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RESUMEN 

Introducción: Enterococcus sp. es un patógeno oportunista en pacientes con inmunodepresión, 

causando enfermedades como endocarditis, infecciones del tracto urinario o en heridas 

quirúrgicas. La Organización Mundial de la Salud (OMS), ha categorizado a E. faecium 

resistente a vancomicina como de prioridad Alta (Prioridad 2). La resistencia a la vancomicina 

esta asociada a la adquisición de genes como vanA, vanB y vanC. En estos casos la opción 

terapeutica es linezolid, sin embargo, ya se ha reportado Enterococcus resistentes a linezolid 

mediante la adquisición de genes como optrA, cfr y poxtA. Objetivo: Caracterizar la resistencia 

a linezolid y vancomicina mediada por plásmidos en E. faecalis y E. faecium aislados en el 

INSPI-Quito, período 2017-2020. Metodología: Se trabajó con la población de E. faecium y E. 

faecalis resistentes a vancomicina y linezolid, con el fin de caracterizar su resistencia a nivel 

fenotípico, genotípico y relacionar los datos epidemiológicos mediante la georeferenciación y 

creación de dendogramas. Resultados: Se analizaron 203 aislamientos descritos en su mayoría 

en provincias de la Sierra del Ecuador; se identifican 134 E. faecium resistentes a vancomicina, 

debido a la presencia de los genes vanA (44%) y vanB (22%); se describen 41 cepas resistentes 

a lineozlid, en su mayoría E. faecalis, por la presencia del gen optrA(88%), sin identificarse la 

presencia de los genes cfr y poxtA.  Conclusiones: La resistencia a vancomicina se ha reportado 

en aislados de E. faecium y un elevado porcentaje de resistencia a linezolid en E. faecalis, en 

su mayoría por la presencia de genes plasmídicos, además, E. faecalis reporta menos niveles de 

resistencia a los antibióticos testeados en comparación con E. faecium. 

 

Palabras Claves: Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Resistencia a la Vancomicina, 

VRE, Linezolid 
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ABSTRACT 
 

Introduction: Enterococcus sp. is an opportunistic pathogen in patients with 

immunosuppression, causing diseases such as endocarditis, urinary tract infections or surgical 

wounds. The World Health Organization (WHO) has categorized vancomycin-resistant E. 

faecium as High priority (Priority 2). Vancomycin resistance is associated with the acquisition 

of genes such as vanA, vanB and vanC. Therefore, the therapeutic option is linezolid, however 

Enterococcus resistant to linezolid due to the acquisition of genes such as optrA, cfr and poxtA 

has already been reported. Objective: The aim of this study is to describe resistance to linezolid 

and vancomycin due to the acquisition of plasmids in E. faecalis and E. faecium isolated at 

INSPI-Quito, during 2017-2020. Methodology: The population of E. faecium and E. faecalis 

resistant to vancomycin and linezolid was analyzed in order to characterize the strains 

phenotypically and genotypically; in addition, correlate epidemiological data, georeference and 

create dendrograms. Results: 203 isolates were analyzed, mostly identified in the provinces of 

the Sierra part of Ecuador; 134 E. faecium resistant to vancomycin were identified, due to the 

presence of the vanA gene (44%) and the vanB gene (22%); 41 strains resistant to lineozlid are 

described, mostly E. faecalis, due to the presence of the optrA gene (88%); cfr and poxtA genes 

are not identified. Conclusions: Resistance to vancomycin is described in E. faecium and a high 

percentage of resistance to linezolid in E. faecalis, mostly due to the presence of plasmid genes, 

in addition, E. faecalis produces lower levels of antibiotic resistance than E. faecium. 

 

Keywords: Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Vancomycin Resistance, VRE, 

Linezolid 
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CAPÍTULO I 

 
1. PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 
 

1.1. INTRODUCCIÓN 
 

En la actualidad, las bacterias multirresistentes constituyen una importante problemática a nivel 

de salud pública, tanto en ambientes hospitalarios como comunitarios, su presencia limita las 

alternativas terapéuticas y sus altas tasas de mortalidad, provocan aproximadamente 700.000 

muertes cada año a nivel mundial (Antimicrobial Resistance Fighter Coalition, 2020). De 

acuerdo a las tendencias actuales, se estima que para el año 2050, ocurrirán aproximadamente 

10 millones de muertes al año ocasionadas por infecciones bacterianas, siendo esta cifra mayor 

a las muertes atribuidas por cáncer (O’Neill, 2014). 

 

El género Enterococcus spp. forma parte de la de la microbiota gastrointestinal normal tanto de 

animales como de humanos, su concentración en heces humanas y animales suelen oscilar entre 

103 y 107 células por gramo, por lo que se han aislado en agua contaminada con aguas residuales 

o desechos fecales (Zaheer et al., 2020). Enterococcus spp. suele actuar como patógeno 

oportunista cuando atraviesa la barrera mucosa, causando infecciones sistemáticas en 

hospedadores con factores de riesgo como pacientes inmunocomprometidos o sometidos a 

procedimientos quirúrgicos, llegando a producir infecciones como endocartitis, bacteremias, 

infecciones del tracto urinario, infecciones intraabdominales, meningitis e infecciones del tracto 

respiratorio. Su virulencia está mediada por su capacidad de adherirse a tejidos mediante 

proteínas de superficie, glucopéptidos de membrana, gelatinasa y phili, factores que favorecen 

la formación de biopelículas (Guzman Prieto et al., 2016).  

 

Las especies de mayor relevancia clínica son E. faecalis y E. faecium (Zaheer et al., 2020), que 

han ido adquiriendo genes de resistencia, lo que ha provocado un aumento de tasas de 

mortalidad, aumento del costo del tratamiento y duración de estancia hospitalaria (Prematunge 

et al., 2016)(García-Solache & Rice, 2019).  Se ha reportado una mortalidad hospitalaria del 

16,5% en pacientes hospitalizados con infecciones del tracto urinario debido a Enterococcus y 
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se asocia también a inmunodepresión, hemopatía maligna, nefrostomía, sobretodo en casos de 

E. faecium resistentes a la ampicilina y vancomicina (Álvarez-Artero et al., 2021). 

 

El género Enterococcus sp. presenta resistencia natural a cefalosporinas, aminoglucósidos, 

clindamicina, y trimetoprim-sulfametoxazol. Algunos de estos antimicrobianos pueden aparecer 

sensibles in vitro, sin embargo, no son efectivos clínicamente (CLSI, 2022). Además, la 

terapéutica puede irse complicando debido a los diferentes mecanismos de resistencia que este 

género ha ido adquiriendo a lo largo del tiempo. La Fig.1 describe la evolución de los 

mecanismos de resistencia en Enterococcus, en los que se visualiza la primera descripción de 

resistencia a cloranfenicol en 1964, así como a aminoglucósidos de alta carga, vancomicina, 

linezolid y daptomicina (García-Solache & Rice, 2019). 

 

 

Fig.1. Cronología de eventos relevantes en la historia de los enterococos como patógenos humanos 

(rectángulos azules); evolución de la resistencia en Enterococcus, (recuadros verdes), inicio del uso 

clínico del antibiótico (rectángulos rojos). Tomado de García-Solache & Rice, 2019. 

 

De acuerdo a la Organización Mundial de la Salud (OMS), en su listado de microorganismos 

patógenos con prioridad para investigación y desarrollo a nivel mundial, ha categorizado a E. 

faecium resistente a vancomicina como de prioridad Alta (Prioridad 2) (WHO, 2017). El CDC, 
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en el 2017 reportó que el 30 % de aislados de Enterococcus fueron resistentes a vancomicina, 

lo cual se considera la mayor amenaza para el éxito del tratamiento (Centers for Disease Control 

and Prevention, 2019).  

 

La resistencia a la vancomicina está asociada a la adquisición de genes como vanA, vanB y vanC 

(B. E. Murray & Arias, 2008). Por otro lado, daptomicina y el linezolid han encontrado un lugar 

en la terapia para infecciones del torrente sanguíneo; sin embargo, aún no se ha determinado el 

consenso sobre qué agente es óptimo para tratar las infecciones del sistema nervioso central por 

Enterococcus resistentes a la Vancomicina (ERV). En infecciones invasivas causadas por ERV, 

se ha descrito un tratamiento óptimo con linezolid, daptomicina y tigeciclina dependiendo del 

sitio de infección (B. E. Murray & Arias, 2008). Sin embargo, los casos de meningitis de origen 

sanguíneo a causa de ERV son difíciles de tratar con estos agentes porque la daptomicina ofrece 

una penetrabilidad limitada en el LCR y el linezolid, para las especies de Enterococcus, 

proporciona actividad bacteriostática (Lee et al., 2020). Además, ya se ha reportado 

Enterococcus resistentes a Linezolid mediante la adquisición de genes como optrA y cfr (Van 

Hal et al., 2021). 

