ 8 µg/mL para 

ambos antibióticos fueron consideradas como presuntamente positivas para 

hVISA59. 

 

Las cepas controles a utilizar en ambas pruebas fueron S. aureus Mu3 (ATCC 

700698) y Mu5 (ATCC 700699). 

 

9.4.3.3 Prueba confirmatoria para hVISA 

 

Todas las cepas que fueron presuntamente hVISA en ambas pruebas fueron 

confirmadas por la metodología PAP/AUC. Para esta técnica se utilizó 

nuevamente cepas aisladas en TSA a las cuales se les realizó diluciones 
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seriadas en solución salina partiendo de una concentración de 1 x 108 unidades 

formadoras de colonias (UFC) por mL hasta llegar a 1 x 101 UFC/mL. Se tomaron 

25 µL de cada dilución y se sembró en placas de agar BHI con concentraciones 

0, 0.25, 0.5, 1, 2 y 4 µg/mL de vancomicina. El periodo de incubación fue de 48 

horas a 37°C. Posteriormente, se contaron las colonias de cada dilución que 

crecieron expuestas a cada concentración de vancomicina y mediante el software 

GraphPad Prism 5 (GraphPad Prism; San Diego, CA, USA). Se calculó el área 

bajo la curva. Finalmente, el AUC de cada cepa se dividió entre el AUC de la 

cepa control Mu3. El criterio para considerar una cepa de MRSA como hVISA fue 

un cociente ≥0.9 y ≤1.360. 

 

9.4.4 Determinación del patrón clonal por electroforesis en gel de campos 

pulsados (PFGE) 

 

A todas las cepas hVISA confirmadas por PAP/AUC y las cepas que presenten 

las combinaciones de los MICs más altos a los tres antibióticos se les determinó 

su respectivo patrón clonal por PFGE. Para ello se empleó la metodología 

descrita por Chung M et al. (2000), la cual implica realizar una lisis bacteriana 

para la extracción del DNA cromosomal y su posterior digestión enzimática con 

SmaI. La electroforesis se realizó en un equipo CHEF-DR® II (Bio Rad)61.  Los 

patrones de bandeo obtenidos por PFGE fueron analizados utilizando los criterios 

de Tenover62.  

 

9.4.5 Tipificación por secuencia de multilocus (MLST)  

 

A las cepas a las cuales se les determinó el perfil clonal, también se les 

determinó la secuencia tipo, mediante la previa extracción de DNA con el kit 

comercial (Wizard genomic DNA purification kit ®) bajo lo establecido por el 

fabricante. La amplificación de  siete genes altamente conservados en las cepas 

de S. aureus (carbamato cinasa [arc], Shikimato deshidrogenasa [aro], glicerol 

cinasa [glp], guanilato cinasa [gmk], fosfato acetil transferasa [pta], triosafosfato 
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isomerasa [tpi] y acetil co-A acetil transferasa [yqit]) se realizó por reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés)63
. Los productos de PCR 

amplificados, se limpiaron con el KIT Wizard® SV Gel and PCR clean-up System 

de Promega, siguiendo los indicaciones del fabricante, y se enviaron  a  la Unidad 

de Síntesis y Secuenciación del Instituto de Biotecnología de la UNAM, 

Cuernavaca, Mor. 

 

El análisis de las secuencias obtenidas fue realizado con el software DNAStar 

Lasergen ® (Madison, Wl), ingresadas y comparadas en la base de datos 

disponible en internet perteneciente al Imperial Collage MLST Multi Locus 

Sequence Typing (http://www.mlst.net). El establecimiento de los complejos 

clonales se realizará con el software eBURTS v3 desarrollado por The 

Department of Infectious Disease Epidemiology Imperial College London 

(http://www.eburst.mlst.net/). 

