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RESUMEN 

Vancomicina y Teicoplanina son antibióticos utilizados para el tratamiento de infecciones 

por Enterococcus faecium y Enterococcus faecalis. La resistencia a glicopéptidos es debida al 

acarreamiento de los operones vanA y vanB, ambos operones pueden ser transferidos por 

plásmidos conugativos. La importancia de este estudio fue caracterizar el mecanismo de 

resistencia a glicopéptidos en aislamientos clínicos de Enterococcus spp. Obtenidos en un periodo 

de 6 años en dos hospitales de México. 

Se obtuvieron 560 aislamientos clínicos de E. faecium (n=79) y E. faecalis (n= 427) 

durante el periodo 2011 a 2017 de los estados de Nuevo León y Jalisco, México. Los aislamientos 

fueron identificados por MALDI-TOF MS. La susceptibilidad a antimicrobianos fue determinada 

por el método de microdilución en caldo de acuerdo a las recomendaciones del CLSI. Los genes 

vanA y vanB fueron determinados por PCR en plásmido y cromosoma. El perfil plasmídico fue 

obtenido por hidrólisis alcalina, y la transferencia horizontal de la resistencia a vancomicina fue 

realizada por ensayos de conjugación en fase sólida y líquida utilizando a Staphylococcus 

haemolyticus y E. faecalis como cepas receptoras. 

La resistencia a vancomicina fue del 16% y fue más frecuente en E. faecium (96.6%) que 

en E. faecalis (3.4%). Las tasas de resistencia fueron del 100% para vancomicina y ciprofloxacino, 

98.8% para teicoplanina y levofloxacino, 97.7% para penicilina y ampicilina y 6.6% para 

daptomicina. Ninguno de los aislamientos fue resistente a linezolid. El gen vanA fue detectado en 

todos los aislamientos, mientras que el gen vanB no se detectó. El gen vanA se encontró integrado 

de foma simultánea en plásmido y cromosoma en un 58.8% de los aislamientos. Se obtuvieron 41 

perfiles plasmídicos, con tallas moleculares de 0.3 a 234 kb. No se llevo acabo conugación 

bacteriana en ninguno de los aislamientos que acarreaban el gen vanA. 

Se identificaron 41 perfiles plasmídicos. La conjugación bacteriana no se llevo a cabo, lo 

cual sugiere que la diseminación de enterococos resistentes a vancomicina pudo darse por el 

fenómeno de expansión clonal. 
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ABSTRACT 

Vancomycin and teicoplanin are used in the treatment of infections by Enterococcus 

faecium and Enterococcus faecalis. Glycopeptide resistance is due to the carriage of vanA or vanB 

clusters, both operons can be transferred by conjugative plasmids. The aim of this study was to 

characterize the mechanism of glycopeptide resistance in clinical isolates of Enterococcus spp. 

obtained in a 6 year from two hospitals in Mexico. 

Five hundred and sixty clinical isolates of Enterococcus faecium (n=79) and Enterococcus 

faecalis (n=427) from 2011 to 2017 were obtained from Nuevo Leon and Jalisco in Mexico. 

Isolates were identified by MALDI-TOF MS. Antimicrobial susceptibility was determined by the 

broth dilution method according to the CLSI. vanA and vanB genes were determined by PCR in 

both plasmids and chromosome. The plasmid profile was obtained by alkaline hydrolysis, and the 

horizontal transfer of vancomycin resistance was performed by liquid and solid-phase mating 

using Staphylococcus haemolyticus and E. faecalis as recipient strains. 

Resistance to vancomycin was 16%, which was more frequent in E. faecium (96.6%) than 

E. faecalis (3.4%). Resistance rates were for 100% for vancomycin and ciprofloxacin, 98.8% for 

teicoplanin and levofloxacin, 97.7% for penicillin and ampicillin and 6.6% for daptomycin. None 

of the isolates was resistant to linezolid. vanA gene was detected in all the isolates, whereas the 

vanB gene was not detected. vanA gene was identified integrated into both chromosome and 

plasmids in 58.8% of the isolates. Forty-one plasmid profiles were obtained, with plasmids with 

sizes of 0.3 kb to 234 kb. The conjugation was unsuccessful in all the isolates that harbored vanA 

gene.  

Forty-one different plasmid profiles were identified. The conjugation was unsuccessful in 

all the isolates, which suggest that the dissemination of vancomycin-resistant enterococci in the 

Mexican hospital could be by clonal expansion. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Los miembros del género Enterococcus están asociados con diversas manifestaciones 

clínicas, incluyendo bacteriemia, endocarditis infecciosa, infecciones en área intrabdominal 

y pélvica, infecciónes en tracto urinario y, en casos raros, infecciones en sistema nervioso 

central (Sievert et al. 2013; Wang et al. 2014).  

Las infecciones ocasionadas por enterococos resistentes a vancomicina (EVR) están 

asociadas a una mayor tasa de mortalidad, aumentando 2.5 veces la mortalidad en los 

pacientes que sufren de bacteriemia a por EVR (Diaz et al. 2005). La resistencia a 

vancomicina por parte de las especies del género Enterococcus ido en aumentando desde que 

se encontró por primera vez en 1986 (Leclercq et al. 1988; Frieden et al. 1993) siendo 

Enterococcus faecium la principal causa de infección por enterococos multirresistentes en 

Estados Unidos. El tratamiento de infecciones causadas por este microorganismo puede ser 

difícil y la magnitud del problema es enorme (Hidron et al. 2008).  

Actualmente, el 30% de las especies de Enterococcus que se aíslan en Estados Unidos 

son resistentes a vancomicina y las infecciones causadas por este microorganismo causan un 

estimado de 1300 muertes cada año (O´Driscoll y Crank 2015). En un informe de National 

Healthcare Safety Network descubrieron que aproximadamente el 40% de las infecciones en 

pacientes localizados en unidades de cuidados intensivos se debían a E. faecium resistente a 

vancomicina (Hidrón et al. 2008). 

La resistencia a glicopéptidos por parte de este microorganismo puede estar 

codificada cromosómicamente o extracromosómicamente en plásmidos, a menudo estos 

genes se encuentran dentro de transposones, los cuales sirven como un depósito para la 

transmisión de resistencia a antibióticos a otros microorganismos (Leavis et al. 2007). 

La importancia de EVR como patógeno intrahospitalario se debe a que es colonizador 

natural del tracto gastrointestinal, su persistencia en entornos hospitalarios, la plasticidad de 

su genoma y a que cuenta con elementos genéticos móviles (Zirakzadeh y Patel 2006).  
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1 Taxonomía de Enterococcus spp. 

Reino: Bacteria 

Subreino: Posibacteria 

Phylum: Firmicutes 

Clase: Bacilli 

Orden: Lactobacillales 

Familia: Enterococcaceae 

Género: Enterococcus 

 

2.2 Aspectos históricos del género Enterococcus  

El término “Enterococcus” probablemente se originó con el descubrimiento del 

primer organismo de este grupo; Thiercelin (Kuhnen et al. 1987) utilizó el término para 

describir a las bacterias observadas en pares y cadenas cortas en heces humanas. MacCallum 

y Hastings (MacCallum y Hastings 1899) describieron un caso de endocarditis aguda causada 

por una bacteria “muy dura y tenaz de vida”, que fue denominada Micrococcus zymogenes. 

Estos autores también mencionaron que un micrococus similar había sido aislado de un pozo, 

un año antes por otros colegas. Algunos años después, Gordon (Gordon 1905) reportó el 

aislamiento de estreptococos fecales en un caldo expuesto al aire probablemente 

contaminado con heces animales, así mismo noto la abundancia de estreptococos en las aguas 

residuales, proponiendo que podrían ser útiles detectando contaminación fecal humana. En 

1906, Andrews y Horder (Andrews y Horder 1906) utilizaron el nombre Streptococus 

faecalis para identificar un organismo de origen fecal que coagulaba la leche, el manitol y la 

lactosa, pero no la rafinosa. Orla Jensen (Orla-Jensen 1919) describió un segundo organismo 

en este grupo, Streptococcus faecium, el cual difería principalmente de S. faecalis en el 

agrupamiento celular, en varias características fenotípicas y principalmente en su patrón de 

sensibilidad, el cual es completamente diferente del observado para el resto del género. 
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 Una tercera especie, Streptococcus durans, propuesta por Sherman y Wing (Sherman 

y Wing 1935), era similar a S. faecium, pero tenía menor actividad fermentadora.  Sherman 

(Sherman 1937) utilizó el término “grupo enterococico” he incluyó a todas las especies de 

enterococus conocidas para ese tiempo.  En 1967, Nowlan y Deibel (Nowlan y Deibel 1967) 

añadieron Streptococcus avium al grupo enterocócico. En 1970, Kalina propuso que se 

estableciera un género para los estreptococos enterocócicos y sugirió que, según la 

disposición celular y las características fenotípicas, S. faecalis y S. faecium y la subespecie 

de estos dos taxones se denominaran Enterococcus (Kalina 1970). No se tomó ninguna 

acción sobre esta propuesta y continuó el uso del nombre de género Streptococcus. Schleifer 

y Kilpper-Balz (Schleifer y Kilpper 1984) proporcionaron pruebas genéticas de que S. 

faecalis y S. faecium eran suficientemente diferentes de los otros miembros del género para 

merecer un género separado. Desde entonces se ha aceptado generalmente que el género 

Enterococcus es válido. 

Hasta el momento, 17 especies forman parte del género Enterococcus (Facklan y 

Sahm 1995). 

 

2.3 Características microbiológicas del género Enterococcus 

Los microorganismos pertenecientes al género Enterococcus son cocos Gram-

positivos de un tamaño de 0.6-2.5 µm, se presentan en forma de pares o cadenas cortas, son 

inmóviles, no forman esporas, son anaerobios facultativos que forman parte de la microbiota 

del tracto gastrointestinal de humanos y animales; aunque pueden encontrarse también en el 

tracto genitourinario y en saliva. 

En agar sangre, las colonias de los microorganismos pertenecientes a este género 

muestran una coloración grisácea o algunas veces son incoloras y tienen un diámetro de 2-3 

mm (O’Leary 1990). Así mismo, pueden presentar hemólisis de tipo α, β o γ (Bergey y Holt 

1994; Koneman et al. 1997). Una misma cepa puede variar en sus propiedades hemolíticas 

dependiendo del ser vivo del cual provenga la sangre empleada en el medio de cultivo 

(Koneman et al. 1997). 



4 

 

Son nutricionalmente complejos ya que fermentan un amplio rango de carbohidratos 

con producción principalmente de ácido láctico, más no de gas, produciendo un pH final de 

4.2 a 4.6. Crecen a una temperatura de entre 10 a 45°C, más su crecimiento óptimo se obtiene 

a una temperatura de 37°C a un pH de 9.6 con 6.5% de NaCl y con 40% de bilis. Portan el 

antígeno D del grupo Lancefeild y poseen el carbohidrato C. Sobreviven después del 

calentamiento a 60°C durante 30 minutos (Quiñones et al. 2008; Hancock y Gilmore 1998).  