 

En el presente estudio se realizó una caracterización mediante el análisis fenotípico y genotípico 

de la resistencia a la vancomicina y linezolid en E. faecalis y E. faecium, mediante la 

implementación de nuevas metodologías para la identificación del perfil de susceptibilidad a 

estos antibióticos,  identificando la epidemiología de la resistencia en Enterococcus, lo que 

permitió ofrecer nuevas herramientas de sustento para próximos estudios y el manejo de estos 

antibióticos en diferentes casas de salud. 
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1.2. JUSTIFICACIÓN  
 

Enterococcus es un microorganismo que suele colonizar el tracto gastrointestinal, este patógeno 

actúa como oportunista en pacientes con inmunodepresión, causando enfermedades como 

endocarditis,  infecciones del tracto urinario o en heridas quirúrgicas; la falta de recursos 

económicos destinados a medidas de prevención y bioseguridad, sobre todo en países en vías de 

desarrollo, puede ser uno de los factores que contribuyan a la rápida diseminación y 

contaminación cruzada de estos patógenos en pacientes con estancias hospitalarias prolongadas, 

lo que conlleva al aumento en tasas de mortalidad (Changhua et al., 2016). 

 

Además, este patógeno, ha venido adquiriendo diversos mecanismos de resistencia como a la 

vancomicina y linezolid, lo que supone un desafío en el éxito del tratamiento. Se ha reportado 

que pacientes colonizados con Enterococcus resistentes a la vancomicina (ERV), han 

desarrollado sepsis con la misma cepa ERV que estaba colonizando (B. E. Murray & Arias, 

2008). La evolución descontrolada de los mecanismos de resistencia antimicrobiana y la 

acelerada diseminación de estos microorganismos a nivel global, implica destinar más recursos 

en atención hospitalaria (Dadgostar, 2019). Por ello, es importante la implementación de 

técnicas que permitan evaluar de manera oportuna el aumento de estas resistencias y recopilar 

datos sobre su diseminación y evolución en el país, con el fin de controlar a tiempo su 

propagación. 

 

El Centro de Referencia de Resistencia a los Antimicrobianos (CRN-RAM) del Instituto 

Nacional de Investigación en Salud Pública INSPI-LIP, es la institución que realiza la vigilancia 

activa de estos patógenos mediante a la Red de Salud Pública y Privada del país, por ello, es 

necesario la implementación de técnicas gold estándar, como la microdilución en caldo, técnica  

que representa un elevado costo-beneficio para la identificación de la concentración mínima 

inhibitoria (CMI) de las cepas que presentan un perfil de resistencia a la vancomicina o a 

linezolid. Identificar estos patógenos con sus diferentes perfiles de resistencia alrededor del país, 

mediante la generación de datos epidemiológicos, permitirá orientar a los tomadores de decisión 

para establecer nuevas normativas, guías de manejo de los antimicrobianos, establecer una 

terapéutica dirigida y racional, lograr controlar la diseminación de estos microorganismos 
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multirresistentes e identificar gérmenes críticos que deben abordarse en el entorno Una sola 

salud. 

 

Por lo antes expuesto, resulta muy oportuno caracterizar a nivel fenotípico y genotípico la 

resistencia a linezolid y vancomicina en E. faecalis y E. faecium causantes de infecciones 

asociadas a la atención en unidades de salud de la Red de Salud Pública en Ecuador, con el fin 

de establecer la diseminación y evolución de la resistencia desde el 2017 al 2020, identificando 

las posibilidades terapéuticas disponibles al momento. Además, a partir de la implementación 

del método de microdilución en caldo para la detección de la CMI de linezolid y vancomicina, 

se pretende establecer protocolos alineados a la normativa nacional emitida por el CRN-RAM, 

para el reporte adecuado de Enterococcus spp. multirresistentes, herramienta que servirá de guía 

para el reporte e interpretación del análisis de susceptibilidad en los laboratorios de 

microbiología. 

 

1.3. OBJETIVOS GENERAL Y ESPECÍFICOS 

 

1.3.1.  Objetivo General  

Caracterizar la resistencia a linezolid y vancomicina mediada por plásmidos en E. faecalis y E. 

faecium aislados en el INSPI-Quito, período 2017-2020. 

 

1.3.2. Objetivos específicos  

a) Implementar la técnica de microdilución en caldo de vancomicina y linezolid para la 

evaluación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) en cepas de E. faecalis y  E. 

faecium. 

b) Estandarizar la técnica de reacción en cadena de la polimerasa para la identificación de genes 

que confieren resistencia a linezolid y vancomicina.  

c) Implementar un sistema informático de georeferenciación para relacionar datos 

epidemiológicos de aislamientos de Enterococcus spp multirresistentes. 

d) Proponer un algoritmo para la evaluación y reporte adecuado de linezolid y vancomicina en 

Enterococcus spp. 
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CAPITULO II 

2. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS 
 

En 1899, el género Enterococcus fue descrito por primera vez por Thicerlin, como cocos gram 

positivos que se encuentran dispersos en la tinción de Gram, se clasificaron inicialmente dentro 

de la familia de Streptococcus spp., sin embargo, después de que las hibridaciones ADN-ADN 

y ADN-rADN mostraran que estaban relacionadas lejanamente con los Streptococcus spp., se 

separaron en su propio género denominados Enterococcus sp.  (B. Murray, 1990; B. E. Murray 

& Arias, 2008; Thiercelin, 1899). 

 

Las especies de Enterococcus por lo general colonizan el tracto intestinal de humanos y animales 

sanos, pero tienen el potencial de causar infecciones invasivas si se altera el delicado equilibrio 

de la microbiota (Ayobami et al., 2020b). En un estudio realizado por Zhang y sus colaboradores 

del 2012 al 2015, describen que entre las especies de Enterococcus sp., las aisladas con mayor 

frecuencia en entornos nosocomiales son E. faecalis y E. faecium  (Zhang et al., 2017).  

 

El género Enterococcus sp. presenta resistencia intrínseca a varias clases de antimicrobianos y 

cualquier resistencia adicional adquirida limita gravemente las opciones terapeuticas. El Centro 

Europeo de Prevención y Control de Enfermedades (ECDC), para el 2020 reporta los datos de 

30 países que notificaron un aumento significativo de la resistencia a vancomicina desde el 2015 

al 2019, siendo del 10,5% al 18,3%, respectivamente (European Centre for Disease Prevention 

and Control, 2020). Asímismo, otro estudio reporta un aumento significativo desde el 2012 con 

un 8% de resistencia (Ayobami et al., 2020b). Además, en E. faecalis la resistencia a 

vancomicina se mantuvo baja en la mayoría de los países notificantes, sin embargo, no se reporta 

los datos de susceptibilidad a linezolid en este género (European Centre for Disease Prevention 

and Control, 2020). 
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Un meta-análisis realizado con datos del 2000 al 2018, recopila la frecuencia de la resistencia a 

los antibióticos en aislados de Enterococcus spp. provenientes de muestras de sangre de 

pacientes hospitalizados en diferentes regiones del mundo, identificando un nivel más bajo de 

resistencia a la vancomicina en países del Pacífico Occidental, Europa y América, que en países 

del Sudeste Asiático y el Mediterráneo Oriental. Por otro lado, la especie de Enterococcus 

faecium presenta niveles más bajos de resistencia a Linezolid en América y más altos niveles en 

el sudeste asiático (Jabbari Shiadeh et al., 2019). 

 

Por el contrario, en el reporte de resistencia a los antimicrobianos del CDC se describe una 

disminución significativa en la aparición de casos de Enterococcus resistentes a vancomicina 

del 2012 al 2017 tanto en pacientes hospitalizados como comunitarios. Sin embargo, se describe 

un mayor número de casos a nivel comunitario, tanto de infecciones en pacientes con exposición 

reciente a la atención médica e infecciones en personas sin exposición previa a la atención 

médica (Centers for Disease Control and Prevention, 2019). 

 

En América Latina, los datos sobre la resistencia en Enterococcus es escasa, sin embargo, en un 

estudio se realiza el análisis genómico de E. faecium resistentes a la vancomicina provenientes 

de 5 países (Colombia, Ecuador, Venezuela, Perú y México), en el cual se identifica que la 

mayoría de Enterococcus resistentes a vancomicina están mediados por el gen vanA y estos 

microorganismos presentan también altas tasas de resistencia a ampicilina, gentamicina y 

estreptomicina de alta carga (O’Driscoll & Crank, 2015). Sin embargo, a pesar que todos los 

aislados fueron sensibles a linezolid, se reporta la presencia del gen optrA en Colombia y el gen 

cfrB en México (Rios et al., 2020). Además, en Colombia se han reportado E. faecalis con la 

presencia del gen optrA en muestras de carne de ave de corral (Cavaco et al., 2017). 

 

En Ecuador, el CRN-RAM en el 2019 reporta datos a nivel nacional de Enterococcus de origen 

hospitalario resistentes a la vancomicina, tanto en E. faecalis y E. faecium con un porcentaje de 

1,8 y 23,4% respectivamente; por otro lado, se describe un porcentaje de resistencia a linezolid 

de 1,6% en E. faecalis y 1,8% E. faecium, sin embargo, no hay reportes a nivel comunitario 

(Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica CRN-RAM, 2019). 
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El primer reporte de E. faecalis resistente a linezolid mediada por el gen optrA se describió en el 

año 2019 en dos hospitales de la ciudad de Quito (Ministerio De Salud Pública del Ecuador, 2019), 

por lo que es importante investigar si en aislados de años anteriores ya presentaban este gen de 

resistencia en los clones circulantes.  

