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RESISTENCIA ANTIMICROBIANA: 
EJEMPLO DE UNA VISIÓN INTEGRAL Y 

MICROBIOLÓGICA EN EL MARCO “UNA 
SALUD”. EL CASO DE ENTEROCOCCUS SPP 1

Schell, Celia María2

Resumen

El objetivo fue analizar y caracterizar la estructura poblacional de 
enterococos que causaban infecciones invasivas en pacientes de un 
hospital público argentino, coincidiendo con un período de 5 años 
de mayor recuperación de enterococos resistentes a antimicrobia-
nos (2010-2014). La identificación de especies (pruebas bioquími-
cas y MALDI TOF-MS), la susceptibilidad antimicrobiana (difusión 
por discos y CIM) y la relación clonal (PFGE/MLST/BAPS) se de-
terminaron de acuerdo con protocolos validados. La producción de 
β-lactamasa se determinó mediante prueba fenotípica y se confirmó 
mediante PCR/secuenciación. Los aislamientos se identificaron como 
E. faecalis y E. faecium (proporción 2:1). E. faecalis se agruparon en 
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25 tipos clonales (ST9/ST179/ST236/ST281/ST388/ST604/ST720), y 
varios presentaron alto nivel de resistencia a gentamicina/estreptomi-
cina (ANRGE). Se detectó un clon de secuencio tipo (ST): ST9 (bla+/
alto nivel de resistencia a gentamicina) en pacientes de diferentes salas 
durante 2014. E. faecium se agrupó en 10 tipos clonales (ST25/ST18/
ST19/ST52/ST792). Cinco E. faecium fueron resistentes a vancomici-
na (tres vanA y dos vanB). La recuperación de un bla+/ST9-E. faeca-
lis, clon similar al descrito a fines de la década de 1980 en Argentina 
sugiere la posibilidad de un reservorio oculto local. Estos resultados 
reflejan la relevancia de la epidemiología local para comprender la 
estructura de la población de esta bacteria, así como la aparición y 
propagación de resistencia antimicrobiana en los linajes clonales pre-
dominantes de enterococos.

Introducción

Las bacterias que pertenecen al género Enterococcus son cocos Gram 
positivos (células esféricas), integrantes del microbioma gastrointes-
tinal habitual del hombre y animales (Lebreton, Willems y Gimore, 
2014). Fenotípicamente son anaerobios facultativos, catalasa negati-
vos y pueden observarse al microscopio óptico generalmente agrupa-
dos de a pares, formando cortas cadenas o ubicados aisladamente. Por 
su versatilidad biológica y al ser eliminados por materia fecal, pueden 
habitar diversos nichos ecológicos de la naturaleza; como cursos de 
agua, plantas, insectos, vegetales, alimentos de origen animal y obje-
tos inanimados intrahospitalarios. 

Enterococcus faecalis (80-90 %) y Enterococcus faecium (10 %) son 
las especies aisladas con mayor frecuencia de muestras clínicas pro-
venientes de infecciones humanas documentadas (Arias y Murray, 
2012).

Enterococcus gallinarum, Enterococcus hirae, Enterococcus mundtii, 
Enterococcus raffinosus, Enterococcus avium, Enterococcus casselifla-
vus, Enterococcus dispar, Enterococcus cecorum, Enterococcus malodo-
ratus, Enterococcus flavescens y Enterococcus durans, también pueden 
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producir patología infecciosa en el ser humano. Sin embargo, su fre-
cuencia de aislamiento a partir de muestras clínicas es mucho menor 
(Narciso-Schiavon et al., 2015).

La ubicación de estas bacterias en el tracto gastrointestinal y geni-
tourinario del hombre (cepas endógenas), es una condición que facili-
ta la capacidad para colonizar, persistir y continuar con el mecanismo 
de patogénesis microbiana (Lebreton, Willems y Gilmore, 2014). Sin 
embargo, también puede producirse una infección por cepas exóge-
nas adaptadas al nicho hospitalario, en algún lugar anatómico del pa-
ciente, como resultado de la colonización y la multiplicación excesiva 
de enterococos resistentes. 