Todas las especies de Enterococcus son capaces de crecer en presencia de bilis al 40% 

e hidrolizar la esculina, al igual que las especies del género Streptococcus del grupo D, pero 

se diferencian de estos últimos porque muestran una respuesta positiva a la prueba de PYR 

(L-pirrolindonil-β-naltil-amida) (Koneman et al. 1997). Todas las cepas de Enterococcus 

producen leucino-aminopeptidasa (LAP), por lo que son positivas para esta prueba (Porte et 

al. 2007). 

 

2.4 Hábitat del género Enterococcus  

Las especies pertenecientes a este género son ubicuas, presentes en productos lácteos 

y alimentos fermentados, ambientes naturales (cuerpos de agua, suelo, vegetación acuática y 

terrestre), tracto gastrointestinal de humanos, otros mamíferos, reptiles e insectos. Esta 

extensa distribución es debida a su habilidad para sobrevivir y persistir en un amplio rango 

de ambientes, que pueden variar desde su pH, temperatura y condiciones hiper- e hipotónicas 

(Lebreton et al. 2014).  

De todas las especies de Enterococcus, las 2 especies más frecuentes en el tracto 

gastrointestinal humano son E. faecalis y E. faecium, colonizando el colon en un promedio 

de 10 7 UFC µg-1 (Chenoweth y Schaberg 1990). En promedio, se ha encontrado a E. faecalis 

en heces humanas en un rango de 105 a 107 por gramo, mientras que E. faecium de 104 a 105 

por gramo (Franz et al. 1999). 
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 2.5 Importancia clínica del género Enterococcus 

Estos microorganismos pueden causar una gran variedad de infecciones y en 

algunas de ellas otros microorganismos son frecuentemente aislados en el mismo sitio.   

Algunas de las infecciones que comúnmente causa son: endocarditis, infecciones en 

tracto urinario, bacteriemias, infecciones en tejido intra-abdominal, pélvico y tejido suave. 

 

2.5.1 Endocarditis infectiva  

La endocarditis es una condición en el corazón caracterizada por el daño en el 

endotelio vascular causado por un alto flujo en la presión sanguínea a través de aberturas 

estrechas en las que predomina la baja presión sanguínea, causando la formación de plaquetas 

de fibrina (vegetaciones); las vegetaciones sirven como sustrato para la adhesión y posterior 

formación de biopelículas por parte del microorganismo (Cabell et al. 2003).  

Frecuentemente se presenta en individuos con condiciones cardíacas preexistentes 

(Rasmussen et al. 2013). Otros factores de riesgo para contraer una endocarditis infectiva es 

el uso de implantes médicos, como lo son: válvulas cardíacas artificiales, marcapasos o 

implantes de desfibriladores (Cabell et al. 2003). Este tipo de infección raramente ocurre en 

individuos sanos (Rasmussen 2013). 

De las especies de enterococos E. faecalis permanece como la causa más común de 

endocarditis infectiva sobre E. faecium. 

 Enterococcus es la tercera causa de endocarditis infectiva en Norte América y la 

cuarta a nivel mundial (Murdoch et al. 2009). La endocarditis causada por enterococos tiene 

una incidencia de 5 al 15% de todos los casos de endocarditis en Estados Unidos y esta tasa 

no ha cambiado sustancialmente a lo largo de las décadas (Murdoch et al. 2009). 

La endocarditis es una de las infecciones enterococales más serias, debido a la 

resistencia intrínseca que poseen estos microorganismos a la mayoría de los antibióticos, es 

por esto que su tratamiento es difícil.  
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2.5.2 Infecciones en tracto urinario  

Las infecciones enterocococicas están mayoritariamente relacionadas con el uso de 

artefactos en este tipo de vías por tiempo indefinido. 

Las infecciones en tracto urinario inferior (como cistitis, prostatitis o epididimitis) 

son frecuentemente observadas en hombres de edad avanzada. Es extremadamente raro 

observar cistitis causada por enterococos en mujeres jóvenes. En cambio, las infecciones en 

tracto urinario superior se observan con mayor frecuencia en hombres de edad avanzada y 

estas comúnmente pueden desencadenar una bacteriemia (Graninger y Ragette 1992). 

En unidades de cuidados intensivos, los enterococos causan hasta un 15% de 

infecciones en tracto urinario asociadas a ambientes intrahospitalarios (Hidron et al. 2008). 

 

2.5.3 Bacteriemia 

Enterococcus tiene el segundo lugar de microorganismos causantes de bacteriemia 

asociada a centros de salud (Hidron et al. 2008). El 45 % de las infecciones de torrente 

sanguíneo causadas por Gram positivos están relacionadas con especies del género 

Enterococcus (Silva et al. 2005). Las bacteriemias usualmente se originan por infecciones 

mal tratadas en el tracto genitourinario, vías biliares, zona intra-abdominal o tejidos suaves.  

Los enterococos se encuentran como componentes de bacteriemias polimicrobianas 

más frecuentemente que otros microorganismos (Maki y Agger 1988; Patterson et al. 1995). 

Las bacteriemias ocasionadas por enterococos, en contraste con las relacionadas a 

otros microorganismos Gram positivos, raramente se originan en órganos distantes o causan 

abscesos metastásicos, además de ser las únicas causadas por microorganismos Gram-

positivos que presentan un alto riesgo de muerte (Weinstein et al. 1983). El mayor daño con 

el que se trata cuando se tiene una bacteriemia es la presencia de una endocarditis.  

Sin embargo, incluso cuando la fuente específica de infección es identificada, las tasas 

de mortalidad de las bacteriemias por enterococos están entre el 26 y 46% (Maki y Agger 

1988; Malone et al. 1986).  



7 

 

Algunos estudios han demostrado que la bacteriemia asociada con E. faecium tiene 

mayores tasas de mortalidad que por E. faecalis (Noskin et al. 1995). Pacientes con 

enfermedades fatales tienen tasas de mortalidad de hasta un 75%, estas altas tasas 

corresponden a pacientes de edad avanzada con múltiples enfermedades, como lo son 

diabetes mellitus, enfermedades del corazón, trasplantes, tumores malignos o cirugías previas 

(Nelson et al. 2014). 

Las bacteriemias son la décima causa de muerte en Estados Unidos. Su incidencia va 

de 1% en pacientes de unidades de cuidados intensivos a 36% en pacientes con trasplante de 

médula ósea (Collin et al. 2001).  

 

2.5.4 Infección gastrointestinal y colítis  

La microbiota del tracto gastrointestinal consiste en un consorcio de especies 

bacterianas que incluyen Enterococcus sp., Escherichia coli, Streptococcus sp., 

Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp., Bacteroides sp. y Clostridium sp., las cuales juegan 

un papel importante en la prevención de la infección mediante la resistencia a la colonización, 

y las irregularidades en este consorcio está asociado con enfermedades como los son cáncer, 

obesidad, desnutrición, diabetes y  la enfermedad inflamatoria intestinal (Guinane y Cotter 

2013). Modificaciones en la dieta, estatus de salud y consumo de medicamentos son factores 

que influyen la composición de la microbiota intestinal (Guinane y Cotter 2013).  

La enfermedad inflamatoria intestinal (EII) puede resultar de (i) una respuesta 

aberrante del sistema inmune a partir de la mucosa hacia los comensales en el intestino, (ii) 

disbiosis, (iii) alteración de la función de la barrera intestinal o en combinación con una 

disbiosis (Strober et al. 2007). En estas situaciones, los enterococos pueden tener una 

transición a patógeno oportunista causando EII crónica después de causar una infección 

aguda por E. faecalis (Ocvirk et al. 2015) 

En centros hospitalarios, los pacientes precolonizados con enterococos resistentes a 

antibióticos pueden experimentar sobre crecimiento de los mismos después de una infección 

inducida por el suministro de antibióticos, derivándose una alteración en la microbiota 

intestinal dando lugar a la translocación de enterococos resistentes a antibióticos de 
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microbiota intestinal hacia el torrente sanguíneo. En individuos sanos, las bacterias residentes 

del tracto gastrointestinal estimulan la secreción de RegIIIγ, secreción de lecitina del tipo C 

por el epitelio intestinal y células Paneth, lo cual es importante para la eliminación de 

bacterias Gram-positivas, por medio de la vía de señalamiento (Brand et al. 2007; Cash et al. 

2006) 

 

2.5.5 Infección intra- abdominal,  pélvica y de tejidos blandos  

Los enterococos son normalmente recuperados de cultivos provenientes de 

infecciones de muestras intra-abdominales, pélvicas y tejidos suaves.  Normalmente son 

aislados como componentes de una mezcla de microbiota polimicrobiana y raramente causan 

infecciones monomicrobianas en estos sitios (Graninger y Ragette 1992). 

La peritonitis, una infección del revestimiento abdominal, ocurre frecuentemente en 

conjunto con cirrosis hepática o en pacientes que reciben diálisis. La infección puede 

progresar en tres estados: i) Peritonitis primaria: la bacteria se propaga por vía hematógena 

y comúnmente afecta a individuos inmunocomprometidos; (ii) Infección secundaria: la 

bacteria se propaga vía daño visceral a algún órgano, lo cual puede ser post operatorio (por 

ejemplo, una perforación, trauma, complicación post operatoria, etc); (iii) peritonitis 

terciaria: es definida como persistente o infección intra-abdominal recurrente.  Esta infección 

puede ser mono- o polimicrobiana (en conjunto con E. coli, Staphylococcus coagulasa-

negativa y Staphylococcus aureus) y puede conducir a infección en torrente sanguíneo, 

disfunción orgánica, o en casos muy serios, la muerte (Higuita y Huycke 2014). 

 

2.5.6 Infecciones poco comunes.  

Otras infecciones poco comunes o raramente observadas causadas por enterococos, 

incluyen meningitis, osteomielitis hematógena, artritis séptica y neumonía. Esta última es 

bastante rara, incluso cuando se está asociada con ventiladores, y solo ha sido documentada 

en pacientes severamente debilitados o inmunocomprometidos que reciben antibióticos de 

amplio espectro (Nelson et al. 2014). 
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2.6 Factores de virulencia de Enterococcus spp. 

 

La patogénesis de las especies de enterococos en infecciones oportunistas es 

alcanzada por la producción de factores de virulencia y su resistencia a antimicrobianos. 

Estos factores de virulencia están envueltos en el ataque a células hospederas o proteínas de 

matriz extracelular, así como en la evasión del sistema inmune. La ausencia de estos factores 

de virulencia atenuaría la infección. La mayoría de los factores de virulencia han sido 

descritos en E. faecalis, mientras que solo un número limitado de genes han sido descritos 

experimentalmente en E. faecium (Garsin et al. 2014).  

       

2.6.1 Formación de biopelículas  

La habilidad de los enterococos de producir biopelículas es una de las causas 

fundamentales de infecciones endodónticas y de tracto urinario. La formación de pili por el 

enterococos es necesaria para la formación de biopelículas, este pili es heterotrimérico y 

contiene dos pilis menores. El gen asociado a su formación es ebp (endocarditis and biofilm 

associated pili). El operon ebp consiste en ebpA, ebpB y ebpC, y está asociado con srtC 

(codifica una sortasa C) (Singh et al. 2007). Un mutante de E. faecalis incapaz de producir 

pili es incapaz de producir biopelículas (Budzik y Schneewind 2006).  