Se ha estudiado la concordancia entre diferentes metodologías para la identificación de la CMI 

de vancomicina (Klare et al., 2019; Kuo et al., 2020). En 2018, se emite una alerta para la 

detección de la CMI de vancomicina en Enterococcus vanB positivos, ya que en varios estudios 

se identificó que el inóculo e incubación estándar, no eran los ideales para la detección de 

resistencia de bajo nivel a glucopéptidos. Por lo que, en estos casos es importante la 

confirmación de la CMI, así como las pruebas moleculares para confirmar o excluir la presencia 

de los genes van (Klare et al., 2019). 

 

En el presente estudio, se logra caracterizar la resistencia a vancomicina y linezolid, mediante 

pruebas gold estándar como el método de microdilución en caldo y sus genes involucrados 

mediante pruebas moleculares; identificando la frecuencia de los mismos del 2017 al 2020, su 

distribución en el país y como está relacionado el perfil de susceptibilidad a otros antibióticos 

usados como terapéutica en estos microorganismos.  
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CAPITULO III 
 

3. MARCO METODOLÓGICO 
3.1. Ubicación  

Los análisis se realizaron en el Centro de Referencia Nacional de Resistencia a los 

Antimicrobianos del Instituto Nacional de Investigación en Salud Pública-Coordinación Zonal 

9 (INSPI-CZ9), quienes son los encargados de la vigilancia de microorganismos 

multirresistentes emergentes en el país, a través de la Red Pública Integral de Salud del Ecuador, 

además de incorporar normativas a nivel nacional para la implementación de métodos 

estandarizados. 

3.2. Equipos y materiales 

a) Caracterización fenotípica de Enterococcus sp multirresistentes 
 
Insumos 
• Cajas mono Petri y bi Petri 
• Asas estériles 
• Pinzas 
• Placas portaobjetos 
• Guantes de nitrilo 
• Gradillas 
• Mascarillas 
• Placas de 96 pocillos fondo cónico 

 
Reactivos  
• Caldo Cerebro Corazón 
• Agar Base Sangre  
• Agar CLED  
• Discos de antibióticos 
• Antibiótico en polvo de Vancomicina 
• Antibiótico en polvo de Linezolid 
• Caldo Mueller Hinton Ajustado  

 
Equipos 
• Pipeta multicanal de 20-200uL 
• Pipeta de volumen variable 200-1000uL 
• Pipeta de volumen variable 20-200uL 
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• Pipeta de volumen variable 0.1 - 10uL 
• Pesa analítica  
• Lector manual de placas de microdilución 
 

b) Caracterización molecular de Enterococcus sp multirresistentes 

Insumos 
• Guantes de nitrilo  
• Tubos de PCR de 0.2ml cónicos con tapa plana adherida al tubo libre de ARNasa 

ANDasa 
• Microtubo de 1.5 ml cónicos con tapa plana adherida al tubo libre de ARNasa 

ADNasa 
 

Reactivos 
• Kit de extracción de ADN 
• Primers (descrito en apartado 5.6 Recolección de información) 
• Agarosa para electroforesis 

 
Equipos 
• Termobloque 
• Centrífuga de microtubos de 1.5mL 
• Termociclador 
• Fotodocumentador 
• Computadora 

 
 

3.3. Tipo de investigación:  

 

La investigación es cuantitativa, ya que se realiza los experimentos para caracterizar la 

resistencia a linezolid y vancomicina a nivel fenotípico y genotípico. Por otro lado, es una 

investigación cualitativa, ya que se correlaciona los datos fenotípicos y genotípicos de las 

diferentes cepas circulantes con variables epidemiológicas como: edad, sexo, tipo de muestra, 

ubicación, fecha de aislamiento, tipo de aislamiento (hospitalario o comunitario). 

3.4. Hipótesis - pregunta científica – idea a defender 

 

En esta investigación se plantea la siguiente interrogante: ¿Cuál es el nivel de resistencia a 

linezolid y vancomicina en E. faecalis y E. faecium del 2017 al 2020 identificados mediante 

técnicas fenotípicas y genotípicas? 
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3.5. Población y muestra 

Tipo de muestreo:  

Se realizó un muestreo por conveniencia, ya que se escogieron los siguientes grupos de 

Enterococcus sp. multirresistentes: 

• E. faecium y E. faecalis resistentes a vancomicina 

• E. faecium y E. faecalis resistentes a linezolid 

Tamaño muestral:  

En el período del 2017 al 2020 se receptaron en el INSPI un total de 632 cepas de 

Enterococcus spp. de los cuales se escogieron los siguientes grupos:   

• E. faecium y E. faecalis resistentes a vancomicina = 166 

• E. faecium y E. faecalis resistentes a linezolid = 48 

3.6. Criterios de inclusion y exclusión 

 

a) Criterios de inclusión  

-Especies de Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium 

-Aislamientos que se encuentren ingresados en la base de datos del 2017 al 2020 

-Enterococcus resistentes a la vancomicina o al linezolid. 

-Aislamientos que presenten más de tres variables epidemiológicas en la base de datos como 

unidad de salud, área, sexo, edad, tipo de muestra, especie. 

 

b) Criterios de exclusión  

-Enterococcus que no se encuentren viables para su recuperación del cepario 

-Aislamientos que no se encuentren bien rotulados en el cepario 

-Viales que estén derramados o que no tengan el volumen suficiente para realizar la 

reactivación de la cepa 

-Cepas aisladas en diferente período de tiempo. 
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3.7. Operacionalización de las variables (Anexo Nro.1) 

 

3.8. Metodología 

 

a) Autorizaciones  

Para realizar la investigación se solicitó la aprobación de la unidad académica de tiulación 

de posgrado de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Técnica de Ambato 

(Anexo Nro.2), por otro lado, se solicitó la autorización al Insituto Nacional de Investigación 

en Salud Pública (INSPI-LIP) para el uso de datos y cepas bacterianas, para lo cual se firmó 

la ficha técnica y acuerdo de entendimiento (Anexo Nro.3 y 4).  

 

b) Identificación de la población y reactivación de cepas  

Se analizaron las bases de datos para identificar las cepas de E. faecalis y E. faecium 

receptados en el INSPI del 2017 al 2020 definidas en la población de muestreo, 

posteriormente se reactivaron las cepas almacenadas a -70 ºC sembrando en el caldo de  

Infusión Cerebro Corazón (BHI por sus siglas en inglés) a 37 ºC por 24 horas, se realizó el 

aislamiento de todos los viales que presentaban turbidez en el medio de cultivo CLED 

incubando a 37 ºC por 24 horas (Domig et al., 2003), se aisló una sola colonia para la siembra 

en agar nutritivo y se almacenaron en BHI+20% de Glicerol y TE 1x para sus posteriores 

análisis fenotípicos y genotípicos. 

 

c) Métodos Objetivo 1. Implementar la técnica de microdilución en caldo de vancomicina y 

linezolid para la evaluación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) en cepas de E. 

faecalis y  E. faecium. 

 

Se implementó la técnica de microdilución en caldo para vancomicina y linezolid bajo los 

criterios del CLSI M07, 11th ed. (2018). 

 

Microdilución en caldo de vancomicina 

Se preparó la solución madre según los cálculos del Anexo Nro.5, solución de trabajo y 

diluciones requeridas en caldo Mueller Hinton -Catión ajustado (MHB) (Anexo Nro.6), las 
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cuales fueron dispensadas en una microplaca de 96 pocillos de fondo cónico (Anexo Nro.7); 

se realizó la siembra de los microorganismos reactivados del cepario en Nutritivo para 

preparar la suspensión bacteriana 0,5 Mc Farland en solución salina al 0,9%, se realizó una 

dilución 1:100, se inoculó la suspensión bacteriana en cada dilución y las placas fueron 

incubadas a 37 ºC (Clinical and Laboratory Standars Institute, 2018). 

 

Microdilución en caldo de Linezolid 

Se preparó la solución madre según los cálculos del Anexo Nro.8, solución de trabajo y 

diluciones requeridas en caldo Mueller Hinton-Catión ajustado, las cuales fueron dispensadas 

en una microplaca de 96 pocillos de fondo cónico Anexo Nro.9 y 10; Se realizó la siembra 

de los microorganismos reactivados del cepario en Nutritivo para preparar la suspensión 

bacteriana 0,5 Mc Farland en solución salina al 0,9%, se realizó una dilución 1:100,  

posteriormente se inoculó la suspensión bacteriana en cada dilución y las placas fueron 

incubadas a 37 ºC y la lectura se realizó según lo indicado en el CLSI M07 (Clinical and 

Laboratory Standars Institute, 2018) 

 

Para la estandarización se utilizaron cepas de control de calidad con CMI de vancomicina y 

linezolid conocidas, la lectura de las microplacas se realizó mediante un espejo invertido, 

interpretando los  resultados con los puntos de corte de la guía M100, 30th ed. del CLSI 

(2020), tanto a las 24 horas y 48 horas por dos analistas para realizar la intercomparación 

(Dejoies et al., 2020); para la validación de los resultados se utilizó la cepa de E. faecalis 

ATCC 29212 identificando que el rango de la concentración mínima inhibitoria se encuentre 

dentro de lo establecido en el CLSI M100 (Tabla 5A-1) (Clinical and Laboratory Standars 

Institute, 2020). 