Los Enterococcus poseen resistencia intrínseca a diversos antimi-
crobianos (ATM) y esta particularidad, acota las opciones terapéuti-
cas disponibles para su tratamiento y erradicación. El tratamiento de 
las infecciones graves por enterococos frecuentemente se ve perjudi-
cado por la resistencia intrínseca y/o adquirida a los ATM de primera 
línea, es decir, los activos contra la pared celular (betalactámicos o 
glucopéptidos) y los aminoglucósidos, que se combinan para lograr 
un efecto bactericida (Moreira et al.,2016; Mercuro et al., 2018). La 
resistencia a estas opciones terapéuticas se ha informado ampliamen-
te en los países occidentales, pero la información de otros lugares, in-
cluida Argentina, aún es escasa y proviene de estudios centrados en 
la resistencia a los glucopéptidos (Guzman Prieto et al., 2016; Werner 
et al., 2008; Togneri et al., 2005; Lopardo et al., 2008); descripciones 
tempranas de mecanismos emergentes de resistencia (producción de 
β-lactamasa) (Murray y Mederski- Samaroj, 1983); o estudios trans-
versales de vigilancia que solo incluyen algunos aislamientos de dife-
rentes ubicaciones geográficas3  (Pfaller et al., 2019).

Respecto a la resistencia intrínseca a algunos ATM β-lactámicos 
como las cefalosporinas y los carbapenémicos, la resistencia a penici-
lina se adquiere por mutaciones en las proteínas de unión a penicilina 
(PBP) o, con menos frecuencia, por la producción de una β-lactamasa 

3 Para acceder a más información, ingresar a https://resistancemap.cddep.org/
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(Conceição et al., 2014). La resistencia a las aminopenicilinas es muy 
común en E. faecium y se debe principalmente a mutaciones en la 
PBP5 (Novaris et al., 2016) y, esporádicamente, a la producción de 
β-lactamasa (Sarti et al., 2012). Aunque la mayoría de los aislamien-
tos de E. faecalis son susceptibles a la penicilina, se han notificado E. 
faecalis resistentes a la penicilina y sensibles a ampicilina (PRASEF) 
desde finales de la década de 1980 en diferentes países, incluida Ar-
gentina (Sarti et al., 2012; Gagetti et al., 2019). Hasta la fecha, PRA-
SEF puede resultar de la producción de β-lactamasa o mutaciones en 
la PBP4 (Conceição et al., 2014). La resistencia a los glucopéptidos 
está mediada por una plétora de determinantes genéticos, siendo los 
genotipos vanA (Tn1546) y vanB (Tn5382/Tn1547) los más predomi-
nantes (Werner et al., 2008). El primer enterococo resistente a vanco-
micina (ERV) reportado en América Latina fue aislado en Mendoza, 
Argentina, en 1996 de un paciente masculino de 7 años tratado con 
diferentes ATM y fue identificado como E. faecium (vanA) (Marín 
et al., 1998). Luego de este caso esporádico, en varios hospitales ar-
gentinos se detectó E. faecium portador de vanA o vanB en pacientes 
colonizados o infectados (Togneri et al., 2005; Lopardo et al., 2008; 
Corso et al.,2007). La mayoría de estos ERV fueron E. faecium (vanA) 
y, esporádicamente, E. faecalis y Enterococcus gallinarum (Corso et 
al., 2007; Faccone et al., 2010).

La resistencia de alto nivel a gentamicina (RANG) en enterococos 
se describió por primera vez en 1979 en Francia y, a fines de la década 
de 1980, en diferentes países, incluida Argentina, que a menudo se 
asocia con E. faecalis productores de β-lactamasa (Murray,1992; Ho-
del- Christian y Murray, 1992). Datos recientes en el sitio del CDDEP4 
revelaron que los aislamientos de E. faecium obtenidos a partir de in-
fecciones invasivas (bacteriemia y meningitis) fueron comúnmente 
resistentes a ampicilina (>75 % - 80 %) y a vancomicina (60 % - 75 
%), mientras que los aislamientos de E. faecalis aislados de las mismas 

4 https://resistancemap.cddep.org/ 



194Primer seminario de Investigación Científica en Ciencias Médicas  / Vol.II

infecciones, rara vez fueron resistentes a los ATM activos contra la 
pared celular en Argentina.