 

 2.7 Epidemiología del género Enterococcus 

Entre los años 2006 y 2007 en Estados Unidos, Enterococcus causó el 40% de las 

infecciones asociadas al uso de catéteres en unidades de cuidados intensivos (UCI), 

incluyendo bacteriemia asociada a catéter central, infección urinaria asociada a cirugía y 

neumonía asociada a ventilación mecánica (Weiner et al. 2016).  

Se ha reportado que E. faecalis es responsable del 80-90% de las infecciones 

nosocomiales asociadas a Enterococos, seguido de E. faecium 10-15% (Jett 1994). La 

predominancia de E. faecalis en los aislamientos clínicos se debe a su abundancia natural en 

el tracto gastrointestinal, donde E. faecalis es aproximadamente 100 veces más predominante 

que E. faecium. Sin embargo, durante los últimos 20 años, se ha observado un cambio 
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epidemiológico en la incidencia de E. faecium en hospitales de Estados Unidos y Europa, 

donde E. faecium ha incrementado notablemente su prevalencia. La razón por la cual ocurrió 

la sustitución ecológica de E. faecalis con E. faecium aún se desconoce, pero se ha especulado 

que puede ser al uso intensivo de antibióticos en los hospitales (Hidron et al. 2008). 

Frecuentemente, el 80% y 90% de las infecciones intrahospitalarias por E. faecium son 

resistentes a ampicilina y vancomicina, respectivamente, mientras que E. faecalis aún sigue 

siendo susceptible a ambos antibióticos (Hidron et al. 2008). 

En huéspedes susceptibles, E. faecium puede causar infecciones oportunistas, siendo 

el segundo patógeno nosocomial causante de más del 14% de todas las infecciones adquiridas 

en hospital en los Estados Unidos entre los años 2011 y 2014 (Weiner et al. 2016).  

 

2.8 Glicopéptidos  

Los glicopéptidos son antibióticos constituidos por moléculas complejas, las cuales 

son sintetizadas por gran variedad de especies bacterianas, incluyendo Actinoplanes y 

Streptomyces (Wilhelm y Estres 1999). 

Son compuestos de peso molecular muy elevado y su estructura central es un 

heptapéptido. Los compuestos pertenecientes a este grupo se diferencian en los aminoácidos 

situados en posición 1 y 3 y en algunos de los sustituyentes laterales de los residuos 

aromáticos (Glew y Keroack 1998). 

Actúan sobre la pared bacteriana, inhibiendo la síntesis del peptidoglicano, 

presentando un espectro de actividad restringido a bacterias Gram positivas aerobias y 

anaerobias, actuando solamente sobre microorganismos en crecimiento activo. Los 

glucopéptidos se unen al terminal D-Alanil-D-Alanina del pentapéptido precursor del 

peptidoglicano mediante cinco puentes de hidrógeno. Secundariamente, inhiben el 

crecimiento celular, alteran la permeabilidad celular y la síntesis de ARN (Glew y Keroack 

1998).  

En las dos últimas décadas han adquirido una mayor importancia en el tratamiento de 

las infecciones causadas por microorganismos Gram positivos multirresistentes. La 
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vancomicina y la teicoplanina son los únicos antibióticos de este grupo actualmente 

disponibles; otros glucopéptidos en estudio son la decaplanina, oritavancina, MDL 62208, 

MDL 62211, MDL 62879 y Bi 397 (Lundstrom y Sobel 2000). 

La vancomicina, producida por Streptomyces orientalis, se introdujo en el mercado 

en 1958. Sin embargo, debido a su toxicidad y a la aparición de penicilinas resistentes a las 

penicilinasas, se utilizó poco. Posteriormente, el considerable aumento de la resistencia a la 

meticilina de S. aureus y a los betalactámicos en otros Gram positivos, así como la obtención 

de preparados más purificados con la consiguiente disminución de efectos indeseables, han 

hecho que su utilización haya aumentado (Lundstrom y Sobel 2000). 

La teicoplanina, producida por Actynoplanes teichomycetus, en un principio se 

denominó teicomicina A2 y presenta una estructura semejante a la de la vancomicina. Su 

mecanismo de acción consiste en inhibir la síntesis de la pared bacteriana, impidiendo la 

polimerización del peptidoglicano de la pared celular (Parenti 1986).  

 

 2.9 Farmacorresistencia en  E. faecium y  E. faecalis  

La farmacorresistencia ha ido aumentando a lo largo de los años. La vancomicina fue 

el primer antibiótico utilizado en la clínica en 1972 y el primer enterococo aislado resistente 

a vancomicina se identificó 15 años después. Las tasas de resistencia de las especies de 

Enterococcus han alcanzado proporciones endémicas o epidémicas en Norte América, 

mientras que en Europa han sido niveles bajos pero que se mantienen en incremento (Mutnick 

et al., 2003). 

 El NNIS (National nosocomial infections surveillance system) reportó un incremento 

de 7.6% de Enterococos Resistentes a Vancomicina (VRE) entre los años 1989 y 1993 

(Metan et al. 2005). Se ha reportado que, si el paciente resulta infectado con un enterococo 

resistente a glicopéptidos, el tratamiento clínico fallará, incrementando la mortalidad de 27% 

a 52% (Brown et al., 2006).  
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En ambas bases de datos, SCOPE (Surveillance and Control of Pathogens of 

Epidemiological Importance) y SENTRY (Antimicrobial Resistance Surveillance Program), 

se reporta que de los aislamientos de enterococos obtenidos de torrente sanguíneo, el 2% de 

E. faecalis y 60% de E. faecium, son resistentes a vancomicina (Bearman y Wenzel 2005).  

La resistencia por parte de enterococos no es exclusivo del ambiente intrahospitalario, 

sino que también es prevalente en la industria alimentaria. La presencia de EVR en individuos 

que acaban de ser hospitalizados, sin tener un tratamiento previo con antibióticos, sugiere 

que EVR probablemente fue adquirido a través de un alimento contaminado.  (Mannu et al. 

2003). 

 

2.9.1 Mecanismo de farmacorresistencia  

La resistencia a glicopéptidos involucra un sistema de dos componentes donde la 

composición de la pared celular es alterada, donde el precursor del peptidoglicano D-Ala-D-

Ala (susceptible a vancomicina) es modificado a D-Ala-D-Lactato (D-Lac). Esta última tiene 

una afinidad 1000 veces menor con la vancomicina, mientras que la D-Ala-D-Ser tiene una 

disminución de siete veces en la afinidad por la vancomicina, eliminando así el blanco 

susceptible de la bacteria (Gilmore 2002).  

Los genes que están envueltos en este sistema de dos componentes son vanS / vanR. 

La quinasa sensora VanS es activada en respuesta a la vancomicina, resultando la activación 

de los precursores de peptidoglicano D-Lac o D-Ser y la represión de D-Ala-D-Ala (Figura 

1) (Stephenson y Hoch 2002).  
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Figura 1. Mecanismo de resistencia a vancomicina. 

 

2.9.2 Genes asociados a farmacorresistencia  

Hasta la fecha, seis clusters de genes asociados a la resistencia a los glicopéptidos han 

sido identificados en especies de Enterococcus: vanA-vanG. 

Los tres tipos de resistencia principales son codificados por los clusters vanA, vanB y 

vanC (Tabla 1) predominando mundialmente vanA (Hegstad et al. 2010). 

El operón de vanA involucra 7 genes: vanH, vanA, vanX, vanR, vanS, vanY y vanZ; 

este operón es adquirido a través del transposón Tn1546 (Gilmore 2002). Más de 100 

aislamientos de enterococos provenientes de humanos, animales y alimentos han mostrado 

portar el gen de resistencia vanA en el transposón Tn1546 (Williams y Hergenrother 2008). 

Este genotipo se asocia a una resistencia adquirida e inducible hacia los glucopéptidos 

vancomicina y teicoplanina en un alto nivel y siendo este genotipo el predominante en las 

variantes de ERV a nivel mundial (O´Driscoll y Crank 2015). La resistencia es mediada por 

la sustitución del péptido terminal D-Ala-D-Ala con D-Ala-D-Lac. Las cepas que expresan 

vanA también son resistentes al glicopéptido teicoplanina debido a la presencia de un gen 
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adicional presente en el operón de vanA, vanZ, que confiere resistencia por un mecanismo 

aún desconocido (Arthur et al. 1995). 

El gen vanB confiere una resistencia variada a la vancomicina, variando de moderada 

a alta (MIC 4-256 µg/mL) y susceptibilidad a la teicoplanina (O´Driscoll y Crank 2015). Al 

igual que vanA, la resistencia de vanB está mediada por la conversión de D-Ala-D-Ala a D-

Ala-D-Lac, sin embargo, el mecanismo para una resistencia inferior en comparación de vanA 

no está bien definido, pero es probable que sea resultado de una proporción menor de 

sustitución de D-Ala-D-Lac en la pared celular de las cepas que portan vanB. La resistencia 

a la vancomicina es proporcional al porcentaje de composición de D-Ala-D-Lac a D-Ala-D-

Ala (Arthur et al. 1996). Los aislamientos que portan este gen tienen menor prevalencia que 

los que portan el gen vanA. 

La transferencia del gen de resistencia vanB (adquirido) ocurre a través del 

intercambio con el transposón Tn1547 y/o Tn5382. Ambos genes, vanA y vanB son 

transferidos por medio de plásmidos conjugativos mediados por feromonas o transposones. 

Estos genes de resistencia pueden ser transferidos no únicamente a enterococos susceptibles 

a antibióticos, sino que también a otros patógenos (Giraffa 2002).  

La resistencia por vanC es intrínseca en E. gallinarum, E. casseliflavus y E. 

flavescens, y el operón vanC está localizado en el cromosoma y no es transferible. Este 

genotipo está asociado con una baja resistencia a la vancomicina (Hegstad et al. 2010). 

 

Tabla 1. Genes asociados a farmacoresistencia en Enterococcus spp. 

Genotipo Ubicación Expresión Precursor 

vanA 
Plásmido o 

Cromosoma 
Inducible D-Ala-D-Lac 

vanB 
Plásmido o 

Cromosoma 
Inducible D-Ala-D-Lac 

vanC Cromosoma 
Constitutiva o 

Inducible 
D-Ala-D-Ser 

vanD Cromosoma Constitutiva D-Ala-D-Lac 

vanE Desconocida Inducible D-Ala-D-Ser 

vanF Desconocida Desconocida Desconocido 

vanG Desconocida Inducible Desconocido 
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En contraste con los sistemas de conjugación de bacterias Gram-negativas, la 

conjugación de especies del género Enterococcus no requiere pili, e involucra un sistema 

inducido por feromonas (Andrup y Andersen 1999). Esta transferencia genética lateral 

permite la rápida diseminación de la resistencia a antibióticos.  

Los plásmidos inducidos por feromonas más estudiados en E. faecalis son: pCF10, 

pAD1 y pPD1. La transferencia de estos plásmidos ocurre en respuesta a feromonas sexuales 

específicas, los cuales son péptidos secretados por células receptoras libres de plásmidos. La 

recepción de feromonas exógenas por la célula donadora causa la expresión de proteínas 

involucradas en el proceso de conjugación. La producción de la sustancia de agregación (AS) 

en la superficie de la célula donante facilita el contacto con la célula receptora mediante la 

unión con la sustancia de unión enterococica (EBS) dispersa en la superficie, resultando en 

la conjugación y la habilidad te transmitir resistencia a antibiótico a la célula receptora 

(Clewell et al. 2002).  