 

d) Métodos Objetivo 2. Estandarizar la reacción en cadena de la polimerasa para la 

identificación de genes que confieren resistencia a linezolid y vancomicina.  

Se realizó la técnica molecular de reacción en cadena de la polimerasa para la identificación 

de los genes que confieren resistencia a vancomicina y linezolid, para ello, se prepararon 

suspensiones bacterianas en TE 1X de las cepas con crecimiento de 24 horas, la extracción 
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se llevó a cabo mediante el método de ebullición, realizado en el Termobloque Labnet, por 

un tiempo de 10 minutos, a una temperatura de 95°C. Las suspensiones fueron centrifugadas 

a 14000 rpm durante 5 minutos,  se separó el sobrenadante y se almacenó a -20°C. 

Para la identificación de los genes vanA y vanB que confieren resistencia a vancomicina se 

utilizaron los primers descritos en la Tabla 1. La preparación de la master mix se especifica 

en la Tabla 2. Las condiciones de la PCR se describen en la Tabla 3.  

 

Tabla 1. Secuencias de primers de genes que confieren resistencia a vancomicina 

Gen Secuencia de primers Tamaño Referencia 

vanA 
F 5′-GGGAAAACGACAATTGC-3′ 

732pb 
(Akpaka et al., 

2016) R 5′-GTACAATGCGCCGTTA-3′ 

vanB 
F 5′-ATGGGAAGCCGATAGTC-3′ 

635pb 
(Akpaka et al., 

2016) R 5′-GATTTCGTTCCTCGACC-3′ 

Elaborado por: Katherine Jaramillo 

 

 

Tabla 2. Preparación de la master mix para la identificación de los genes vanA y vanB 

Reactivo Volumen Concentración 

Agua Molecular 10.5 uL - 

Primer Formward 0.5 uL 0.2 uM 

Primer Reverse 0.5 uL 0.2 uM 

Taq Master Mix 12.5 uL  2.5 U/uL 

DNA 1 uL - 

Volumen Final 25uL  
Elaborado por: Katherine Jaramillo 
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Tabla 3. Programa de termociclado para la amplificación de las secuencias de los genes vanA 
y vanB. 

Fase Temperatura Tiempo Ciclos 

Denaturación inicial 94°C 5 min 1 

Denaturación 94°C 1 min 

30 Hibridación 58°C 1min 

Extensión 72°C 1min 

Extensión final 72°C 7min 1 

Fente: (Akpaka et al., 2016) Elaborado por: Katherine Jaramillo 

 

De la misma forma se identificaron los genes cfr, optrA y poxtA que confieren resistencia a 

Linezolid (Tabla 4). La preparación de la master mix se especifica en la Tabla 5. Las 

condiciones de la PCR se describen en la Tabla 6. 

 

Tabla 4. Secuencias de primers de genes que confieren resistencia a Linezolid 

Gen Secuencia de primers Tamaño Referencia 

cfr 
F 5′-TGAAGTATAAAGCAGGTTGGGAGTCA-3′ 

746pb 
(Kehrenberg & 
Schwarz, 2006) 

R 5′-ACCATATAATTGACCACAAGCAGC-3′ 

optrA 
F 5′- TACTTGATGAACCTACTAACCA-3′ 

422pb 
(Brenciani et al., 

2016) R 5′-CCTTGAACTACTGATTCTCGG-3′ 

poxtA 
F 5′-AAAGCTACCCATAAAATATC-3′, 

533pb (Bender et al., 
2019) R 5′-TCATCAAGCTGTTCGAGTTC-3′ 

Elaborado por: Katherine Jaramillo 
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Tabla 5. Preparación de la master mix para la identificación de los genes cfr, optrA y poxtA. 

Reactivo Volumen Concentración 

Agua Molecular 7.5 uL - 

optrA Primer Formward 0.5 uL 0.2 uM 

optrA Primer Reverse 0.5 uL 0.2 uM 

cfr Primer Formward 0.5 uL 0.2 uM 

cfr Primer Reverse 0.5 uL 0.2 uM 

poxtA Primer Formward 0.5 uL 0.2 uM 

poxtA Primer Reverse 0.5 uL 0.2 uM 

Taq Master Mix (5U/uL) 12.5 uL  2.5 U/uL 

DNA 1 uL - 

Volumen Final 25uL - 
Elaborado por: Katherine Jaramillo 

 

 

Tabla 6. Programa de termociclado para la amplificación de las secuencias de los genes cfr, 
optrA y poxtA. 

Fase Temperatura Tiempo Ciclos 

Denaturación 
inicial 

96°C 2 min 1 

Denaturación 96°C 30 s 

30 Hibridación 50°C 30 s 

Extensión 72°C 30 s 

Extensión final 72°C 5 min 1 

Fuente:(Bender et al., 2019) Elaborado por: Katherine Jaramillo 

 

Los productos de la PCR fueron analizados meadiante una corrida electroforética en gel de 

agarosa 2%, teñidos con GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain, a 90 voltios durante 45 minutos 

y posteriormente visualizados con la ayuda de un Fotodocumentador.  
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e) Métodos Objetivo 3. Implementar un sistema informático de georreferenciación para 

relacionar datos epidemiológicos de aislamientos de Enterococcus spp multirresistentes. 

 

Se implementó un Sistema de Información Geográfica (SIG) para georreferenciar 

fenotípicamente y genotípicamente los aislamientos de Enterococcus sp., en primer lugar se 

estructuró una base de datos en Microsoft Excel clasificando a los Enterococcus sp. por el 

nivel de resistencia tanto a linezolid como a vancomicina en las diferentes provincias; por 

otro lado, se elaboró la base de los análisis moleculares para su posterior georeferenciación 

de los diferentes genes de resistencia a linezolid y vancomicina, con el fin de identificar la 

diseminación de los mismos en el país y su relación con los diferentes datos a nivel 

epidemiológico. Se crearon los documentos, para posteriormente ir añadiendo capas a partir 

del mapa de Ecuador, se añadieron capas como, unidades de salud, microorganismos 

identificados, genes de resistencia y frecuencia de los mismos. 

 

f) Métodos Objetivo 4. Proponer un algoritmo para la evaluación y reporte adecuado de 

linezolid y vancomicina en Enterococcus sp. 

 

Se realizó la propuesta de un algoritmo para la evaluación y reporte adecuado de linezolid y 

vancomicina en Enterococcus sp remitidos al Centro de Referencia de Resistencia a los 

Antimicrobianos, el cual tiene la finalidad de plantear una mejora en procesos operativos 

manejados en el laboratorio, para ello se analizó toda la información recolectada del estudio 

y se realizó un flujograma de reporte. 

 

3.9. Procesamiento de la información y análisis estadístico 

 

Los resultados de la concentración mínima inhibitoria se analizaron mediante el software 

Whonet 5.6, por otro lado, las variables epidemiológicas de las cepas y la caracterización 

genotípica de los Enterococcus sp. se tabuló en una base de datos en Microsoft Excel y se 

realizó el análisis en el software IBM SPSS, empleando estadística descriptiva y creación de 

tablas para la relación con las variables nominales. Además, se utilizó el programa 

MultiExperiment Viewer versión 2.2, para realizar un mapa de calor para evaluar la relación 
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entre los perfiles de susceptibilidad y la presencia de los diferentes genes de resistencia a 

vancomicina y linezolid. Por otro lado, se utilizó la herramienta en línea iTOL (Interactive 

Tree Of Life), para realizar árboles filogenéticos y visualizar de forma más detallada la 

relación entre variables epidemiológicas, datos fenotípicos y genotípicos de los 

microorganismos estudiados (Letunic & Bork, 2019). 
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CAPITULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los resultados que aquí se exponen corresponden al tema investigado sobre la caracterización 

de la resistencia a linezolid y vancomicina mediada por plásmidos en E. faecalis y E. faecium, 

se describe, las características de la población de estudio, implementación de técnica de 

microdilución en caldo, pruebas de biología molecular, la distribución de los aislamientos en el 

país y flujos para realizar el antibiograma de estos microorganismos.   

4.1. Describción general de la población  
 
Se analizó un total de 203 microorganismos identificados como E. faecalis y E. faecium en el 

CRN-RAM del año 2017 al 2020, los cuales cumplieron los criterios de inclusión y exclusión 

mencionados en el estudio. Todos los microorganismos incluidos en la investigación fueron 

caracterizados mediante pruebas fenotípicas y genotípicas, almacenados y conservados a 

temperatura de -80 ºC. 