 

9.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Se determinó la distribución de las MICs utilizando la prueba de Shapiro-Wilk. La 

tendencia de las MICs se analizó con el coeficiente de correlación entre el tiempo 

y la MIC. Debido a que son datos no paramétricos, se utilizó coeficiente de 

correlación de Spearman. Un valor de p<0.05 fue considerado como 

estadísticamente significativo. Para representar los sitios de aislamientos de las 

cepas y el sexo de los pacientes se utilizó porcentajes, mientras que para 

representar la edad de los pacientes fue utilizado la mediana y rango 

intercuartílico. 
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ABSTRACT 

Prevalence of MRSA infections has been increasing in Latin American countries including 

Mexico, along with a slow but stable increase in vancomycin minimum inhibitory 

concentration (MIC) (Vancomycin MIC creep). The objectives of this study were to assess 

the tendency of vancomycin, linezolid and daptomycin MIC among MRSA strains 

recovered from hospitalized patients in four tertiary-care hospitals during 2000-2014 and 

identify the clonal lineage of MRSA strains with decrease susceptibility (DS).  From 448 

MRSA clinical isolates collected, 380 (84.8%), 419 (93.5%) and 249 (55.6%) had MICs in 

the susceptibility breakpoint for vancomycin, linezolid and daptomycin, respectively and 

MIC creep was found for those antimicrobials in one of each participant hospitals.   Three 

strains were vancomycin intermediate S. aureus (VISA) and one showed decreased 

susceptibility to daptomycin (DNSA); four were heteroresistant VISA (hVISA) and one of 

them DNSA. One MRSA isolate was DNSA. No isolates were found resistant to linezolid. 

Molecular analysis of MRSA isolates with DS to any of the antimicrobial tested showed a 

single clonal pattern related with the New York-Japan clone. Two sequence types were 

identified ST5-SCCmec II (n=6) and ST1011-SCCmec II (n=2). This is the first report of 

VISA, DNSA, hVISA-DNSA and VISA-DNSA MRSA strains causing infections in Mexico. 
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INTRODUCTION 

The increasing trend in antimicrobial resistance has become a Public Health emergency 

driving the need to implement Antimicrobial Stewardship Programs in hospitals1. This is 

particular relevant for certain antimicrobials used in hospitals like the glycopeptide 

vancomycin. This antimicrobial has been the frontline therapy of methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA) invasive diseases like osteomyelitis, endocarditis, 

pneumonia, bloodstream infections, toxic shock syndrome, and wound and joint 

infections2-4. Unfortunately, increasing reports of S. aureus with reduced susceptibility to 

glycopeptides are arising in many parts of the world including Mexico5-11. These 

susceptibility changes include reports of vancomycin-intermediate resistant S. aureus 

(VISA), the presence of heterogeneously vancomycin-intermediate S. aureus (hVISA) 

and a slow but stable increase in vancomycin minimum inhibitory concentration (MIC) 

(vancomycin MIC creep)12,13. Other antimicrobials such as linezolid and daptomycin were 

introduced in the past decade; nevertheless, linezolid-resistant S. aureus (LRSA) and 

daptomycin-non susceptible S. aureus (DNSA) were reported a few years after their 

introduction14,15. These strains and vancomycin MIC creep have been associated with 

therapeutic failure and increase in morbidity and mortality16,17.   

According to different surveillance studies performed in several Latin American countries 

including Mexico, the prevalence of MRSA infections has been increasing rapidly during 

the last few years from 24.1% in 2005 to 80.0% in 201018. In recent years, Cázares-

Dominguez et al 9 reported the first hVISA strains at a pediatric hospital. Hence, the 

objectives of this study were to assess the tendency of vancomycin, linezolid and 

daptomycin MIC among invasive MRSA strains causing nosocomial infections recovered 

from hospitalized patients in four tertiary-care hospitals during a period 2000-2014 and to 
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identify the clonal lineage of MRSA strains with decrease susceptibility to the 

antimicrobials tested. 

MATERIALS AND METHODS 

Hospitals and clinical isolates 

MRSA isolates were collected from patients hospitalized in four hospitals located in three 

geographical regions: Center (H1 and H2), North (H3) and West (H4), during the period 

2000-2014.  All isolates were identified by standard methods. Only one isolate per patient 

was included for this study.  