Las feromonas liberadas por plásmidos pCF10, pAD1 y pPD1 son pAD1 o cCF10, 

cAD1 y cPD1 respectivamente (Folli et al. 2008). Los plásmidos de Enterococcus también 

pueden ser utilizados para realizar el intercambio genético de factores de virulencia. 

 

2.10 Enterococos resistentes a vancomicina (ERV) 

Los enterococos resistentes a vancomicina (ERV) han tomado gran importancia 

debido a que son causantes de infecciones intrahospitalarias lo cual, ha conducido a realizar 

una mayor cantidad de estudios que definen las características de colonización de estos 

microorganismos. 

Las cepas ERV se aislaron por primera vez en Europa durante el lapso 1986-1987 en 

Francia y Reino Unido, aunque poco tiempo después se les empezó a detectar en Estados 

Unidos, Australia, Argentina, Japón, etc. En 1993 la incidencia de estos microorganismos en 

los hospitales estadounidenses ascendió hasta el 12%. 
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El uso terapéutico de la vancomicina empezó a destacar al iniciar los 80s y tomó aún 

más impulso a mediados de esa misma década al aparecer formulaciones comerciales orales; 

no obstante, su demanda máxima mundial tuvo lugar en 1994, año en el que precisamente 

iniciaron los intentos por restringir su prescripción, ante la desafortunada aparición y 

propagación de numerosas bacterias resistentes a vancomicina (Hidron et al. 2008). 

Las infecciones por enterococos asociadas a ambientes hospitalarios emergieron de 

dos formas distintas en Estados Unidos. La primera ocurrió a finales de los 70s y fue asociada 

con la introducción de cefalosporinas de tercera generación; en esta época, E. faecalis se aisló 

en un 90-95% de los aislamientos de enterococos. La segunda ocurrió por E. faecium, la cual 

es más frecuente que presente resistencia a vancomicina y ampicilina comparándola con E. 

faecalis, esta tendencia fue en incremento en los hospitales de Estados Unidos desde los 90s, 

haciéndose también presente en otras partes del mundo. En Estados Unidos las infecciones 

con ERV aumentaron de 9,820 en el año 2000 a 21,352 en el año 2006 (Ramsey y Zilberberg 

2009), ahora E. faecium es el microorganismo comúnmente causante de infecciones 

intrahospitalarias, dejando atrás a E. faecalis. Este cambio entre especies es de primordial 

importancia, ya que E. faecium se ha vuelto muy difícil de tratar. En Estados Unidos, el 

porcentaje de aislamientos de E. faecium resistentes a vancomicina paso de ser nula en los 

años 80s a aumentar a más del 80% en el 2007 (Arias y Murray 2008). Por lo contrario, solo 

el 5% de los aislamientos de E. faecalis son resistentes a vancomicina.  Los Enterococos 

multifarmacorresistentes son actualmente un problema menor en países europeos, los 

informes iniciales de ERV en Europa a finales de los 80s eran de organismos colonizadores 

de tracto gastrointestinal de animales y humanos. Incluso se presentó una fuerte correlación 

entre el uso de la avoparcina, un antibiótico glicopéptido que se utilizó en la alimentación 

animal, y la aparición de ERV. En Europa se llevó a la prohibición de este compuesto en 

1996 (Werner et al. 2008). A pesar de tomar estas medidas, se observó un aumento en la 

prevalencia de enterococos resistentes a ampicilina y vancomicina en infecciones 

hospitalarias. Por ejemplo, en Países Bajos, el número de infecciones causadas por 

enterococos resistentes a ampicilina aumentó de ~10 en el año 1999 a ~59 en el año 2005 

(Top et al. 2008). Para el 2007 la resistencia a vancomicina en aislamientos de enterococos 

en Europa varió de más del 30%, en países como Grecia e Irlanda, a menos del 1% en países 

escandinavos. En América Latina, un estudio multicéntrico hecho en 4 países encontró que 
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la mayoría de las infecciones por enterococos (78% apróx.) son causadas por E. faecalis 

sensible a vancomicina y ampicilina, mientras que el 22% son causadas por linajes genéticos 

de E. faecium multifarmacoresistente, muy similar a lo observado en Estados Unidos 

(Panesso et al. 2010). En Asia, el número de infecciones causadas por E. faecium resistente 

a vancomicina aún permanece bajo (Liu et al. 2011). 

 

 2.10.1 Fuentes de infección de ERV 

En años anteriores, la fuente de infecciones por parte de especies de enterococos en 

la mayoría de los pacientes fue a través de la propia microbiota endógena. Sin embargo, el 

marcado aumento de infecciones por enterococos entre los años 1980s y 1990s llevó a 

realizar estudios que demostraron que la forma primaria de transmisión de enterococos 

patogénicos es paciente-paciente, ocurriendo a través de las manos de profesionales de la 

salud (Hayden 2000). Esta transmisión puede estar involucrada con la inoculación directa en 

vía intravenosa o catéteres urinarios. Uno de los mecanismos más probables es que las cepas 

que colonizan el tracto gastrointestinal de los trabajadores del área de la salud son las que 

colonizan a pacientes con baja resistencia a la colonización (Donskey et al. 2004; Vollar y 

Clasener 1994). Por lo que nuevas cepas formaran parte de la microbiota endógena del 

paciente, lo cual sirve como plataforma para una infección. La adquisición de cepas de 

enterococos que acarrean con ellos genes que codifican resistencia a antibióticos permite que 

estos persistan en el tracto gastrointestinal por medio de presión selectiva en pacientes 

hospitalizados que reciben constantemente tratamiento con antibióticos de amplio espectro 

(Donskey et al. 2000). 

El contacto frecuente con los profesionales de la salud y el movimiento de los 

pacientes colonizados a diferentes entornos hospitalarios, son indudablemente algunas de las 

razones responsables de estos patrones de transmisión (Moreno et al. 1995).   

Los enterococos pueden persistir hasta 60 minutos después de la inoculación en 

manos (Noskin et al. 1995) y hasta 4 meses en superficies inanimadas, donde pueden servir 

como reservorio para la transmisión continua en ausencia de una descontaminación regular 

(Kramer et al. 2006). 
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Los termómetros aparecen como la superficie más común en transmisión de ERV 

(Livornese et al. 1992). El ambiente hospitalario fácilmente está contaminado con ERV, 

encontrándose las densidades más altas en dispositivos médicos (estetoscopios, monitores de 

presión arterial, bombas intravenosas de líquidos, etc.) batas, rieles de cama, mesas de noche, 

etc. (Bonten et al. 1998).  
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

Enterococcus spp. es un microorganismo que forma parte de la microbiota del tracto 

gastrointestinal del hombre lo cual facilita su transformación a patógeno en pacientes 

susceptibles. La capacidad de adquirir resistencia en contra de antibiótcos como son los 

glicopéptidos lo hacen uno de los microorganismos con mayores tasas de infección en 

ambientes intrahospitalarios. Los genes que confieren resistencia a glicopéptidos se pueden 

encontrar dentro de plásmidos los cuales pueden ser transferidos fácilmente de manera 

horizontal a otros microorganismos. 

Así mismo, su capacidad de sobrevivir en condiciones adversas por largos periodos 

de tiempo en el medio ambiente, el transmitirse en el hospital a través del personal de la salud 

o de equipos contaminados y el aumento de la resistencia a glicopépidos son características 

que en conjunto lo hacen uno de los microorganismos de mayor importancia intrahospitalaria 

por lo cual, se debe de mantener bajo vigilancia continua. Además, se requieren estudios más 

exhaustivos acerca del mecanismo molecular que confiere resistencia a glicopéptidos en este 

microorganismo. 

 

.  
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4. HIPÓTESIS 

 

En México, existe circulación de cepas de E. faecium y E. faecalis resistentes a 

vancomicina debido a que presentan los genes asociados a resistencia a glicopéptidos vanA 

o vanB adquiridos mediante transferencia horizontal de elementos móviles.  
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5. OBJETIVO GENERAL 

 

Realizar la caracterización del mecanismo molecular que confiere resistencia a 

glicopéptidos en E. faecium y E. faecalis. 

 

 

 

5.1 Objetivos específicos 

 

1. Identificar aislamientos de E. faecium y E. faecalis resistentes a glicopéptidos.  

2. Obtener el perfil de susceptibilidad a diversos antibióticos de importancia clínica. 

3. Identificar los genes asociados a resistencia a glicopéptidos y su localización. 

4. Determinar el potencial conjugativo de aislamientos de E. faecium y E. faecalis 

resistentes a glicopéptidos. 

5. Identificar la estructura molecular portadora del gen que confiere resistencia a 

glicopéptidos.  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Estrategia general 
 

 

 

 

 

6.2 Aislamientos clínicos 

 

Para este trabajo de investigación se colectaron aislamientos provenientes del 

Hospital Civil “Fray Antonio Alcalde” en Guadalajara, Jalisco, así como del Hospital 

Universitario “Dr. José Eleuterio González” en Monterrey, Nuevo León. 

El periodo de colección fue de enero del 2011 a diciembre del 2017. Los aislamientos 

colectados de enero del 2011 a diciembre del 2014 (n=53) corresponden a aislamientos 

previamente identificados y caracterizados por nuestro grupo de trabajo, mientras que los 

aislamientos colectados de enero del 2015 a diciembre del 2017 no contaban con previa 

identificación. 

Identificación de 
aislamientos de                

E. faecalis y E. faecium

Identificación de 
aislamientos resistentes a 

vancomicina

Pruebas de 
susceptibilidad

Detección y localización de 
genes asociados a 

farmacorresistencia

Ensayos de 
conjugación

Identificación de la estructura 
molecular que confiere 

farmacorresistencia
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Los aislamientos de cada hospital se recibieron en el laboratorio de Virología del 

Departamento de Microbiología e Inmunología de la Facultad de Ciencias Biológicas de la 

Universidad Autónoma de Nuevo León donde se corroboró su identificación. 

 

6.3 Identificación de aislamientos de Enterococcus spp. 

Para realizar la identificación de los aislamientos se empleó espectrometría de masas, 

utilizando MALDI-TOF MS de Bruker Byotiper. A los aislamientos identificados como E. 

faecium o E. faecalis se les determinó su capacidad de desarrollar resistencia a vancomicina, 

utilizando esta como criterio de selección para los aislamientos que fueron incluidos en el 

estudio. 

6.3.1 Identificación de aislamientos a nivel especie 

Se utilizó la técnica de extracción directa, en la cual se obtuvo una muestra del 

microorganismo a partir de un medio de cultivo puro de 18-24 h de incubación. Se aplicó una 

capa fina del microorganismo (una colonia aproximadamente) sobre el objetivo de la tarjeta 

metálica (una tarjeta de 96 pozos de acero inoxidable, Bruker Daltonics) y se dejó secar a 

temperatura ambiente, posteriormente, se le adicionó 1 µL de ácido fórmico al 70% y se dejó 

secar antes de agregar 1 µL de matriz HCCA (una solución saturada de ácido alfa ciano-4-

hidroxicinamico, acetronitrilo y ácido trifluoroacético) (Levésque et al. 2015).  