 

De acuerdo a las variables clínico-epidemiológicas ingresadas en la base de datos del sistema 

Whonet 5.6, se identificó un predominio de aislamientos en el género masculino con un 

porcentaje de 55.7% y en el género femenino 44.3%, con un rango de edad de 0 a 93 años, de 

las cuales en su mayoría fueron aisladas en población adulta 94.1%, en comparación de la 

población pediátrica y neonatos que se obtuvo únicamente un porcentaje del 4.9% y el 1% 

respectivamente, como se indica en la Tabla 7. 
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Tabla 7. Caracterización de población de acuerdo a variables epidemiológicas 

n = 203 f % 

GÉNERO   

Mujeres 90 44.3 

Hombres 113 55.7 

EDAD   

Neonatos 2 1.0 

Pediátrico 10 4.9 

Adultos 191 94.1 

DIAGNÓSTICO   

Infección del Tracto Urinario 55 27.1 

Otros 51 25.1 

Sin especificar 37 18.2 

COVID-19 35 17.2 

Tumores 16 7.9 

Sepsis 9 4.4 

TIPO DE SERVICIO   

Hospitalizado 123 60.6 

UCI 47 23.2 

Ambulatorio 17 8.4 

Emergencia 16 7.9 

TIPO DE MUESTRAS   

Orina 77 37.9 

Sangre 52 25.6 

Herida y Secreciones 35 17.2 

Piel y tejidos Blandos 24 11.8 

Rectal 8 3.9 

Tracto respiratorio 7 3.4 

Fuente: Base de datos INSPI RAM. Elaborado por: Katherine Jaramillo 
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Por otro lado, se identifica que no hay un diagnóstico de enfermedades que se relacione con la 

infección por Enterococcus, sin embargo, el 27.1% pertenece a pacientes diagnosticados con 

infección del tracto urinario y el 17.2% presentan COVID-19, los cuales fueron aislados 

únicamente del año 2020. Además, se observa un mayor número de aislamientos en pacientes 

hospitalizados 60.6% y se describe que le tipo de muestra en la que más se aisla estos 

microorganismos es orina 37.9%, seguido de muestras de sangre (25.6%).  

 

4.2. Implementación de la técnica de microdilución en caldo  
 
Para la implementación de la técnica de microdilución se realizaron ensayos de reproducibilidad 

en diferentes días, operadores y bajo las mismas condiciones de ensayo, utilizando cepas 

estándares de colección, obteniendo una concordancia del 100% en: E. faecalis ATCC 29212 

(sensible a vancomicina y linezolid), E. faecalis ATCC 51299 (productor del gen vanB, sensible 

a linezolid), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Sensible a vancomicina y linezolid), S. 

aureus ATCC 29213 (Sensible a vancomicina) y una concordancia mayor al 80% para E. 

gallinarum OPS 267 (productor del gen vanC), E. faecium OPS243 (Resistente a vancomicina 

y linezolid). Se elaboró un fluflujograma para realizar el reporte de microdilución en caldo de 

vancomicina y linezolid de Enterococcus sp disponible en el Anexo Nro.11. 

 

En cuanto a la técnica de microdilución en caldo de vancomicina, se realizó la comparación de 

lectura de 24 h y 48 h de incubación, identificando que a las 48 horas se logra detectar un número 

mayor de microorganismos resistentes, tal como se observa en el Gráfico Nro.1.  
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Gráfico Nro. 1. Interpretación de la susceptibilidad a vancomicina incubados a 24 h y 48 h 

 

Elaborado por: Katherine Jaramillo 
 

Mediante la técnica “gold standard” microdilución en caldo, se identificaron 134 cepas de E. 

faecium resistentes a la vancomicina y 41 cepas resistentes al linezolid, de las cuales 2 cepas 

fueron E. faecium y 40 E. faecalis. Los resultados se visualizan en la Tabla 8. 

Tabla 8. Enterococcus sp. recuperados en el período del 2017 al 2020 

Antibióticos 
Cepas 
viables 

evaluadas 

Microdilución en caldo Enterococcus resistentes 

R I S E. faecium E. faecalis 

Vancomicina  161 134 (83.2%) 26 (16.1%) 1 (0.6 %) 134 (100 %) 0 (0%) 

Linezolid 42 41 (97.6%) 1 (2.4 %) 0 (-) 2 (4.8%) 40 (95.2%) 

Elaborado por: Katherine Jaramillo 

 

El perfil de susceptibilidad que presenta la población de Enterococcus sp. resistentes a 

vancomicina, se observa en el Gráfico Nro. 2, el 100% de las cepas presentaron resistencia a 

la ampicilina y a la combinación Ampicilina/Sulbactam, ya que todas se identificaron como E. 

faecium y únicamente una cepa (0,6%) presentó resistencia a linezolid, en cuanto a la resistencia 

a estreptomicina de alta carga y gentamicina de alta carga fue el 42,9% y 55,9%, 

respectivamente.   

R I S
Vancomicina 24h 123 27 11
Vancomicina 48h 134 26 1
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Gráfico Nro.  2. Perfil de susceptibilidad en cepas resistentes a vancomicina 

 
LZD: Linezolid 10ug, STH: Estreptomicina 300ug, GEH: Gentamicina 120ug, AMP: Ampicilina 

10ug, SAM: Ampicilina/Sulbactam 10/10ug 
 

Por otro lado, el perfil de susceptibilidad de la población de Enterococcus sp. resistentes a 

linezolid se describe en el Gráfico Nro. 3, el 97.6% presentan susceptibilidad a vancomicina, 

59.5% a estreptomicina de alta carga, 78,6% a gentamicina de alta carga y 97.6% fueron 

susceptibles a la ampicilina y ampicilina/sulbactam, ya que la mayoría de población son E. 

faecalis. 

Gráfico Nro.  3. Perfil de susceptibilidad en cepas resistentes a Linezolid 

 
VA: Vancomicina 30ug, STH: Estreptomicina 300ug, GEH: Gentamicina 120ug, AMP: 

Ampicilina 10ug, SAM: Ampicilina/Sulbactam 10/10ug. 
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4.3. Identificación de genes que confieren resistencia a linezolid y vancomicina.  

 

Se identificó que la mayoría de Enterococcus sp. resistentes a la vancomicina se debe a la 

presencia del gen vanA (44%) y el 22% presentan el gen vanB, además, existe un alto número 

de microorganismos que dieron negativo tanto para vanA y vanB (34%), por lo que la resistencia 

a vancomicina puede tratarse por mutaciones cromosomales Gráfico Nro.4. Además, como se 

evidencia en el Gráfico Nro.5, la presencia de los genes vanA ha ido aumentando desde el 2017 

al 2020, por otro lado, se visualiza que los genes vanB, han disminuído así como la resistencia 

a la vancomicina mediada por mutaciones cromosomales. 

 

Gráfico Nro.  4. Frecuencia de detección de genes que confieren resistencia a la vancomicina 

 
Elaborado por: Katherine Jaramillo 
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Gráfico Nro.  5. Frecuencia de aislamientos resistentes a la Vancomicina del 2017 al 2020 

 

Elaborado por: Katherine Jaramillo 
 

Por otro lado, el 88% de Enterococcus sp. fueron resistentes al linezolid debido a la presencia 

del gen optrA (Gráfico Nro.6), de los cuales solo un aislamiento se identificó como E. faecium. 

Además, como se evidencia en el Gráfico Nro.7, se ha detectado un aumento en la frecuencia 

del gen optrA en 2019 y 2020. 

 

Gráfico Nro. 6. Frecuencia de detección de genes que confieren resistencia a Linezolid 

 
Elaborado por: Katherine Jaramillo 
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Gráfico Nro.  7. Frecuencia de aislamientos con resistencia al Linezolid del 2017 al 2020. 

 

Elaborado por: Katherine Jaramillo 
 

 

Se realizó un dendograma Gráfico Nro. 8, para relacionar la presencia de los genes de 

resistencia con el perfil de susceptibilidad y otro dendograma para visualizar la relación entre 

variables epidemioglócias Gráfico Nro. 9, identificando 6 ramas en la población de 

microorganismos que presentan resistencia a la vancomicina, el primero R1 (n=30) agrupa a 

microorganismos con la presencia del gen vanB, los cuales son resistentes a ampicilina, 

ampicilina/sulbactam y gentamicina de alta carga, además todos susceptibles a linezolid, llama 

la atención la presencia de un aislamiento portador del gen vanB con sensibilidad a la 

vancomicina y 8 intermedios a vancomicina, además la mitad de la población de este gurpo se 

aislan en el año 2017 en pacientes hospitalizados; el segundo grupo R2 (n=6), agrupa a los 

microorganismos susceptibles a aminoglucósidos de alta carga y linezolid, con la presencia del 

gen vanB; en el tercer grupo R3 (n=8) se agrupan los microorganismos resistentes a la 

ampicilina, ampicilina/sulbactam y vancomicina por mutaciones cromosómicas y dos por el gen 

vanA, descritos en el 2018, 2019 y 2020 en pacientes con infecciones del tracto urinario; en el 

cuatro grupo R4 (n=56), se identifican aislamientos vanA positivos, resistentes a ampicilina, 

ampicilina/sulbactam, estreptomicina de alta carga y vancomicina, de los cuales se describen en 
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2017, 2018 y 2019 pacientes hospitalizados y 31 aislamientos en el 2020 de pacientes 

diagnosticados con COVID-19, en su mayoría en unidad de cuidados intensivos de la ciudad de 

Quito; el quinto grupo R5 (n=48), describe todos los aislamientos no susceptibles a la 

vancomicina por mutaciones cromosómicas, además resistencia a ampicilina, 

ampicilina/sulbactam y gentamicina de alta carga, descritos en todos los años en su mayoría 

pacientes hospitalizados; por último, el sexto grupo R6 (n=13) identifica aislamientos con la 

presencia del gen vanA, dejando como opción terapéutica a linezolid, a excepción de un 

aislamiento de la ciudad de Quito en el 2018, el cual es resistente a todos los antimicrobianos 

probados en este estudio, se describen 4 aislamientos de pacientes diagnosticados con COVID-

19, en el 2020 de la ciudad de Quito y Sto. Domingo. 