Antimicrobial susceptibility test 

MIC for vancomycin (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA), linezolid (Toku-E; Tokyo, Japan), 

and daptomycin (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA) were determined by broth microdilution 

using Mueller Hinton broth (MHB) (BD; Franklin Lakes, USA) and interpreted according to 

the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines19: VISA (MIC 4-8 

µg/mL), VRSA (MIC ≥ 16 µg/mL), LRSA (MIC ≥ 8µg/mL) and DNSA (MIC ≥ 2µg/mL)15. 

hVISA were defined by the identification of subpopulations of organisms, amongst 

vancomycin-susceptible strains, that are able to grow in vancomycin concentrations of ≥4 

µg/mL .  hVISA Mu3 (ATCC 700698), VISA Mu50 (ATCC 700699), and vancomycin 

susceptible S. aureus (ATCC 29213) were used as control strains. 
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Screening for hVISA 

All MRSA isolates were tested by two methods for detection of hVISA strains: 

a) MIC test strips: Inoculum was prepared from overnight growth on tripticase 

soy agar (TSA) (BD; Franklin Lakes,USA) plates; bacterial suspension 

equivalent to a 0.5 McFarland was plated and streaked onto brain heart 

infusion agar (BHIA) (BD; Franklin Lakes,USA) plates with 5% of blood 

sheep and vancomycin/teicoplanin MIC test strip (Liofilchem; Roseto Degli 

Abruzzi, Italy) were applied, according to manufacturer’s instructions.  

b) Screening plates: The screening method was performed as described by 

Hiramatsu et al 20. This involved inoculating 10 µL of bacterial suspension 

in MHB equivalent to a 0.5 McFarland on BHIA plates containing 4 µg/mL 

vancomycin. Plates were incubated for 48 hr at 35°C and growth was 

detected at 24 and 48 hr. Growth at 24 hr denoted VISA and growth at 48 

hr. denoted hVISA.  

PAP/AUC method 

All MRSA isolates detected as hVISA for at least one method were confirmed by the 

population analysis profile/area under the curve (PAP/AUC) as described by Wotton et al 

21. Briefly, after 24 hr incubation in triptic soy broth (TSB) (BD, Flanklin LakesUSA), 

cultures were diluted in saline to 1x10-3 and 1x10-6, and 10 µl of each dilution were 

inoculated onto BHIA plates containing 0.5, 1.0, 2.0, 2.5 and 4 µg/mL vancomycin. 

Colonies were counted after 48 hr incubation at 35°C and the viable count (log10 
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CFU/ml) was plotted against vancomycin concentration using GraphPad Prism 5 

(GraphPad; San Diego, USA). The AUC was measured for each sample and the ratio of 

test isolate AUC/mean Mu3 AUC was calculated. The criteria to define hVISA and VSSA 

were a PAP/AUC ratio ≥ 0.90 and a PAP/ AUC ratio <0.90, respectively. hVISA Mu3 

(ATCC 700698), VISA Mu50 (ATCC 700699), and vancomycin susceptible S. aureus 

(ATCC 29213) were used as control strains. AUC was measured for each sample and the 

ratio of test isolate AUC/mean Mu3 AUC was calculated. 

 Molecular typing 

The genomic relationship of hVISA, VISA, VRSA, LRSA and DNSA strains was 

investigated by pulse-field gel electrophoresis (PFGE) using SmaI digests of 

chromosomal DNA as described previously22 . Strains HPV107, BK2464 and USA300 

representing the Iberian, New York/Japan-USA and USA300 clones, respectively, were 

included in the PFGE gels for comparison. Tenover´s criteria were used for interpretation 

of the PFGE patterns23 and the relatedness among PFGE profiles was evaluated with 

BioNumerics software (Applied Maths, Ghent, Belgium). Staphylococcal cassette 

chromosome mec element (SCCmec) typing was performed according to Oliveira D. C. et 

al24. Multilocus sequence typing (MLST)  based on sequencing internal fragments of 

seven S. aureus housekeeping genes (arc, aroE, glpF, gmk, pta, tpi and yqiL) was used 

to define the allelic profile and a sequence type (ST), according to the MLST database 

(http://www.mlst.net) as previously published25. 
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Statistical analysis 

Statistical analysis was carried out using GraphPad Prism 5 software. For analysis of MIC 

trends over time, correlation Spearman’s r was used. Statistical significance was 

considered with p values less than 0.05. Gender of patients and isolates were indicated 

by percentage. The age of patients was indicated by the median and interquartile range 

(IR).  