Seguido de esto se introdujo la tarjeta en el espectrómetro, se programó la sesión de 

lectura y el espectro obtenido para la muestra problema se comparó de manera automática 

con los espectros de la base de datos del software específico de identificación. Se hizo un 

análisis de los picos obtenidos los cuales se compararon con la base de datos obteniéndose 

un score logarítmico cuyo valor en base al grado de similitud permitió definir género y 

especie (Lévesque et al. 2015; García et al. 2012). 

 

 

 



24 

 

6.3.2 Selección de aislamientos resistentes a vancomicina 

Para identificar a los aislamientos de E. faecium y E. faecalis resistentes a 

vancomicina se utilizó la técnica de dilución en agar, la cual se realizó según lo establecido 

por el CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). 

Para preparar la solución estándar al 0.5 de la escala de McFarland, se tomaron de 3 

a 5 colonias aisladas de un medio de cultivo de 18 a 24 h en agar sangre y se transfirieron a 

un tubo con 4-5 mL de solución salina al 0.85%, se leyó la absorbancia utilizando un 

espectrofotómetro a una longitud de onda de 625 nm, el rango de lectura establecido fue de 

entre 0.080 a 0.130 para que la solución correspondiera a la escala deseada. 

Una vez ajustado el inóculo, utilizando una micropipeta, se tomaron 5 µL del mismo 

y se inocularon por goteo en la superficie de una placa de agar Müeller-Hinton que contenía 

6µg/mL de vancomicina. Las placas fueron incubadas a una temperatura de 37°C por 24 h. 

Se utilizaron como cepas de referencia E. faecalis ATCC 29212 (Susceptible a 

vancomicina) y E. faecalis ATCC 51299 (resistente a vancomicina). 

Transcurrido el periodo de incubación, se consideraron como presuntivamente 

resistentes a vancomicina a aquellos aislamientos que presentaron crecimiento en el medio 

de cultivo que contenia este antibiótico. 

 

6.4 Detección genotípica de resistencia a vancomicina 

Para realizar la detección de los genes vanA o vanB en ADN total se realizó la 

obtención de ADN por la técnica de lisis térmica, la cual se realizó de la siguiente manera: 

los aislamientos se sembraron en agar sangre y se incubaron a 35 ± 2°C por 24 h. Se tomaron 

aproximadamente 3 colonias, las cuales se resuspendieron en 150 µL de agua mili Q estéril 

y se homogenizaron utilizando un vortex. Posteriormente se les aplicó calor utilizando un 

baño seco a una temperatura de 85-100°C durante 10 min.  Realizado esto, se centrifugaron 

por 10 min a 12,000 g, se obtuvieron los sobrenadantes y se depositaron en viales estériles 

para finalmente ser congelados a -20°C para su posterior uso.  

Los genes vanA y vanB se identificaron mediante PCR de punto final utilizando las 

condiciones descritas por (Clark et al. 1993). Se utilizó una mezcla de reacción con dNTP’s 
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al 0.2 mM, MgCl2 al 1.5 mM, Tris al 10 mM (pH 8.3), KCl al 50mM, 0.5 µM de cada primer 

y 2.5 U de AmpliTaq Polimerasa. Las secuencias de los iniciadores que se utilizaron son las 

reportadas por (Clark et al. 1993) y se muestran en la tabla 2. 

 

Las condiciones de amplificación que se utilizaron son las siguientes: un ciclo de 

desnaturalización a 95°C por 4 min, 30 ciclos con un paso de desnaturalización por 30 s a 

95°C, un paso de alineamiento por 1 min a 52°C y un paso de extensión por 1 min a 72°C; 1 

ciclo de elongación a 72°C por 1 min. Posteriormente se realizó una electroforesis 

convencional con un gel de agarosa al 1.8%. Para cada pocillo se tomó una mezcla de 5 µL 

de la reacción, la cual se mezcló con 1µL de buffer de carga y se utilizó un marcador de 100-

1000 pb. Se aplicó un voltaje de 110 Volts por 40 min. Por último, el gel se reveló en un 

transiluminador con luz UV a 254 nm y las imágenes se documentaron en formato digital. 

 

6.5 Perfil de susceptibilidad a antibióticos  

 

Se llevaron a cabo pruebas fenotípicas de susceptibilidad mediante el método de 

microdilución en caldo siguiendo el protocolo M100 (2018) del CLSI. Los antibióticos que 

se analizaron fueron: vancomicina, teicoplanina, linezolid, levofloxacino, ciprofloxacino, 

penicilina, ampicilina, daptomicina, gentamicina de alto nivel de resistencia y estreptomicina 

de alto nivel de resistencia. 

Primer Secuencia Producto 

vanA-F 
 

5’-CAT GAA TAG AAT AAA AGT TGC AAT A 

 

1,030 pb 

 

 
vanA-R 5’ -CCC CTT TAA CGC TAA TAC GAT CAA 

vanB-F 
 

5’-GTG ACA AAC CGG AGG CGA GGA 
433 pb 

vanB-R 5’-CCG CCA TCC TCC TGC AAA AAA 

Tabla 2. Iniciadores empleados para amplificación de los genes vanA y vanB. 
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6.5.1 Preparación del inóculo 

Los aislamientos fueron sembrados en agar sangre e incubados por 24 h a 37°C. Por 

cada aislamiento se preparó una placa de 96 pocillos con diluciones seriadas de los 

antibióticos a evaluar. Las placas se llenaron utilizando una pipeta multicanal con 200 µL de 

la concentración más alta de antimicrobiano en la primera celda de cada antibiótico. Posterior 

a la incubación de los cultivos, se prepararon las soluciones de trabajo realizando una 

suspensión de colonias en 5 mL de solución salina que se ajustó a una turbidez de 0.5 de la 

escala de McFarland, enseguida se realizó una dilución 1:150 en 12 mL de caldo Müeller-

Hinton. El inóculo final fue de 5 x 105 UFC/mL y enseguida (no más de 15 minutos tras su 

preparación). 

6.5.2 Preparación de las placas 

Por cada aislamiento se preparó una placa de 96 pocillos (12x8) con diuciones seriadas 

de los antibióticos a evaluar. Se añadieron 200 µL de la concentración más alta de 

antimicrobiano en la primera celda de cada antibiótico.Posteriormente se añadió un volumen 

de 100 µL de caldo Müeller-Hinton en todos los pocillos con excepción de los que tenian los 

antibióticos con la concentración más alta y las diluciones se realizaron haciendo pases 

consecutivos de 100 µL (2 a la 3, 3 a la 4, 4 a la 5 etc) de una celda a la otra empleando una 

micropipeta y se eliminaron los 100 µL de la última celda de cada antibiótico, de tal manera 

que antes del inóculo todas las celdas quedarán con un volumen total de 100 µL. Los dos 

últimos pocillos de la última fila se dejaron como controles negativos.  

se transfirieron con una pipeta multicanal 100 µL del inóculo a cada pocillo de la placa, 

con excepción de los controles negativos. Las placas se incubaron a 37°C durante 16 a 20 h 

y 24 h para el caso de la vancomicina. Para evitar diferencias de temperatura en la incubación 

de bloques de placas de microtitulación no se apilaron más de cuatro a cinco placas dentro 

de la incubadora. Después del periodo de incubación se realizó la lectura de los resultados.  
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VAN TEI LIN LEV CIP PEN AMP DAP EST GEN  C(+) 

128 128 32 32 16 64 64 16 2000 1000   

64 64 16 16 8 32 32 8 1000 500   

32 32 8 8 4 16 16 4 500 250   

16 16 4 4 2 8 8 2     

8 8 2 2 1 4 4 1     

4 4 1 1 0.5 2 2      

2 2 0.5 0.5 0.25        

1           C(-) 

 

La interpretación de los resultados se realizó tomando como referencia el crecimiento 

observado en los pocillos usados como control positivo. Los controles positivos presentaron 

una clara turbidez o un botón de al menos 2 mm de diámetro. Para la lectura se utilizó un 

lector de placas de microtitulación con luz led que permitió obsrevar el recimiento bacteriano. 

Se obtuvo la concentración mínima inhibitoria (CMI) que corresponde a la menir 

concentración de antimicrobiano que a simple vista inhibe completamente el crecimiento del 

microorganismo en estudio y se emeplearon los puntos de corte indicados en la tabla 3 para 

clasificar los aislamientos como resistente, intermedio o susceptible. Para el control de 

calidad del estudio se emplearon las cepas de referencia E. faecalis ATCC 29212 y S. aureus 

ATCC 29213. 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema de la distribución de los antibióticos y las concentracines (µg/mL) empleadas en la placa de 

microtitulación. 

VAN: vancomicina, TEI: teicoplanina, LIN: linezolid, LEV: levofloxacino, CIP: ciprofloxacino, PEN: penicilina, AMP: 

ampicilina, DAP: daptomicina, EST: estreptomicina de alto nivel de resistencia, GEN: gentamicina de alto nivel de 

resistencia.  
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6.6 Identificación y localización de genes asociados a farmacorresistencia 

 

Para llevar a cabo la búsqueda de los genes vanA y vanB se obtuvo el ADN genómico 

y plasmídico para posteriormente realizar su identificación.  

6.6.1 Extracción de ADN genómico 

Para extraer el ADN genómico se utilizó el método de lisis enzimática (Hall et al. 

1992) como se describe a continuación: los aislamientos se sembraron en agar sangre y se 

incubaron por 24 h a 37°C. Se resuspendieron 4-5 colonias en 200 µL de Tris-HCl 100 mM 

y se añadieron 150 µg de lisozima utilizando un aplicador de madera, dejándose en 

incubación por 2 h a 37°C. Posteriormente se añadieron 200 µL de TE 1x con SDS al 1%, 6 

µL de proteinasa K (10 mg/mL) y se incubó por 2 h a 55°C. Se agregaron 250 µL de fenol 

saturado y se mezcló por inversión. Posteriormente se agregaron 250 µL de SEVAG 

(Cloroformo:alcohol isoamílico) y se mezcló, se añadieron 100 µL de TE 1x y se agito por 

inversión durante 5 minutos para después centrifugar a 14 000 rpm por 8 minutos. La fase 

acuosa fue transferida a otro tubo y se hizo de nuevo la extracción con 250 µL de fenol 

saturado, se mezcló por inversión, se agregaron 250 µL de SEVAG, se mezcló y se agregaron 

100 µL de TE 1x, se realizó una agitación por inversión durante 5 minutos y se centrifugó a 

Clase de 

antibiótico 
Antibiótico 

CMI (µg/mL) 

S I R 

Aminoglucósidos 

Gentamicina (ANR) - - 
Cualquier 

crecimiento 

Estreptomicina (ANR) - - 
Cualquier 

crecimiento 

Fluoroquinolonas 
Ciprofloxcino ≤1 2 ≥4 

Levofloxacino ≤2 4 ≥8 

Glicopéptidos 
Vancomicina ≤4 8-16 ≥32 

Teicoplanina ≤8 16 ≥32 

Lipopéptidos Daptomicina ≤4 - - 

Penicilinas 
Ampicilina ≤8 - ≥16 

Penicilina ≤8 - ≥16 

Oxazolidinonas Linezolid ≤2 4 ≥8 

Tabla 3. Puntos de corte para los antibióticos analizados. 
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14 000 rpm por 8 minutos. La fase acuosa fue transferida a otro tubo al cual le fueron 

añadidos 2.33 volumenes de etanol absoluto, hasta observar la formación de la hebra de ADN 

y se dejó precipitando a -20°C por 1 h. Trancurrido este tiempo la muestra se centrifugó por 

5 minutos a 14 000 rpm y fue lavada dos veces con etanol al 70%. Las muestras se secaron a 

temperatur ambiente hasta observar que la pastilla se encontraba completamente seca, esto 

sin dejar pasar mucho tiempo. La pastilla fue resuspendida en 100 µL de TE 1x y se 

mantuvieron a -20°C hasta su uso. 