 

Por otro lado, se realizó el dendograma de linezolid para relacionar el perfil de susceptibilidad 

con los genes de resistencia Gráfico Nro.10 y para visualizar de forma más detallada la relación 

de variables epidemiológicas en los diferentes grupos se analizó el dendograma en la 

herramienta iTOL Gráfico Nro.11, identificando 5 grupos, el primer grupo R1 (n=1), separa un 

aislamiento resistente a todos los antimicrobianos probados en este estudio, positivo para el gen 

vanA y negativo para optrA; el segundo grupo R2 (n=4), agrupa a los resistentes a gentamicina 

de alta carga, aislados de pacientes con infección del tracto urinario y uno con COVID-19; el 

tercer grupo R3 (n=21), describe a todos los que presentan resistencia a linezolid por el gen 

optrA y susceptibilidad a los demás antibióticos, descritos en su mayoría en pacientes 

ambulatorios con infección del tracto urinario; el cuarto grupo R4 (n=12), agrupa a los 

aislamientos  resistentes a estreptomicina de alta carga y linezolid, por la presencia del gen optrA 

a excepción de 2 microorganismos, además se identifica 3 aislamientos de pacientes en el área 

de unidad de cuidados intensivos con COVID-19 en la ciudad de Cuenca; por último, el quinto 

grupo R5 (n=4), describe aislamientos resistentes a aminoglucosidos de alta carga y linezolid 

de Guayaquil y Cuenca en pacientes ambulatorios y uno en UCI. 
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Gráfico Nro. 8. Relación de genes de resistencia con perfil de susceptibilidad de población de vancomicina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Simbología: ■ Sensible; ■ Intermedio; ■ Resistente; vanA y vanB: genes que confieren resistencia a vancomicina; AMP: Ampicilina 10µg SAM: 

Ampicilina/Sulbactam 10/10µg; STH: Estreptomicina 300µg; GEH: Gentamicina 120µg; LZD: Linezolid 10µg; VA: Vancomicina 30µg. 
 

 

 

 



 
 
 

 39 

F C S 
__________________________________________________________________________________ 

Facultad DE Ciencias 
De la Salud 

 
 

d
e 
l
a 
S
a
l
u
d 
F
a
c
u
l
t
a
d 
C
i
e
n
c
i
a
s  

 
 
F

a
c
u
l
t
a
d 
C
i
e
n
c
i
a
s  

 
 

Gráfico Nro.  9 Correlación de variables epidemiológicas fenotípicas y genotípicas en cepas resistentes a vancomicina período 2017-
2020. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Elaborado por: Katherine Jaramillo 
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Gráfico Nro.  10. Relación de genes de resistencia con perfil de susceptibilidad de población de Linezolid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Simbología: ■ Sensible; ■ Intermedio; ■ Resistente; optrA: gen que confieren resistencia a Linezolid; AMP: Ampicilina 10 
µg; SAM: Ampicilina/Sulbactam 10/10µg; STH: Estreptomicina 300µg; GEH: Gentamicina 120µg; VA: Vancomicina 30µg; LZD: Linezolid 

10µg. 
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Gráfico Nro.  11. Correlación de variables epidemiológicas fenotípicas y genotípicas en cepas resistentes a Linezolid período 2017-

2020. 

  
Elaborado por: Katherine Jaramillo 
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4.4.Sistema informático de georreferenciación 

 

Se utilizó el software QGIS, un sistema de información geográfica gratuito, que permite la 

visualización, edición y análisis de datos geoespaciales, identificando que el mayor número de 

microorganismos resistentes a la vancomicina se aislaron en la ciudad de Quito, seguido de 

Cuenca. En el Gráfico Nro. 12, se visualiza la distribución de los microorganismos resistentes 

a la vancomicina en todo el país, identificando que en 7 provincias de la sierra del Ecuador y 2 

de la costa, se han aislado estos microorganismos y solo en las ciudades de Quito, Cuenca, Sto 

Domingo y Guayaquil, se describen aislamientos con la presencia del gen vanA (Gráfico Nro. 

13), por otro lado el gen vanB, se describe en Quito, Ambato, Cuenca y Loja.  (Gráfico Nro. 

14).  

 

Gráfico Nro.  12. Presencia de E. faecium y E. faecalis resistentes a la vancomicina en 
Ecuador, período 2017-2020 
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Gráfico Nro.  13. Presencia de genes vanA en E. faecium y E. faecalis en Ecuador, período 
2017-2020 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico Nro.  14. Presencia de genes vanB en E. faecium y E. faecalis en Ecuador, período 
2017-2020 
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Por otro lado, se identificó que el mayor número de microorganismos resistentes a Linezolid se 

aislaron en la ciudad de Quito, seguido de Guayaquil. En el Gráfico Nro.15, se visualiza la 

distribución de los microorganismos resistentes a Linezolid en todo el país, identificando que 

en 3 provincias de la sierra del Ecuador y 2 de la costa, se ha identificado estos microorganismos. 

Gráfico Nro.16. 

 

Gráfico Nro.  15. E. faecalis y E. faecium resistentes a Linezolid 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 
 

 45 

F C S 
__________________________________________________________________________________ 

Facultad DE Ciencias 
De la Salud 

 
 

d
e 
l
a 
S
a
l
u
d 
F
a
c
u
l
t
a
d 
C
i
e
n
c
i
a
s  

 
 
F

a
c
u
l
t
a
d 
C
i
e
n
c
i
a
s  

 
 

Gráfico Nro.  16. E. faecalis y E. faecium resistente al Linezolid por la presencia del gen 
optrA 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5. Algoritmo para la evaluación y reporte adecuado de linezolid y vancomicina en 

Enterococcus sp. 

 

La OMS clasifica a E. faecium resistente a la vancomicina como un patógeno de alta prioridad en 

su lista de prioridad mundial de bacterias resistentes a los antibióticos, debido a la escasez de 

opciones de tratamiento disponibles y eficaces. Los altos niveles de Enterococcus resistentes a 

los antimicrobianos siguen siendo un desafío importante para el control de infecciones y una 

causa importante de infecciones asociadas a la atención médica, debido a que se diseminan 

fácilmente en los entornos sanitarios. Por ello se diseñó un algoritmo para la evaluación y reporte 

adecuado de linezolid y vancomicina en Enterococcus sp, descrito en el Gráfico Nro.17. 
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Gráfico Nro.  17. Flujograma para el reporte del antibiograma en Enterococcus sp. 
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4.6. DISCUSIÓN 

 

En los últimos años la diseminación de bacterias multirresistentes ha ido aumentando a nivel 

mundial. Enterococcus sp es uno de los patógenos oportunistas con alta prioridad para la 

investigación, siendo así la Organización Mundial de la Salud, ha categorizado a E. faecium 

resistente a la vancomicina como de prioridad Alta (Prioridad 2) (Tacconelli et al., 2017).  Las 

especies que se aíslan con mayor frecuencia en entornos nosocomiales son E. faecium y E. 

faecalis (Zhang et al., 2017). 

 

Por lo que, la finalidad de este estudio fue caracterizar el nivel de resistencia a vancomicina y 

linezolid en las especies descritas. Al analizar las variables epidemiológicas, se identifica que 

las infecciones asociadas a Enterococcus sp. suelen presentarse tanto en adultos y adultos 

mayores, sin tendencia a un solo género, pero con predominio en el género masculino (55.7%), 

resultados que se relacionan con el estudio realizado por Medina y otros, el cual refiere que la 

media de edad de personas que presentan infecciones por Enterococcus sp. es de 53.1 años; en 

cuanto a la variable sexo, registran el 52.6% de aislamientos provenientes del género masculino 

y 47.4% del género femenino (Medina-Polo et al., 2015).  

 

Además, se identifica que la población de Enterococcus resistente es mayor en pacientes 

hospitalizados (60.6%), que ambulatorios (8.4%), así como lo describe la CDC en el reporte del 

2019 (Centers for Disease Control and Prevention, 2019), por lo que esta resistencia se puede 

atribuir a los tratamientos antimicrobianos prolongados o empíricos durante una estancia 

hospitalaria.  