RESULTS 

A total of 448 MRSA isolates were collected from four hospitals during the period 2000-

2014. The strains were recovered from clinical specimens: blood cultures (181/42.2%), 

wound samples (105/24.5%), secretions (41/9.6%), cerebrospinal fluid (38/8.9%), 

abscesses (27/6.3%), bronchial alveolar lavage (17/4.0%), pleural fluid (15/3.5%) and 

other specimens (24/5.4%). The median age of the patients by hospitals was 46 years 

(IR: 34-60 years), 0.5 years (IR: 0.06-3.0 years), 41 years (IR: 27-58 years) and 38 years 

(IR: 24-53 years) for H1 to H4, respectively. Overall, 55.6% of patients were male (H1: 

41.5%; H2: 63.5%; H3: 62.8% and H4: 66.5%). 

Antimicrobial susceptibility 

MIC values for vancomycin ranged from 0.5 to 4.0 µg/mL, for linezolid from 1.0 to 4.0 

µg/mL, and from 0.06 to 2.0 µg/mL for daptomycin. Of the total strains, 380 (84.8%), 419 

(93.5%) and 249 (55.6%) had MIC in the susceptibility breakpoint for vancomycin, 

linezolid and daptomycin, respectively. No isolates were resistant to linezolid. Three 

strains were VISA and one of those was DNSA; two MRSA strains were DNSA as shown 
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in Table 1. DNSA from hospital H3 was isolated from a pediatric patient who had never 

been in contact with daptomycin. 

Assessment of MIC creep 

Strains recovered at H1 hospital had an increase in the vancomycin MIC from 0.5 to 2 

µg/mL from 76.9% in 2007 to 90% in 2013 (Figure 1 A), showing a definite increase over 

the period 2007-2013 (p<0.0002). In the other 3 hospitals the vancomycin MIC range 

remained relatively stable. H2 hospital showed a sharp increase in the percentage of 

isolates with daptomycin MIC = 1 µg/mL from null percentage in 2000 to 40% in 2014 

(p<0.0035) (Figure 1 B). For linezolid there was a MIC increase over time in H3 where 

the proportion of isolates with a MIC = 4 µg/mL increased from 62.5% in 2008 to 100% in 

2014 (p<0.011) as shown in Figure 1C. No changes were observed in the rest of the 

participant hospitals. 

Screening for hVISA 

a) MIC test strips: The double vancomycin/teicoplanin MIC test strips detected 

21 (4.7%) VISA strains and 117 (26.1%) hVISA strains. Of these MRSA 

strains five isolates showed resistance for both vancomycin and teicoplanin 

and other six showed resistance only to teicoplanin.  

b) Screening method (4.0 µg/mL vancomycin). Two MRSA strains showed the 

phenotype of VISA and were detected in hospital H2. Additionally, the 

same four VISA strains detected by MHB microdilution were positive with 

the screening method. 
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PAP/AUC method 

A total of 140 MRSA strains (138 from the MIC test strips and 2 from the screening 

method) were analyzed with this method. Only four strains were confirmed as hVISA, as 

shown in Figure 2.  

Molecular typing 

Analysis of the eight MRSA strains with decrease susceptibility to any of the 

antimicrobials tested showed a single clonal pattern related to the New York-Japan clone, 

profile C (n=5), C21 (n=2) and C29 (=1). Only two STs were found ST5-SCCmec II (n=6) 

and a single locus variant ST1011-SCCmec II (n=2) of ST5, all related to the New 

York/Japan clone. Characteristics of these strains are shown in Table 2.  