6.6.2 Extracción de ADN plasmídico 

Para realizar la extracción de ADN plasmídico y realizar procedimientos moleculares 

se utilizará la metodología recomendada por Kieser con algunas modificaciones (Kieser 

1984). 

Se suspendió la colonia de estudio en 1mL de solución salina y se centrifugó por 5 

minutos a 5 000 rpm, posteriormente se descartó el sobrenadante. Se agregaron a la pastilla 

obtenida 100 µL de una solución compuesta por glucosa, Tris-HCl 500 mM, EDTA 500 mM 

a pH 8, se resuspendió y se agregaron 100 µL de lisozima (1 mg/mL), se mantuvo a 37°C 

por 1 h. Se agregaron 200µL de una solución compuesta por SDS al 10% y NaOH 1M, se 

homogenizó con vortex y se dejó en refrigeración por 5 minutos. Se agregaron 150 µL de 

acetato de sodio 3M, se agitó por inversión y se dejó en refrigeración por 5 minutos. Se 

centrifugó por 5 minutos a 14 000 rpm para posteriormente transferir el sobrenadante a un 

tubo limpio, al cual se le añadieron 800 µL de etanol al 95% dejándose a temperatura 

ambiente por 2 minutos. Se centrifugó por 10 minutos a 13 500 rpm, descartándose el 

sobrenadante. La pastilla obtenida se lavó con etanol al 70%, centrifugando por 10 minutos 

a 13 500 rpm. Se dejó evaporar el etanol hasta que la pastilla quedara completamente seca, 

posteriormente se resuspendió en 30 µL de TE 1x. 

Los genes vanA y vanB se identificaron mediante PCR de punto final bajo las 

condiciones que se describieron anteriormente. 
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6.7 Determinación del patrón electroforético de los plásmidos  

6.7.1 Extracción de ADN plasmídico  

En los aislamientos clínicos y cepas transconjugantes se determinó el patrón 

electroforético mediante la extracción del ADN plasmídico utilizando la metodología 

sugerida por Anderson y McKay (Anderson y McKay 1983). 

El microorganismo se creció en 5 mL de caldo soya, durante toda la noche a 37°C, se 

realizó una centrifugación a 13 500 rpm por 3 minutos para obtener una pastilla, la cual fue 

resuspendida en 380 µL de una solución de sucrosa al 6.7%, Tris 50 mM y EDTA 1 mM, y 

se incubó a 37°C por 10 minutos. Se agregaron 97 µL de una solución compuesta por 

lisozima (10 mg/mL) y Tris 25 mM y se dejó incubando a 37°C por una hora. Posteriormenre 

se agregaron 49 µL de de una solución de EDTA 0.25 M y Tris 50 mM, asi como 28 µL de 

una solución de SDS 20%, Tris 50 mM y EDTA 20 mM, se mezcló con vortex y se incubó a 

37°C por 10 minutos. Se agregaron 28 µL de NaOH 2N, se mezcló suavemente por inversión 

durante 10 minutos, posteriormente se agregaron 50 µL de Tris-HCl 2M y se continuó 

mezclando por 3 minutos más. Se agregaron 72 µL de NaCl 5M y 700 µL de fenol saturado, 

se mezcló completamente y se centrifugó a 13,000 rpm durante 5 minutos. Se removió la fase 

superior y se transfirió a un tubo limpio. 

6.7.2 Patrón electroforético 

Para realizar la electroforesis se utilizaron 20 µL de muestra mezclados con 8 µL de 

buffer de carga, en un gel de agarosa al 0.7%, a 95-100 V por 3 h. Se utilizó ADN plasmídico 

purificado de Escherichia coli (NCTC 50192) como patrón de peso molecular de referencia 

para realizar las determinaciones del peso molecular de las bandas obtenidas para los 

aislamientos en estudio. 

El análisis de las tallas moleculares de las bandas obtenidas se realizará por regresión 

lineal. 
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6.8 Ensayos de conjugación 

 

6.8.1 Selección de cepas receptoras y concentración de antibióticos 

Los ensayos de conjugación se realizaron mediante el método de apareamiento 

acoplado a filtro asi como en fase líquida. 

Se seleccionaron como cepas receptoras Staphylococcus haemolyticus y E. faecalis 

con susceptibilidad a vancomicina y resistencia a linezolid. 

Las concentraciones de los antibióticos de selección se eligieron realizando pruebas 

en donde se inoculaban cepas resistentes a vancomicina y susceptibles a linezolid asi como 

cepas resistentes a linezolid y susceptibles a vancomicina, la mezcla de concentraciones 

utilizada fue aquella en la que se inhibió por completo el crecimiento de ambas cepas, 

Para ambos métodos, los aislamientos donadores y receptores se crecieron en agar 

sangre por 24 h a 37°C.  

6.8.2 Método de apareamiento en fase líquida 

Para el método en fase líquida (Clewell et al. 1985) se inocularon colonias jóvenes 

de los aislmientos donadores y receptores en 5mL de caldo infusión cerebro corazón (BHI), 

de forma individual, y se dejaron en incubación por 24 h a 37°C. Posteriormente donador y 

receptor se mezclaron a una proporción 1:10 (50 µL del donador y 500 µL del receptor) y se 

adicionaron 4.5 mL de caldo BHI, se dejaron en incubación por 4-5 h a 37°C. Pasado este 

período, se homogenizó el cultivo utilizando un vórtex, se tomaron 100 µL del mismo y se 

colocaron sobre agar BHI con vancomicina [12 µg/mL] y linezolid [8 µg/mL], utilizando una 

asa de Digralsky se extendió por toda la superficie del medio. Estas placas se inocubaron por 

48 h a 37°C. 

6.8.3 Método de apareamiento en fase sólida acoplado a filtro 

Para el método de apareamiento acoplado a filtro (Lampkowska et al. 2008), se 

tomaron colonias (24 h en agar sangre) y se inocularon en 5 mL de caldo BHI y se dejaron 

incubando por 5-6 h a 37°C. Transcurrido este tiempo, ambos aislamientos se mezclaron en 

una relación 1:5 (170 µL del donador y 850 µL del receptor), esta mezcla se centrifugó a 

7,000 rpm durante 3 min. Se descartó el sobrenadante y se homogenizó el pellet obtenido con 
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250 µL de caldo BHI fresco. Se tomaron 250 µL de esta mezcla y se colocaron sobre una 

membrana de nitrocelulosa (0.45 µm) dispuesta en agar BHI. Se permitió que el inóculo 

penetrara en la membrana y se absorbiera correctamente y posteriormente se mantuvo en 

incubación por 24 h a 37°C. Transcurrido este periodo de tiempo, se transfirió la membrana 

de nylon con crecimiento bacteriano a un tubo que contenía 5 mL de solución salina al 0.85% 

y se mezcló utilizando un vórtex, posteriormente, se tomaron 100 µL y se colocaron sobre 

agar BHI con vancomicina [12 µg/mL] y linezolid [8 µg/mL], utilizando una asa de Digralsky 

se extendió por toda la superficie del medio. Estas placas se inocubaron por 48 h a 37°C. 

6.8.4 Análisis fenotípico de colonias presuntivamente transconjugantes 

Se realizó el recuento de colonias transconjugantes y posteriormente se realizaron 

pruebas de susceptibilidad para determinas la CMI a vancomicina, realizando la metodología 

antes descrita. 

6.8.5 Análisis genotípico de colonias presuntivamente transconjugantes 

Se realizó la obtención de ADN por medio de la técnica de lisis térmica, realizando 

la metodología mencionada anteriormente. Posteriormente se realizó la identificación del gen 

vanA en ADN total por medio de PCR punto final utilizando las condiciones de reacción 

descritas previamente. 
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Identificación de aislamientos de Enterococcus spp. resistentes a vancomicina. 

Este proyecto contó con aislamientos clasificados en dos periodos. Los aislamientos 

pertencientes al primer periodo, enero del 2011 a diciembre del 2014, formaron parte de un 

estudio previo realizado por el mismo equipo de trabajo (Bocanegra-Ibarias et al. 2015).  Se 

obtuvieron 148 aislamientos de ambos hospitales, los cuales fueron identificados como E. 

faecium, de lo scuales 53 presentaron resistencia a vancomicina adeás de presentar el gen 

vanA. 

En el periodo de colección de enero del 2015 a diciembre del 2017 se obtuvieron 506 

aislamientos de ambos hospitales.  El 84% (n=427/506) fue identificado como E. faecalis y 

el 16% (n= 79/506) fue identificado como E. faecium. El 7.3% (n=37/506) de estos 

aislamientos presentaron resistencia a vancomicina. 

Un total de 90 aislamientos (periodo 2011-2017) presentaron resistencia a 

vancomicina, de los cuales el 97.7% (n=88/90) fueron identificados como E. faecium 

mientras que el 3.3% (3/90) como E. faecalis. 

Las principales salas hospitalarias en donde se recuperaron mayor cantidad de 

aislamientos con resistencia a vancomicina fueron unidad de cuidados intensivos 37% 

(n=33/90), medicina interna 24% (n=22/90), cirugía 21% (n=19/90), entre otros. Mientras 

que los principales especímenes fueron abscesos 30% (n=27/90), secreciones 20% 

(n=18/90), orina 16% (n=14/90), entre otros. 

 

7.2 Perfil de susceptibilidad  

Además de presentar altos porcentajes de resistencia para los glicopéptidos 

vancomicina y teicoplanina (100% y 98.8%, respectivamente) se presentaron altos 

porcentajes de resistencia para ciprofloxacino (100%), levofloxacino (98.8%) penicilina 

(97.7%) y ampicilina (97.7%). Para la estreptomicina y gentamicina de alto nivel de 

resistencia se obtuvieron porcentajes moderados de resistencia, 87.7% y 70%, 



34 

 

respectivamente. Para daptomicina la tasa de resistencia fue baja (6.6%). No se detectó 

resistencia para linezolid. Los perfiles de susceptibilidad de los ERV a los distintos 

antibióticos se muestran en la tabla 3. 

 

 

 

 

7.3 Identificación de genes asociados a resistencia a glicopéptidos y su localización 
 

Como se mencionó anteriormente, 53 aislamientos pertencientes al periodo de 2011 

al 2014 fueron previamente caracterizados, a los cuales se les detectó el gen vanA. 

En todos los aislameintos resistentes a vancomicina recuperados durante el periodo 

de 2015 al 2017 se detectó el gen vanA, en la figura 4 se presenta un gel de agarosa 

representativo en donde se visualizan aislamientos que presentaron el gen vanA. 