 

Para la identificación de la concentración mínima inhibitoria, el método gold estándar es la 

microdilución en caldo para vancomicina. Para la lectura, se requiere realizar la incubación 

completa de 24 horas (CLSI, 2018); sin embargo, en el estudio de Klare, et al. realizan la lectura 

a las 48 h, identificando el 100% de sensibilidad para la detección de microorganismos 

resistentes a la vancomicina. En nuestro estudio se realiza la comparación de la lectura a las 24 

h y 48 h, identificando un número mayor de microorganismos resistentes a la vancomicina a las 
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48 h; la identificación correcta de la CMI, sobre todo en VRE tipo vanB suele ser un desafío ya 

que la presencia de este genotipo no suele otorgar CMI elevadas a vancomicina (Klare et al., 

2019). 

 

Los Enterococcus tienen resistencia intrínseca a varias clases de antimicrobianos, por lo tanto 

cualquier resistencia adquirida limita las opciones terapeuticas, en este estudio se identifica un 

mayor porcentaje de resistencia en el perfil de E. faecium, así como lo reporta el estudio de 

Zhang 2017, por lo que pacientes con infecciones por E. faecalis, presentan más probabilidades 

de obtener un tratamiento eficaz mediante el uso empírico de antibióticos (Zhang et al., 2017).  

 

En este estudio, se reporta resistencia a la vancomicina únicamente en los aislamientos de E. 

faecium; sin embargo, el reporte a nivel nacional en Ecuador, identifica un porcentaje bajo de 

resistencia a la vancomicina (1.8%) en E. faecalis, (Instituto Nacional de Investigacion en Salud 

Publica CRN-RAM, 2019), además, en países europeos ya se ha reportado resistencia a la 

vancomicina también en E. faecalis, aunque estos niveles permanecen muy bajos (ECDC, 

2019). Por otro lado, se describe el 100% de resistencia a ampicilina y ampicilina/sulbactam al 

tratarse de E. faecium, siendo el principal determinante de la susceptibilidad reducida a los 

antibióticos β-lactámicos la enzima de clase B de baja afinidad PBP5 (Galloway-Peña et al., 

2011; Miller et al., 2020); dejando como opción terapéutica a linezolid en esta población. 

 

A nivel genotípico, el gen que confiere resistencia a la vancomicina con mayor frecuencia es 

vanA, el cual está presente en la mayoría de aislamientos VRE de origen humano en todo el 

mundo y en su mayoría es portado por E. faecium, los cuales presentan altas tasas de resistencia 

ampicilina, gentamicina y estreptomicina de alta carga, (O’Driscoll & Crank, 2015), es este 

estudio se identifica que los microorganismos portadores del gen vanA presentan un perfil de 

resistencia a ampicilina y gentamicina de alta carga. Además, la resistencia a vancomicina ha 

ido aumentando al pasar los años, como lo reporta en Centro Europeo de Control y prevención 

de Enfermedades, así como un estudio de Ayobami (Ayobami et al., 2020a; European Centre 

for Disease Prevention and Control, 2020). En el presente estudio se ha identificado un 44% 

vanA, el cual ha ido incrementando considerablemente su frecuencia del 2017 al 2020, por el 
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contrario microorganismos con resistencia a la vancomicina debido a mutaciones cromosomales 

ha ido disminuyendo. 

 

Al determinar la CMI de linezolid por microdilución en caldo, se suele observar un efecto de 

arrastre en el crecimiento (training), lo que dificulta la lectura del punto final; En estos casos, se 

debe ignorar el crecimiento de botones muy pequeños, por lo que hay que identificar con 

cuidado el pocillo que el antibiótico ha sido capaz de inhibir todo el crecimiento bacteriano 

(CLSI, 2018). De acuerdo a los porcentajes del perfil de susceptibilidad en Enterococcus 

resistentes a linezolid, se describe un 97,6% de sensibilidad a AMP y SAM, al tratarse en su 

mayor población de E. faecalis, en esta especie no es muy común la resistencia a penicilina o 

ampicilina debido a la producción de β-lactamasas. Además, este mecanismo no suele detectarse 

de forma fiable con los métodos habituales de disco o dilución, pero se detecta mediante una 

prueba directa de β-lactamasa basada en nitrocefina; sin embargo, este mecanismo no es muy 

común, por lo que no es necesario realizar esta prueba de rutina (CLSI, 2022). Además, en 

Ecuador el reporte a nivel nacional de resistencia a linezolid en Enterococcus es aún baja 

(Instituto Nacional de Investigación en Salud Pública, 2019). 

 

En cuanto a la presencia de genes que confieren resistencia a linezolid, Egan et al. en su estudio 

publicado el 2020, identifica que la mayoría de Enterococcus que presentan el gen optrA 

pertenecen a la especie E. faecalis (Egan et al., 2020); así como en nuestro estudio, en el cual se 

detectó que el 88% presenta el gen optrA, observándose un aumento considerable de su 

frecuencia de detección desde el año 2017 hasta el 2020; por otro lado, los genes cfr, poxtA, no 

fueron identificados en los aislamientos estudiados, a diferencia de estudios realizados en países 

europeos (Egan et al., 2020). Además, un estudio que realiza el análisis de Enterococcus aislados 

en America Latina, reporta la presencia del gen optrA en un aislamiento susceptible a linezolid 

en un genoma de Colombia, también identificaron cfrB, en un aislado Mexicano (Rios et al., 

2020).  

 

Los Enterococcus tienen resistencia intrínseca a varias clases de antimicrobianos y cualquier 

resistencia adquirida adicional limita las opciones terapéuticas; en este estudio se identifica un 

mayor porcentaje de resistencia en los perfiles de E. faecium, así como lo reportan otros estudios, 
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por lo que pacientes con infecciones por E. faecalis, presentan más probabilidades de obtener 

un tratamiento eficaz mediante el uso empírico de antibióticos (O’Driscoll & Crank, 2015; 

Zhang et al., 2017). 

 

El tratamiento combinado con ampicilina, penicilina o vancomicina (solo para cepas 

susceptibles), más un aminoglucósido está indicado para las infecciones enterocócicas graves, 

como la endocarditis; a menos que se evidencie un alto nivel de resistencia, tanto a la 

gentamicina como a la estreptomicina. Se predice que tales combinaciones darán como resultado 

la destrucción sinérgica de Enterococcus para las cepas con un bajo nivel de resistencia a la 

penicilina o a la ampicilina cuando se considera la terapia combinada con un β-lactámico (CLSI, 

2022) 
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CAPITULO V 
 

5.1.CONCLUSIONES 

 

• Se implementó la técnica de microdilución en caldo de vancomicina y linezolid, siendo el 

método “gold standar” para identificar la concentración mínima inhibitoria, obteniendo que la 

resistencia a vancomicina se detecta principalmente en aislados de E. faecium, en pacientes 

hospitalizados y un elevado porcentaje de resistencia a linezolid en E. faecalis, en pacientes 

ambulatorios aislados en unidades de salud del país. 

 

• Se estandarizó la técnica de reacción en cadena de la polimerasa permitiendo identificar que 

el 88% de la resistencia a linezolid se debe a la presencia del gen optrA, por otro lado, la 

resistencia a vancomicina se debe a la presencia del gen vanA en un 44% y al gen vanB en un 

22%. 

 

• Se implementó un sistema informático de georeferenciación para E. faecalis y E. faecium 

resistentes a vancomicina y linezolid, logrando evidenciar que la presencia de estos 

microorganismos se encuentra distribuidos en diversas provincias de la sierra y costa del 

Ecuador.  

 

• Se elaboró el algoritmo para la evaluación y reporte de vancomicina y linezolid en 

Enterococcus sp., lo que permitirá guiar al personal de microbiología para un reporte 

adecuado, según el aislamiento y tipo de muestra receptado. 
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5.2. RECOMENDACIONES  

• Los hallazgos de este estudio tienen implicaciones para la atención al paciente y justifican 

la necesidad de analizar los datos disponibles con mayor eficacia a nivel de país, además 

de identificar las unidades de salud o localidades con alta frecuencia de Enterococcus spp. 

resistentes a vancomicina y linezolid, con el fin de instaurar políticas nacionales, para 

regular el uso de estos antimicrobianos.  

• Continuar con el desarrollo investigaciones para el diagnóstico, administración y vigilancia 

de antimicrobianos de último recurso, para el control de las infecciones nosocomiales por 

Enterococcus sp.  

• Implementar el algoritmo elaborado en esta investigación, en los laboratorios de 

microbiología. 

• Proponer nuevas investigaciones donde se aborden estrategias educativas, para capacitar a 

la población sobre normas de bioseguridad. 

• Se recomienda ampliar el alcance de este estudio a nivel comunitario, con el fin de vigilar 

la distribución de los genes de resistencia a vancomicina y linezolid, en la comunidad así́ 

como en muestras de animales de corral descritos en la bibliografía, para englobar estudio 

dentro de la iniciativa “Una Sola Salud” (One Health).  