Adicionalmente, la caracterización de la estructura poblacional de 
enterococos en diferentes hospitales del mundo ha sido muy bien es-
tudiada (Coque et al., 2005; Tedim et al., 2016; Kuo et al., 2018). Sin 
embargo, en Argentina, la caracterización del ST de cepas de entero-
cocos aislados de entornos hospitalarios no es muy conocida. Sólo 
escasos trabajos han comunicado la detección del ST17, confirmando 
la circulación de clones A y B pertenecientes al Complejo Clonal (CC) 
17 para la especie E. faecium, lo cual indica que este CC es el principal 
responsable de la emergencia y diseminación de E. faecium vancomi-
cina resistentes (EFMVR) en nuestro país (Faccone et al., 2010).

Caracterizar las cepas y el resistoma de cada institución de salud, 
es de elevada importancia ya que permite modificar y/o adecuar me-
didas de Bioseguridad vinculadas al uso racional y prudente de los 
ATM en línea con los objetivos de la nueva Ley Nacional de Preven-
ción y control de la Resistencia a los ATM (Ley N° 27680).

Además, géneros como el descripto sirven como puntos de reco-
lección y distribución de elementos genéticos móviles, transmitien-
do una variedad de resistencias a los ATM a especies grampositivas y 
gramnegativas, incluida la transmisión de resistencia a vancomicina 
de los enterococos a cepas de Staphylococcus aureus resistentes a me-
ticilina (Courvalin, 1994; Weigel et al., 2003). 

El Hospital Municipal Ramón Santamarina (HMRS) de la ciudad 
de Tandil, Buenos Aires, es un hospital público de tamaño mediano 
que cubre atenciones de patologías agudas y crónicas de poblaciones 
urbanas y rurales del partido de Tandil y alrededores. Durante el pe-
riodo comprendido entre 2010 a 2014, se elevó el aislamiento de cepas 
de Enterococcus spp. con resistencia antimicrobiana en dicho nosoco-
mio. 

Dada esta situación, se diseñó un estudio cuyo objetivo fue anali-
zar y caracterizar la estructura poblacional de enterococos que cau-
saban infecciones invasivas en pacientes internados en el HMRS, 
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coincidiendo con un período de 5 años de mayor recuperación de 
enterococos resistentes a ATM.

Hipótesis 

Por el uso intensivo de ATM dentro y fuera del ambiente hospitalario, 
en el HMRS, perteneciente al Sistema Integrado de Salud Pública del 
Municipio de Tandil (SISPMT), Buenos Aires, se aíslan especies mul-
tirresistentes del género Enterococcus de muestras clínicas obtenidas 
por punción, provenientes de infecciones invasivas humanas.

Objetivo general

Analizar y caracterizar la estructura poblacional de cepas de Entero-
coccus spp. causantes de infecciones invasivas en pacientes de un hos-
pital público argentino durante el período 2010-2014.

Materiales y Métodos

Área y período de estudio: El HMRS integra juntamente con el Hos-
pital de Niños Dr. Debilio Blanco Villegas (DBV) y el Hospital Enri-
que Larreta de la localidad de María Ignacia Vela, el SISPMT, Buenos 
Aires, República Argentina. Se encuentra ubicado en el sudeste de 
la provincia homónima y depende de la Subsecretaría de Salud de la 
Municipalidad de Tandil. Es un organismo descentralizado, de me-
diana complejidad, incluido en el régimen de hospitales públicos de 
autogestión. El HMRS posee una gran zona de influencia que incluye 
pacientes provenientes de otras localidades de la provincia como Aya-
cucho, Rauch, Lobería, Necochea y zonas cercanas a 80 y 90 km a la 
redonda. En 2013 se realizaron un total de 19.899 consultas en todos 
sus servicios y se registraron 5.348 internaciones. En el 2014, fueron 
registradas 22.001 consultas. 

Diseño del estudio: El período de estudio de este proyecto estuvo 
comprendido entre marzo de 2012 y diciembre de 2016. El diseño de 
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investigación fue observacional, descriptivo, retroprospectivo y de 
corte transversal. 