El gen vanB no fue detectado en ninguno de los aislamientos analizados. 

Antibiótico CMI90 CMI50 Rango 
Resistentes 

n(%) 

Intermedios 

n(%) 

Sensibles 

n(%) 

Vancomicina >128 >128 32 - >128 90 (100) 0(0) 0 (0) 

Teicoplanina >128 128 4 - >128 89 (98.8) 0(0) 1 (1.1) 

Linezolid 2 1 4 - ≤ 0.5 0 (0) 1 (1.1) 89 (98.8) 

Levofloxacino >32 >32 >32 - ≤ 0.5 89 (98.8) 0(0) 1 (1.1) 

Ciprofloxacino >16 >16 >16 – 16 90 (100) 0(0) 0 (0) 

Penicilina >64 >64 >64 - ≤ 2 88 (97.7) 0(0) 2 (2.2) 

Ampicilina >64 >64 >64 - ≤ 2 88 (97.7) 0(0) 2 (2.2) 

Daptomicina 8 2 8 - ≤ 1 *6 (6.6) 0(0) 84 (93.3) 

Gentamicina 

(ANR) 
>1000 1000 >1000 - ≤ 250 63 (70) 0(0) 27 (30) 

Estreptomicina 

(ANR) 
>2000 2000 >2000 - ≤ 500 79 (87.7) 0(0) 11 (12.2) 

Tabla 4. Susceptibilidad a distintos antibióticos. 

* No susceptibles 
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En cuanto a la localización molecular del gen vanA se determinó que en el 58.8% 

(n=53) de los aislamientos el gen se encontraba integrado en cromosoma como en plásmido, 

el 18.8% (n=17) se encontraba integrado unicamente en plásmido y el 18.8% restante (n=17) 

se encontraba integrado unicamente en cromosoma. 

 

7.4 Determinación del perfil plasmídico 

Se identificaron 41 perfiles plasmídicos distintos, en la figura5  se observa un gel de 

agarosa representativodonde se logran apreciar distintos perfiles plasmídicos obtenidos. En 

las muestras 2, 4, 5, 6, 7, 8, 14 y 18 se observa un patron electroforético muy similar, con un 

perfil de bandas de 187.4 kb, 30.8 kb, 19.6 kb y 11.4 kb, aproximadamente. cabe señalar que 

estas muestras fueron recuperadas entre los años 2015 y 2016. Así mismo, las muestras 1, 12 

y 15 muestran un patron electroforético similar entre sí, con bandas de 30.8 kb y 8.7, estos 

aislamientos fueron recuperados entre los años 2015, 2016 y 2017.  

 

Figura 4. Gel de agarosa con productos de la detección molecular del gen vanA en ADN total.  

 M: Marcador de peso molecular. C-: Control negativo. C+: Control positivo. 1,3,4,5,6,8,9,10,11,12: Muestras 

positivas para el gen vanA. 2,7: Muestras negtaivas para el gen vanA. 

1     2     3    4    5    6    7    8    9   10  11  12           M  C- C+ 

2000 pb 
1200 pb 
1000 pb 

1030 pb 
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7.5 Conjugación bacteriana 

Mediante ensayos de conjugación en fase líquida y fase sólida acoplada a filtro se 

determinó la capacidad de los aislamientos de enterococos de transferir el o los plásmidos 

portadores del gen vanA. Primero se realizó la selección de cepas receptoras que fueron 

susceptibles a vancomicina y presentaron resistencia a linezolid, debido a que ninguno de los 

ailamientos incluidos en el estudio presentó resistencia a este antibiótico. Se analizaron 

cuatro aislamientos clínicos que correspondieron a S. haemolyticus y E. faecalis. Al obtener 

el perfil de plásmidos de estas posibles cepas receptoras se observó que en los cuatro 

aislamientos el contenido plasmídico era muy bajo, S. haemolyticus no portaba ningún 

plásmido, mientras que los tres aislamientos de E. faecalis portaban 2 plásmidos cada uno, 

tal y como se observa en la figura 6. En función de estos resultados estos aislamientos fueron 

seleccionados como cepas receptoras. 

Figura 5. Gel de agarosa con diferentes perfiles plasmídicos. 

M: Marcador. 1: 15-3226. 2: 16-1845. 3: 17-0808. 4: 16-1477. 5: 17-0965. 6: 16-1591. 7: 16-0483. 8: 15-1140.    9: 16-

0200. 10: 16-0834. 11: 17-1750. 12: 17-1574. 13: 16-0249. 14: 16-1542. 15: 16-0818, 16: 17-1566. 17: 17-1154. 18: 16-

1039. 

 M      1      2      3      4      5      6       7      8       9    10     11    12    13     14    15    16     17    18       

150 kb 

 

 

68 kb 

36kb 
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Dos de los aislamientos de enterococos analizados fueron capaces de transferir la 

capacidad de desarrollar resistencia a vancomicina mediante el método en fase sólida 

acoplado a filtro. Las colonias presuntivamente transconjugantes tuvieron CMI para 

vancomicina que se consideran como resistentes (tabla 5). Sin embargo, en ninguna de estas 

colonias se logró detectar el gen vanA. 

 

En ninguno de los demás aislamientos estudiados se logró una conjugaión exitosa 

mediante fase líquida ni sólida en ninguna de las cuatro cepas receptoras utilizadas. 

Aislamiento Colonia transconjugante CMI para vancomicina 

14349 
Tc 1 ≥ 64 µg/mL 

Tc 2 ≥ 64 µg/mL 

13-0956 
Tc 1 ≥ 64 µg/mL 

Tc 2 ≥ 64 µg/mL 

M      1      2       3      4 

150 kb 

 

 

 

68 kb 

36kb 

Figura 6. Perfiles plasmídicos de aislamientos receptores. 

M: Marcador. 1: 2975, S. haemolyticus. 2: 16-1947, E. faecalis. 3: 14-3165, E. faecalis. 4: 18-1412, E. faecalis. 

Tabla 5. Concentración mínima inhibitoria para vancomicina en colonias presuntivamente transonjugantes de   

S. haemolyticus. 
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8. DISCUSIÓN 

Enterococcus spp. es un patógeno oportunista que invade tejidos de hospederos con 

estado inmunológico comprometido. Se ha observado un aumento en la frecuencia de 

infecciones intrahospitalarias causadas por este microorganismo alrededor del mundo y esto 

está asociado con el incremento en el uso de antibióticos de amplio espectro (Uttley et al. 

1989). 

Desde su aparición, ERV se ha vuelto endémico en muchos hospitales a través del 

mundo. Pacientes con malignidades hematológicas, trasplantados, y con enfermedades en 

estado crítico muestran particular riesgo por colonización y subsecuente infección con VRE 

(Martínez et al. 2003). La CDC ha clasificado a ERV como un serio problema para la salud 

humana, siendo el causante del 30% de las 66,000 infecciones asociadas al cuidado de la 

salud por Enterococcus spp.  registradas cada año en Estados Unidos (Arias y Murray 2011). 

En este estudio, primeramente, se determinó la frecuencia en el número de infecciones 

causadas por las especies de mayor importancia intrahospitalaria dentro de este género, E. 

faecium y E. faecalis. Se observó una mayor frecuencia en el número de infecciones causadas 

por E. faecalis en comparación con E. faecium. En un estudio realizado por Billington y 

colaboradores (Billington et al. 2014) en Alberta, Canadá, se observó una mayor incidencia 

en el número de infecciones en torrente sanguíneo, esto en los años 2000-2008, por parte de 

E. faecalis, en donde la incidencia anual de E. faecalis fue de 4.5 por 10 000, mientras que 

para E. faecium fue de 1.6 por 100 000. 

Sin embargo, el número de aislamientos que presentaron resistencia a vancomicina 

fue mayor para E. faecium que para E. faecalis, 97% y 3%, respectivamente. Distintos 

estudios muestran que se sigue esta misma tendencia en diferentes países, tal es el caso del 

estudio realizado por Chiang y colaboradores donde se determinó que la incidencia de E. 

faecalis resistente a vancomicina en 8 hospitales de Detroit aumentó de 0.72 por cada 1 000 

pacientes en 2003 a 1.68 por cada 1 000 pacientes en 2009, mientras que para E. faecium 

resistente a vancomicina hubo un aumento de 1.97 a 2.67 por cada 1000 pacientes, esta 

tendencia se observa de igual forma en Atlanta, donde E. faecium presenta una mayor 

proporción de infecciones que lo observado para E. faecalis resistente a vancomicina (83% 
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vs 6%, respectivamente) lo mismo ocurrió en Michigan (71% vs 29%, respectivamente) 

(Chiang et al. 2016). Mientras que ERV era virtualmente inexistente en hospitales de Estados 

Unidos antes de 1990, en la actualidad 87% de los aislamientos de E. faecium provenientes 

de infecciones intrahospitalarias son resistentes a vancomicina, mientras que solo el 14% 

corresponde a E. faecalis (Edelsberg et al. 2014). 

Entre las opciones terapéuticas existentes para contrarrestar las infecciones causadas 

por E. faecium y E. faecalis incluyen ampicilina (en caso de que el microorganismo sea 

susceptible) o vancomicina, este es utilizado como último recurso terapéutico (Uttley et al. 

1989). En 1970-1980, E. faecium ganó alta resistencia a ampicilina y desde 1980 ha adquirido 

resistencia a aminoglucósidos, fluoroquinolonas y glicopéptidos, particularmente 

vancomicina, E. faecails también ha adquirido resistencia a aminoglucósidos, pero la 

resistencia a ampicilina y vancomicina es mucho más infrecuente que en E. faecium 

(Edelsberg et al. 2014).  

En este estudio, además de presentar altos porcentajes de resistencia para los 

glicopéptidos vancomicina y teicoplanina (100% y 98.8%, respectivamente) se presentaron 

altos porcentajes de resistencia para levofloxacino (98.8%), ciprofloxacino (100%), 

penicilina (97.7%) y ampicilina (97.7%). 

Para el caso del lipopéptido, daptomicina y la oxazolidona, linezolid, se obtuvieron 

altos porcentajes de susceptibilidad 98.9% y 100%, respectivamente. Debido a la emergencia 

y a la rápida diseminación de ERV, estos antibióticos han sido ampliamente utilizados para 

el tratamiento de ERV, sin embargo, la resistencia a los mismos ya ha sido reportada 

(Guzman et al. 2016).  

La habilidad que tienen estas especies para adquirir y diseminar determinantes de 

resistencia a antibióticos, como aquellos envueltos en la resistencia a vancomicina, 

incrementan su capacidad para colonizar o infectar al huésped, lo cual explica la reciente 

emergencia que representan estos organismos como patógenos intrahospitalarios (Arias y 

Murray 2011; Hendrickx et al. 2009; Palmer et al. 2012).  
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Existen ocho genotipos que codifican genes de resistencia a glicopéptidos (van 

A/B/C/D/E/G/L/M/N), los cuales, difieren en el gen ligasa, el fenotipo de su resistencia y la 

secuencia génica. Los genotipos van encontrados con mayor frecuencia son vanA y vanB, 

siendo vanA el de mayor predominancia a nivel mundial (Cattoir y Leclerq 2013; Quintiliani  

y Courvalin   1994).  