DISCUSSION 

Vancomycin, linezolid and daptomycin are consider alternatives for the treatment of 

invasive MRSA infections26,27. In this study we analyzed the MIC tendency for the three 

antibiotics and we report the presence of hVISA, VISA and DNSA strains in four Mexican 

hospitals during the 2000-2014 period. The MIC trends of vancomycin, linezolid and 

daptomycin have been analyzed in others countries around the world. However, the MIC 

creep phenomenon in MRSA strains has produced conflicting results. Several factors 

may be involved, including the sensitivity of the methods used for susceptibility testing, 

type of isolates analyzed and statistical analysis applied28. In this study, we found 

vancomycin; linezolid and daptomycin MIC creep in three of the participant hospitals (H1, 

H2 and H3, respectively), no increase in vancomycin MIC was found in hospital H4 in 
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which the use of vancomycin has been restricted for the last 10 years (RMO personal 

communication). These findings are consistent with other authors. A study in two German 

cities29 only reported vancomycin MIC creep in isolates from one city, whereas the other 

city did not show a relevant increase in vancomycin MIC. In five Greek hospitals30, a 

study of MRSA strains showed a significant increase of linezolid MIC, meanwhile 

daptomycin and vancomycin MIC decreased. In a study in India31 reported MIC tendency 

in vancomycin and linezolid increased but not in daptomycin.   

The clinical implications of our findings underscore the importance of the slow but 

sustained increase in resistance to vancomycin, daptomycin, and linezolid. In a 2004 

report Sakoulas et al. described that in the treatment of MRSA bacteremia with 

vancomycin, treatment success occurred more frequently (55.6%) when the isolate had a 

vancomycin MIC < 0.5 mic/ml versus 9.5% effective with a vancomycin MIC of 1-2 µg/mL 

32. In a different approach Moise et al. in 200733 demonstrated that the time to clearance 

of MRSA bacteremia in patients treated with vancomycin was longer with MRSA isolates 

with a vancomycin MIC of 2.0 µg/mL compared to the clearance that occurred when the 

MRSA isolate had a MIC of <1.0 µg/mL, and concluded that these findings would help in 

the selection of a more appropriate therapy for MRSA bacteremia. Finally, mortality 

associated with MRSA bacteremia is greater when the MRSA strain had a vancomycin 

MIC > 1 µg/mL, and persistent or recurrent MRSA bacteremia occurs more frequently in 

isolates with an elevated teicoplanin or vancomycin MIC.13,34 

The prevalence of VISA, VRSA, LRSA and DNSA isolates is still uncommon worldwide. 

The SENTRY Antimicrobial Surveillance Program in which 2878 S. aureus (both 

methicillin susceptible and MRSA) were analyzed, among others from the 2011-2014 

period, all were sensitive for vancomycin, linezolid and daptomycin35. Recently, Maor et 



Resultados (Artículo Científico) 

44 
 

al36 reported the presence of 14 hVISA and 32 MRSA causing infectious endocarditis in 

an 8-year study in Israel with daptomycin MIC higher in hVISA strains and high mortality 

rates (57-66%) in both groups. The LEADER surveillance program reported data during 

the period 2000-2014 from 1465 MRSA strains, and found no resistance to vancomycin, 

only one MRSA strain with MIC of 4 µg/ml, three MRSA strains that were resistant to 

linezolid and one DNSA37. Garza-González et al18 reported on the prevalence of MRSA in 

Latin America between 2004 and 2010 as part of the Tigecycline Evaluation and 

Surveillance Trial and found all MRSA isolates (1467) susceptible to linezolid and 

vancomycin. Fortunately, vancomycin resistant S. aureus (VRSA) are seldom reported. 

By the end of 2013, there were 13 VRSA reported in the United States (US)38, one in 

Portugal39 and another one in Brasil40. Even though it has been demonstrated that the 

particular mutated genes responsible for the VISA phenotype are not unique to a 

particular MRSA lineage41, it is interesting to mention that twelve of the 13 VRSA reported 

in the US belong to the clonal complex CC5 as the MRSA strains reported with 

decreased susceptibility to vancomycin, linezolid and daptomycin in this study.  The New 

York/Japan clonal lineage is widely found in the US and Europe42, and has been 

circulating in Mexican hospitals (H1, H2 and H4, among others) since the beginning of 

year 200043-45. The ST1011 found in this study has been reported since 2009 in 

California, US and is SLV of ST5 (http://www.mlst.net). 