Unidad de observación: Las cepas de Enterococcus spp. en prime-
ra instancia fueron recuperadas y aisladas de manera retrospectiva, 
a partir de una colección de cepas de esta bacteria conservadas en 
freezer (-20 °C) en el Centro Universitario de Estudios Microbioló-
gicos y Parasitológicos (CUDEMyP), FCM-UNLP. Todas estas cepas 
(n=16) pertenecían al cepario del CUDEMyP y correspondían a aisla-
dos provenientes de muestras clínicas obtenidas por punción (unidad 
de análisis) de pacientes internados en HMRS durante el año/cohor-
te 2010. Posteriormente, se recolectaron prospectivamente, durante 
2013 y 2014, n=47 cepas de Enterococcus spp. (segunda cohorte) de 
muestras obtenidas por punción de pacientes internados por presen-
tar diagnóstico de infección invasiva. La población total quedó con-
formada por N=63 cepas.

Identificación de cepas de Enterococcus spp. por pruebas bioquími-
cas y espectrometría de masas (MALDI TOF-MS): La caracteriza-
ción fenotípica se realizó por pruebas bioquímicas convencionales a 
nivel de género y especie en cada colonia presuntiva de enterococos, 
que desarrolló en agar bilis esculina azida y en los demás medios de 
cultivos, a 35 ºC por 24 h. La confirmación fue por MALDI TOF-MS 
Biotyper (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania).

Determinación de la relación clonal de los aislamientos por elec-
troforesis de campo pulsado (PFGE): La relación clonal para evaluar 
la vinculación epidemiológica de las cepas de enterococos, producto-
ras de infecciones invasivas, fue determinada analizando los pulso-
tipos obtenidos por PFGE (Electroforesis de Campo pulsado) según 
protocolo estandarizado.
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Caracterización genética de cepas seleccionadas de Enterococcus 
spp. por Tipificación de Secuencias en Múltiples Loci (MLST) y de-
terminación de la estructura genética poblacional: Para este estudio 
se seleccionó estratégicamente a un subconjunto de aislamientos de E. 
faecalis y E. faecium, teniendo en cuenta los resultados obtenidos por 
electroforesis de campo pulsado. También fueron seleccionadas cepas 
que presentaron patrones de resistencia diferentes, siendo del mismo 
clon, de modo tal de inferir conclusiones vinculadas con los resulta-
dos obtenidos por MLST y PFGE. Para determinar el Secuencio tipo 
(ST) de cada cepa seleccionada, se colocó el número obtenido de cada 
perfil alélico detectado por amplificación y secuenciación de los siete 
genes en el esquema de MLST de cada bacteria. 

Determinación del perfil de resistencia in vitro frente a los ATM de 
importancia clínica mediante pruebas cualitativas y cuantitativas 
(CIM): El perfil de resistencia a los ATM se determinó de manera 
cualitativa utilizando el método de difusión por discos o Kirby Bauer, 
y de manera cuantitativa por método epsilométrico (E-test), según los 
instructivos de las guías establecidas por CLSI, 2016.

Detección fenotípica de producción de β-lactamasa y secuencia-
ción del gen: La producción de β-lactamasa se investigó mediante el 
método del disco de nitrocefin (Cefinase discs) utilizando un kit co-
mercial (Becton Dickinson, Argentina SRL.). Para la secuenciación se 
siguió el protocolo de McBride et al. (2007).

Determinación de la presencia de genes de resistencia a glucopép-
tidos mediante técnicas de amplificación génica: Sobre la base de 
las secuencias de los genes de resistencia vanA, vanB, vanC, vanD, 
vanE, vanG, etc.; fueron seleccionados cebadores específicos de cada 
gen para amplificar por PCR, los fragmentos internos, siguiendo pro-
tocolos estandarizados.
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Análisis estadístico de los resultados: Medidas de estadística des-
criptiva, de verificación de diferencias (Chi (χ²) cuadrado, pruebas no 
paramétricas, con un nivel de significancia del 95 %), fueron utili-
zadas para el análisis y la expresión de los resultados. Hallazgos de 
valores de p<0,05 fueron considerados estadísticamente significativos 
para las pruebas estadísticas aplicadas.

Aprobación ética: Los registros de los pacientes se obtuvieron en 
cumplimiento de la Ley Nacional N° 25.326 art. 11 de “Protección 
de Datos Personales” y la Ley Nacional N° 26529/10 “Derechos del 
Paciente, Historia Clínica y Consentimiento Informado” de Argen-
tina, en línea con la declaración de Helsinki. Los protocolos fueron 
aprobados por el Comité de Investigación del HMRS.