En el 100% de los aislamientos incluidos en este estudio se detectó el gen vanA, 

mientras que en ninguno el gen vanB. En México, el primer reporte de ERV fué en el 2005, 

en un aislamiento de E. faeciun portador del gen vanA, después de este hallazgo la incidencia 

en nuestro país ha ido en aumento (Cuellar et al. 2007), esto ha quedado demostrado en 

distintos reportes en diferentes estados de la República Mexicana como Nuevo León, Jalisco, 

Querétaro y Ciudad de México (Bocanegra-Ibarias et al. 2015;Alatorre-Fernández et al. 

2016;.García et al. 2014; La distribución del genotipo en estos aislamientos varia 

notablemente de acuerdo a la región geográfica; en un estudio realizado por Coombs y 

colaboradores, se observó que los niveles de ERV en pacientes hospitalizados en Australia 

eran altos, con 37% para E. faecium, sin embargo, en Australia, esta resistencia es 

exclusivamente causada por el gen vanB, mientras que el gen vanA es el mayor determinante 

causante de resistencia a vancomicina en Europa y Estados Unidos (Coombs et al. 2014). 

A diferencia del gen vanA, el cual frecuentemente se encuentra integrado en plásmido, 

el gen vanB se encuentra integrado en cromosoma, aunque algunas veces también puede ser 

encontrado en plásmidos; la facilidad con la que la transferencia horizontal de plásmidos 

ocurre sugiere que la aparición de vanA en ERV probablemente contribuya a un aumento 

considerable en su incidencia nivel mundial (Lee et al. 2018).  

En este estudio, se determinó que en 54% de los aislamientos el gen vanA se 

encontraba integrado en plásmido y cromosoma, mientras que en el 17% se encontraba 

integrado únicamente en plásmido y el 17% restante integrado a cromosoma. Handwerger y 

colaboradores, detectaron aislamientos clínicos de E. faecium en los cuales el gen vanA 

residía en cromosoma. En algunos de estos aislamientos se detectó que el transposón Tn1546 

presentaba su secuencia modificada, una inserción de 1,496 pb en la secuencia de inserción 

IS1251. Este transposón modificado tiene predilección por la integración a cromosoma y es 
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tentativamente nombrado como Tn5482 (Handwerger y Skoble 1995), probablemente un 

elemento similar a este transposón está involucrado en la diseminación del gen vanA, en los 

casos en los cuales este último se encontraba en cromosoma. 

E. faecalis y E. faecium pueden acarrear de 1-6 plásmidos que van de 9 a más de 200 

kb, sin embargo, los plásmidos que acarrean el operon Tn1546-vanA se encuentran en el 

rango de 25 a 90 kb (Panhan et al. 2015), de acuerdo al perfil plasmídico obtenido para los 

aislamientos resistentes a vancomicina, se obtuvieron en gran mayoría bandas que 

corresponden a ese rango de peso, sin embargo no se puede asegurar con exctitud que alguna 

de estas bandas correspondan con a estos plásmidos, ya que únicamente se realizó un análisis 

cualitativo del perfil plasmídico, se requiere una caracterización más completa para 

determinar que se trata de estos plásmidos. 

Como se mencionó con anterioridad, se sabe que ambas especies de enterococos 

tienen la capacidad de diseminar los elementos genéticos relacionados con la resistencia a 

glicopéptidos por medio de conjuación bacteriana mediada por plásmidos conjugativos o por 

feromonas sexuales (Flannagan et al. 2003). En este estudio se utilizaron como receptores a 

aislamientos de S. haemolyticus y E. faecalis resistentes a linezolid y sensibles a vancomicina 

además de tener un bajo contenido plásmidico. Sin embargo no se obtuvieron colonias 

transconjugantes en ninguno de los casos, a pesar de utilizar el método acoplado a filtro asi 

como en fase líquida, sugiriendo que ninguno de los aislamientos resistentes a vancomicina 

tuvo la capacidad de transferir el gen vanA por medio de conjugación bacteriana. Estudios 

demuestran que este es un evento que no se puede garantizar a pesar de contar con las 

condiciones óptimas para que suceda. Noble y colaboradores realizaron una co-transferencia 

de ERV a S. aureus seleccionando las colonias transconjugantes en agar con rifampicina y 

ertiromicina, sin embargo no obtuvieron los mismos resultados utilizando vancomicina como 

agente selectivo. Además no obtuvieron resultados alentadores utilizando el método 

acoplado a filtro si no que utilizaron técnicas “no tradicionales”, realizaron una transferencia 

in vivo colocando a los aislamientos parenterales (donador y receptor) sobre la piel sin pelo 

de un ratón (Noble et al. 1992). 

Wiegel y colaboradores realizaron experimentos de conjugación acoplada a filtro, 

utilizando ERV y Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) como donadores y 
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E. faecalis / S. aureus como receptores, a partir de aislamientos clínicos. Estos experimentos 

no tuvieron éxito, lo cual atribuyen a que el unico factor de selección utilizado para 

transconjugantes fue el uso de la vancomicina. La ausencia de selección de transconjugantes 

utilizando vancomicina se ha descrito anteriormente y es adjudicada al tiempo de inducción 

requerido por el aislamiento para que la resistencia a vancomicina sea expresada, por lo que 

células transconjugantes no logran desarrollar por completo su habilidad para expresar 

resistencia a este antibiótico y por lo tanto no hay crecimiento de las mismas. La transferencia 

de la resistencia a vancomicina ha sido detectada de E. faecalis a S. aureus utilizando 

diferentes antibioticos para la selección de transconjugantes además de utilizar técnicas no 

tradicionales de inoculación, como técnicas in vivo. Esta transferencia raramente ocurre in 

vitro, pero se ha documentado en una alta fecuencia (2x101 a 6x103 receptoras en piel de 

ratón) cuando las transconjugantes son seleccionadas en agar adicionado con rifampicina y 

eritromicina (Weigel et al. 2003). 

Además, es de esperarse que la frecuencia de transferencia sea relativamente baja 

debido a que el plásmido enterocococico no es mantenido en distintas especies de 

Staphylococcus. Un estudio enfocado en el costo biológico del acarreamiento de plásmidos 

que contenían el operon Tn1546-vanA mostró una perdida energética de aproximadamente 

del 4% para el hospedero que acarrea ese plásmido (Freitas et al. 2013; Johnsen et al. 2011; 

Johnsen et al. 2009). La gran complejidad del mecanismo de resistencia a vancomicina lleva 

la hipótesis de que representa un alto costo energético. De hecho, la expresión del operon de 

resistencia a vancomicina (Tn1546-vanA) en S. aureus muestra una gran pérdida energética 

en este hospedero lo cual justifica la baja diseminación de este mecanismo de resistencia en 

las especies de este género. 
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9. CONCLUSIONES 

 

 Existe una mayor predominancia en el número de infecciones causadas por E. faecalis 

sobre E. faecium. 

 La resistencia a vancomicina es mayormente expresada por aislamientos identificados 

como E. faecium en comparación de E. faecalis. 

 Todos los aislamientos presentaron altos porcentajes de resistencia a vancomicina y 

teicoplanina, asi como para levofloxacino, ciprofloxacino, ampicilina y penicilina. 

 Los aislamientos presentaron altas tasas de susceptibilidad para daptomicina y 

linezolid. 

 El 100% de los aislamientos presentaron el gen vanA. 

 El gen vanA se encontró integrado en cromosoma y plásmido, de forma individual así 

como de forma simultánea. 

 Se identificaron 41 perfiles plasmídicos distintos. 

 Se obtuvieron aislamientos transconjugantes que mostraban resistencia a 

vancomicina fenotípicamente, no siendo asi genotípicamente. 
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10. PERSPECTIVAS 

 

 Realizar un análisis más descriptivo del transposón presente en los aislamientos con 

genotipo vanA – fenotipo vanB. 

 Realizar una caracterización más precisa de los plásmidos portadores del gen vanA 

utilizando técnicas más sensibles que permitan la obtención de una sola conformación 

del plásmido. 

 Utilizar distintas especies bacterianas como receptoras y determinar su 

permisibilidad. 
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ANEXO I: RECOPILACIÓN DE RESULTADOS POR AISLAMIENTO 
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ANEXO II: PREPARACIÓN DE REACITIVOS Y SOLUCIONES 

 

 Bromuro de etidio, 0.5 mg/mL (Solución stock). 

Diluir 25 mg de bromuro de etidio en 40 mL de agua ultrapura. Aforar a 50 mL y almacenar a 4°C 

protegido de la luz en un recipiente de vidiro ámbar. 

 Bromuro de etidio, 2 µg/mL. 

Preparar una dilución 1:250 de la solución stock para teñir los geles (1 mL de la solución stock y 249 

mL de agua ultrapura). Almacenarse en oscuridad. 

 Solución de Kieser 1 

Disolver 10.27 g de sacarosa, 0.394 g de Tris-HCl y 0.931 g de EDTA en agua destilada, ajustar pH a 

8.0 y aforar a un volumen final de 100 mL con agua destilada. 

 Solución de Kieser 2 

Disolver 1.2 g de NaOH y 2 g de SDS en agua destilada y aforar a un volumen final de 100 mL con agua 

destilada. 

 TBE 10X.  

Disolver 27 g de Tris-base, 13.7 g de ácido bórico y 10 mL de EDTA 0.5 M pH 8.0 en agua destilada, 

ajustar el pH a 8.0 y aforar a 500 mL. Esterilizar en autoclave. 

 TE 1X. 

Mezclar 10 mL de Tris-HCl 500 mM pH 8.0 y 1 mL de EDTA 500 mM en agua destilada, ajustar el pH 

a 8.0 y aforar a 500 mL. Esterilizar en autoclave. 

 Tris-HCl 500 mM.  

Disolver 30.3 g de Tris-base en 300 mL de agua destilada, ajustar el pH a 8.0 utilizando HCl 

concentrado y aforar a 500 mL. 

 Solución de Anderson 1. 

Disolver 6.7 g de sucrosa, 0.695 g de Tris-base, y 0.29 g de EDTA en agua destilada, ajustar pH a 8.0 y 

aforar a un volumen final de 100 mL con agua destilada. 

 Solución de Anderson 2. 

Disolver 0.01 g de lisozima (10 mg/mL) y 0.03 g de Tris-base en agua destilada, ajustar el pH a 8.0 y 

aforar a un volumen final de 10 mL. 

 Solución de Anderson 3. 

Disolver 7.3 g de EDTA y 0.605 g de Tris base en agua destilada, ajustar el pH a 8.0 y aforar a un 

volumen final de 100 mL. 
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 Solución de Anderson 4. 

Disolver 20 g de SDS, 0.695 g de Tris-base y 0.58 g de EDTA en agua destilada a un volumen final de 

100 mL. 

 Solución de Anderson 5. 

Disolver 31.52 g de Tris-HCl en agua destilada, ajustar el pH a 7 y aforar a un volumen final de 100 mL. 

 Solución de Anderson 6. 

Disolver 0.12 g de Tris-base y 0.029 g de EDTA en agua destilada, ajustar el pH a 7.5 y aforar a un 

volumen final de 100 mL. 

 