Although, most MRSA strains in this study were susceptible to vancomycin, an important 

percentage (84.6%) had MICs in the upper susceptibility breakpoint. However, this data is 

consistent with previously studies reported in other Mexican hospitals43,46 and the rate of 

VISA strains found in this study (n=3/0.7%) is similar to the VISA prevalence rate 

described around the world (<1%) 6,31,47,48. This is the first report of VISA, DNSA, hVISA-

DNSA and VISA-DNSA strains causing infections in Mexico. The frequent use of 
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vancomycin to treat MRSA infections has increased the selective pressure of MRSA with 

reduced susceptibility to vancomycin. VISA strains represent bacterial mutant with 

modestly increased vancomycin MIC (3-8 µg/mL), and emerge during antimicrobial 

therapy  with vancomycin42. This pattern has continued in linezolid and daptomycin, but 

unlike any of the anti-staphylococcal antimicrobials, resistance to vancomycin took 

several decades to be reported. For linezolid, there were no LRSA strains, but 

nonetheless, 93.5% of the isolates had a MIC in the upper susceptibility value. This result 

may have been influenced by the methodology or type of antimicrobial used. For 

daptomycin, the proportion of MRSA strains with MIC in the range of 0.5-1 µg/mL was 

94%, and the rate of DNSA strains was low. A worrying issue is the fact that one pediatric 

patient in the study presented with a DNSA without previous exposure to this antibiotic. It 

has been shown that S. aureus strains with higher vancomycin MICs also tend to have 

higher daptomycin MICs and this can occur without exposure to daptomycin49  

A variable rate of hVISA strains has been described, ranging for 0 to 50%, depending on 

the geographic location, population under study and the methodology applied. The rate of 

hVISA strains obtained in this study was lower (0.89%) compared with other studies12. 

Several factors may have influenced our results. Detection of hVISA is difficult and thus 

several methodologies have been tested.  In our hands, detection by the double MIC test 

strip did not allow us to detect hVISA strains and we identified hVISA strains by the 

screening method.  PAP/AUC is the gold standard method for detection of heterogenous 

resistance to vancomycin but might not be available in many clinical settings. Another 

important factor is the instability of the phenotype once some isolates are frozen and 

stored. This phenomenon is more prevalent in hVISA than in more-stable VISA isolates, 

probably due to their heterogeneous expression of susceptibility50. In our study, all strains 

were stored at -80°C and thawed a maximum of two times. 
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Important limitations of our study include the lack of consecutive isolates in some 

hospitals, as we did not have access to the clinical reports including type and time of 

antimicrobial treatments; we could not asses the efficacy of treatment. We consider 

taking this in consideration for future studies. 

We describe MIC trends for vancomycin, linezolid and daptomycin in MRSA Mexican 

hospitals, and report for first time VISA strains in Mexico. Vancomycin is the cornerstone 

of MRSA therapy and even though most of clinical S. aureus isolates remain susceptible, 

the vancomycin creep reported in this and other studies is evidence that, MRSA 

antimicrobial susceptibility trends are changing. These findings can have clinical 

consequences and Public Health implications that pose new challenges that need to be 

tackle through active surveillance of antimicrobial resistances and reinforce the 

mandatory implementation of Antimicrobial Stewardship Programs in all hospitals.  
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Table 1.   Distribution of minimal inhibitory concentrations (MIC) of MRSA clinical isolates 

for vancomycin, linezolid and daptomycin in four tertiary-care hospitals in Mexico. 
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Table 2.  Characteristics of MRSA clinical isolates with decreased susceptibility to 

vancomycin and daptomycin isolated in four Mexican hospitals (2000-20014). 
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Figure 1.  Vancomycin, daptomycin and linezolid MIC ―creep‖ in MRSA clinical strains 

isolated in Mexico. Figure 1a) Vancomycin MIC tendency in hospital H1; Figure 1b) 

Daptomycin MIC tendency in hospital H3; Figure 1c) Linezolid MIC tendency in hospital 

H4. 
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Figure 2. Population analysis profile of the heterogeneous vancomycin intermediate 

MRSA (hVISA) strains recovered from clinical isolates during 2000-2014.  
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