Resultados

Antecedentes epidemiológicos de las cepas aisladas de infecciones 
invasivas humanas en el HMRS

En esta investigación, la población quedó conformada por N=63 ce-
pas de Enterococcus spp. n=44 E. faecalis y n=19 E. faecium fueron 
detectadas. 

Todas las cepas fueron identificadas con pruebas bioquímicas con-
vencionales y confirmadas por MALDI-TOF-MS (Bruker Daltonics, 
Bremen, Alemania). Tanto E. faecalis como E. faecium se aislaron de 
siete muestras clínicas (tres fluidos peritoneales, dos abscesos hepá-
ticos, un fluido abdominal, y un líquido sinovial). La edad de los pa-
cientes osciló entre 16 y 92 años (59 ± 18,8 años, 70% > 50 años), la 
mayoría con enfermedad de base (49%) y antecedentes de exposición 
a ATM (80%), principalmente a ciprofloxacina (23,6%), cefalexina 
(18,2%) y ceftriaxona (14,5%). La tasa de mortalidad fue del 27,3%.

E. faecalis: Aproximadamente la mitad de los aislamientos de E. fae-
calis (47,7%) fueron sensibles a todos los ATM probados. Se detectó 
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RANG (43,2%), a estreptomicina (22,7%) a ambas (13,6%) y resisten-
cia a fluoroquinolonas (20,4%, ciprofloxacina y levofloxacina), penici-
lina (11,4%) y cloranfenicol (2,3%). La producción de β-lactamasa se 
infirió para los cinco aislados de PRASEF en función del aumento de 
5 mm en el diámetro de inhibición de ampicilina-sulbactam en com-
paración con ampicilina (27), prueba de nitrocefin positiva y la iden-
tificación del gen de β-lactamasa de clase A, que confiere resistencia a 
las aminopenicilinas (número de acceso de GenBank U43087.1). Los 
aislamientos PRASEF exhibieron el mismo tipo PFGE, EFC-2, y se 
clasificaron como ST9. El resto de las cepas E. faecalis se agrupó en 24 
tipos diferentes de PFGE. Además de EFC-2, los tipos de PFGE más 
comunes fueron EFC-7, EFC-16 y EFC-3, que corresponden a ST179, 
ST281 y ST720, respectivamente. ST720 fue un nuevo ST de E. faecalis 
descrito aquí por primera vez.

E. faecium: Los aislados de E. faecium fueron resistentes a penicili-
na (47,4%), ampicilina y ampicilina/sulbactam, vancomicina (26,3% 
cada uno), teicoplanina, levofloxacina y quinupristin-dalfopristin 
(15,8% cada uno), ciprofloxacina y presentaron RANG (10,5%). To-
das las cepas de E. faecium fueron sensibles a linezolid, tigeciclina y 
cloranfenicol. Tres cepas fueron multirresistentes (Magiorakos et al., 
2012). Las cepas de E. faecium se agruparon en 10 tipos diferentes 
de PFGE, siendo predominantes: EFM-1, EFM-2 y EFM-4. EFM-1 y 
EFM-4 pertenecían a ST25-BAPS 2.3 y ST52-BAPS 7, respectivamen-
te. En este estudio se detectaron cinco cepas EFMVR (tres vanA y dos 
vanB). Dos aislados de vanA tenían diferentes tipos de PFGE (EFM-7 
y EFM-9), pero ambos pertenecían a BAPS 3.1-ST792. La otra cepa 
vanA y las dos cepas vanB mostraron el mismo tipo PFGE, EFM-1, y 
se identificaron como BAPS 2.3-ST25. Las dos cepas vanB se aislaron 
de muestras de sangre y fluidos abdominales de pacientes con infec-
ciones del torrente sanguíneo e intraabdominales documentadas en 
las salas de cirugía y UTI (unidad terapia intensiva) en 2013 y 2014.
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Discusión

Este informe documenta la presencia de complejos clonales relevantes 
de alto riesgo de E. faecalis y E. faecium (Guzmán Prieto et al., 2016), 
capaces de adquirir y diseminar genes resistentes a los ATM de prime-
ra línea. El clon ST9-PRASEF (bla+, RANG) de E. faecalis identificado 
en este estudio, representa uno de los pocos bla+/E. faecalis descriptos 
hasta la fecha, la mayoría de ellos documentados a fines de la déca-
da de 1980 en EE. UU., Líbano, Canadá y Argentina (Nallapareddy 
et al., 2002). La aparente relación entre los aislamientos de ST9-bla+ 
descritos aquí y los reportados en otro hospital de Buenos Aires en 
1989, ambos con RANG, sugieren que este clon podría haber estado 
circulando en nuestro medio desde fines de la década de 1980. Clones 
endémicos de E. faecalis con mecanismos de resistencia poco frecuen-
tes, como la producción de β-lactamasa o resistencia a vancomicina, 
se han descrito previamente en regiones específicas de los EE. UU., ya 
sea debido a un clon epidémico (ST6-bla+) (Murray, 1992; Hayakawa 
et al., 2011) o un plásmido epidémico (Inc18-vanA) (Teddim et al., 
2015). Hasta la fecha, no se comprende bien por qué estas cepas resis-
tentes a los ATM permanecen aparentemente confinadas en regiones 
específicas. La presencia de otros ST de E. faecalis como ST179, ST388 
y ST720 (con RANG) en más de un paciente en diferentes salas, re-
fleja la transmisibilidad de varios clones en el hospital bajo estudio. 
Respecto a cepas de E. faecium caracterizadas en esta investigación, 
algunas de ellas, no pertenecían a los grupos clonales predominantes 
en la mayoría de los hospitales del mundo, pertenecían a subgrupos 
BAPS 3.3a (ST18 y ST17) o 2.1a (ST117, ST203 y ST80) (Gagetti et 
al., 2019; Tedim et al., 2016; Freitas et al., 2016). Llama la atención 
la detección de clones pertenecientes a otros grupos filogenéticos, a 
menudo asociados a animales y capaces de adquirir diferentes rasgos 
de resistencia como BAPS 3.1-ST792 (2 vanA) o BAPS 2.3-ST25 (2 
vanB y 1 vanA) (Tedim et al., 2016; Freitas et al., 2016; Pourcel et al., 
2017). Esta diversidad clonal explica la baja ocurrencia de E. faecium 
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resistente a ampicilina encontrada en nuestro estudio en compara-
ción con lo reportado en otras series (26,3% vs >85%)5 (Corso et al., 
2007; Faccone et al., 2010; Osuka et al., 2016). Por otro lado, la diver-
sidad genética de E. faecalis y E. faecium capaces de adquirir genes 
que codifican ANRGE, detectada en este estudio, muestra algunos 
clones con potencial zoonótico, que podrían facilitar la propagación 
de estos genes entre diferentes huéspedes, como se ha informado en 
diferentes lugares geográficos (Pourcel et al., 2017; Osuka et al., 2016; 
Gawryszewska et al., 2016).

A pesar de la limitada muestra analizada, datos epidemiológicos, 
como la diversidad de presentaciones clínicas la edad/sexo de los pa-
cientes y los factores de riesgo para adquirir infecciones por entero-
cocos, concuerdan con otros estudios (Guzman Prieto et al., 2016, 
Pourcel et al., 2017). En resumen, la epidemiología de los enterococos 
en un hospital de tamaño mediano de América del Sur, durante una 
situación sin brote arrojó información interesante para la salud pú-
blica. La persistencia de clones resistentes emblemáticos e inusuales 
como E. faecalis ST9 (bla+, RANG) sugiere la presencia de reservorios 
ocultos de E. faecalis resistentes, en diferentes áreas geográficas. Ade-
más, destaca la importancia de definir la estructura poblacional de los 
enterococos en diferentes lugares para comprender la influencia de 
los factores sociodemográficos en la diversidad clonal de éstos y, por 
tanto, en la aparición y transmisión de la resistencia a los ATM.

Conclusión

El interés del estudio radicó en el valor para describir la estructura 
poblacional de enterococos durante un período de recuperación cre-
ciente de aislamientos multirresistentes en un área geográfica con baja 
prevalencia de enterococos resistentes a ATM de primera línea, pero 
donde se encontraron/detectaron mecanismos emblemáticos de resis-
tencia antimicrobiana.

5 https://resistancemap.cddep.org/CountryPage.php?countryId=65&país=Argentina  
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