• Por último, ampliar el alcance de este estudio a nivel genómico para identificar las 

secuencias tipo circulantes en el país y los plásmidos que están transmitiendo la resistencia 

a la vancomicina y linezolid.  
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5.4. ANEXOS  
 
Anexo Nro. 1. Operacionalización de variables  
 

 OBJETIVO GENERAL: Caracterizar la resistencia a Linezolid y Vancomicina mediada por plásmidos en E. faecalis y E. faecium aislados en 
el INSPI-Quito, período 2017-2020. 

D
EP

EN
D

IE
N

TE
 

VARIABLE DEFINICIÓN TIPO DE 
VARIABLE DIMENSIÓN ESCALA INDICADOR INSTRUMENTO 

Cepas de 
Enterococcus 
resistentes a la 
vancomicina 

Cepas que presenten 
un valor de CMI a 
vancomicina ³32 

Cualitativa 
Nominal 

Interpretación 
del 

antibiograma 

Sensible: £ 4 
Intermedio: 8-16 
Resistente: ³32 

 

% de 
Enterococcus 
resistentes a 

vancomicina / 
Total de 

Enterococcus 

Antibiograma 

Cepas de 
Enterococcus 
resistentes a 

Linezolid 

Cepas que presenten 
un valor de CMI a 

Linezolid ³8 

Cualitativa 
Nominal 

Interpretación 
del 

antibiograma 

Sensible: £ 2 
Intermedio: 4 
Resistente: ³8 

 

% de 
Enterococcus 
resistentes al 
Linezolid / 

Total de 
Enterococcus 

Antibiograma 

 VARIABLE DEFINICIÓN TIPO DE 
VARIABLE DIMENSIÓN ESCALA INDICADOR INSTRUMENTO 

IN
D

EP
EN

D
IE

N
TE

 

Provincia de la 
Unidad de Salud 

Localización de la 
Unidad de salud que 
derivó el aislamiento 

y derivó al INSPI 

Cualitativa 
Nominal Localidad 

Pichincha, Cotopaxi, 
Tungurahua, Azuay, 

Guayas, Sto. 
Domingo, 

Chimborazo 

Nro.de cepas 
aisladas en cada 
provincia / Total 

de cepas 

Sofware 
Whonet 

Sexo 

Características 
sexuales que se 

atribuye a los seres 
humanos que 

distinguen entre 
hombre y mujer 

Cualitativo 
Nominal 

Diferenciació
n entre 

masculino o 
femenino 

m: masculino 
f: femenino 

 

Frecuencia 
Relativa % 

Sofware 
Whonet 

Edad 
Periodo en el que 

transcurre la vida de 
un ser vivo 

Cuantitativa años 

Lactantes (0-1 
años) 

Infancia (6-11 
años) 

Niños y 
Adolescentes 2-18 

años) 

Adultos (19-59 
años) 

Adulto Mayor (60 
años o mas) 

envejecimiento y 
vejez (Ayobami et 

al., 2020b) 

Rango Sofware 
Whonet 
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 OBJETIVO GENERAL: Caracterizar la resistencia a Linezolid y Vancomicina mediada por plásmidos en E. faecalis y E. faecium aislados en 
el INSPI-Quito, período 2017-2020. 

D
EP

EN
D

IE
N

TE
 

VARIABLE DEFINICIÓN TIPO DE 
VARIABLE DIMENSIÓN ESCALA INDICADOR INSTRUMENTO 

Cepas de 
Enterococcus 
resistentes a la 
vancomicina 

Cepas que presenten 
un valor de CMI a 
vancomicina ³32 

Cualitativa 
Nominal 

Interpretación 
del 

antibiograma 

Sensible: £ 4 
Intermedio: 8-16 
Resistente: ³32 

 

% de 
Enterococcus 
resistentes a 

vancomicina / 
Total de 

Enterococcus 

Antibiograma 

Cepas de 
Enterococcus 
resistentes a 

Linezolid 

Cepas que presenten 
un valor de CMI a 

Linezolid ³8 

Cualitativa 
Nominal 

Interpretación 
del 

antibiograma 

Sensible: £ 2 
Intermedio: 4 
Resistente: ³8 

 

% de 
Enterococcus 
resistentes al 
Linezolid / 

Total de 
Enterococcus 

Antibiograma 

Tipo de servicio 
hospitalario 

Unidad del hospital en 
la que el paciente es 

atendido 
Cualitativa Servicio 

Hospitalario 

Unidad de 
Ciudados 

Intensivos = 1 

Emergencia= 2 

Consulta externa= 
3 

Hospitalizado= 4 

 

Frecuencia de 
pacientes por 

servicio 
hospitalario 

Software 
Whonet 

Concentración 
Mínima 

Inhibitoria (CMI) 
de vancomicina  

La concentración más 
baja (en μg/ml) de un 

vancomicina que 
inhibe el crecimiento 

bacterino 

 

Cuantitativa 
Discreta ug/mL £1, 2, 4, 8, 16, 32, 

³64 

Frecuencia de 
aislamientos 
resistentes 

Antibiograma 

Concentración 
Mínima 

Inhibitoria (CMI) 
de Linezolid 

La concentración más 
baja (en μg/ml) de 

Linezolid que inhibe 
el crecimiento 

bacterino 

 

Cuantitativa 
Discreta ug/mL 

£0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 
³32 

 

Frecuencia de 
aislamientos 
resistentes 

Antibiograma 

Genes que 
confieren 

resistencia a la 
vancomicina 

 

Fragmento de ADN 
que codifica para 

proteínas que alteran 
la pared celular, para 
coferir resistencia a 

vancomicina 

Cualitativa 
Nominal 

Presencia o 
Ausencia 

vanA: Positivo, 
Negativo 

vanB: Positivo, 
Negativo 

 

Frecuencia de 
genes que 
confieren 

resistencia a 
vancomicina 

Termociclador  

Genes que 
confieren 

resistencia al 
Linezolid 

 

Fragmento de ADN 
que modifica la diana 

ribosómica 
del linezolid, para 

conferir resistencia al 
mismo 

 

Cualitativa 
Nominal 

Presencia o 
Ausencia 

cfr: Positivo, 
Negativo 

optrA: Positivo, 
Negativo 

poxtA: Positivo, 
Negativo 

 

Frecuencia de 
genes que 
confieren 

resistencia a 
Linezolid  

Termociclador 
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Anexo Nro. 2. Autorización de la Universidad Técnica de Ambato 
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Anexo Nro. 3. Autorización por el Instituto Nacional de Investigación 

en Salud Pública (INSPI) 
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Anexo Nro.4 Acuerdo de entendimiento con el INSPI
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 Anexo Nro.5 Preparación de solución madre de Vancomicina 
 

DATOS ANTIBIÓTICO 

Catalgo: PHR17324X250MG Casa Comercial: Sigma-Aldrich 

Lote: LRAC0718 Almacenamiento: 2-8ºC 

Peso molecular: 1449,25 g/mol 
 

Pureza HPLC: 93.2% 

Fracción activa (libre de ácidos y 

sales): 100% 

Contenido de agua mediante la 
valoración de Karl Fischer: 2.95% 

Solvente: Agua (CLSI-M100., 2021.Tabla 6A. Solventes y diluyentes para 

preparar la solución stock) 

 

Potencia = pureza*fracción activa*(1-%H2O) 

Potencia = 902*1.00*(1-0.295) 

Potencia=635,91ug/mg 

Volumen final: 5 mL 

Concentración: 1280 ug/mL  

!"#$	&'()$*+)+(' =
-./0123	(	1/) × 7.38239:;8<ó3	 >!"#$?

@.9238<;	AB/1B  

!"#$	&')$*+)+(' =
5	1/	 × 1280 !"#$
635.91	 !"#"

 

!"#$	&'()$*+)+(' = 10.06	1B 

 

10.06 mg en Polvo + 5000 ul de Agua Destilada 

Realizar alicuotas de 500 ul y Almacenar a -70° C. 
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Anexo Nro.6 Preparación solución de trabajo (ST)  

 

Solución de trabajo para 1 placa: Se recomienda realizar los cálculos para 16 muestras 

Concentración de Solución madre: 1280 ug/mL 

Concentración Final: 64 ug/mL 

Volumen final de ST: 1600uL 

-%7% = -&7& 

 

-% =
16000M	 × 	640B/1M

12800B/1M  

 

A partir de una alícuota de la SM pipetear 80 ul de SM + 1520  ul de MHB 

 

DILUCIONES 

Solución de Trabajo 1 (ST1): 64 ug/mL 

 

Tabla Nª 1: Guía para preparación de diluciones 

Concentración 
solución (ug/ml) 

Concentración 
pocillo (ug/ml) Volumen ST (ul) Volumen Solvente (ul) 

64 32 800 - 
32 16 400 400 
16 8 200 600 
8 4 100 700 
4 2 50 750 
2 1 25 775 
1 0,5 12.5 787.5 
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Anexo Nro.7 Plantilla para recolección de datos 

Nº Placa 
______ 

 MUESTRAS 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12  

D
IL

U
CI

O
N

ES
 

32              
16              
8              
4              
2              
1              

0.5              
CC              
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Anexo Nro. 8 Preparación de solución madre de Linezolid 
 

DATOS ANTIBIÓTICO 

Catalgo: PZ0014-25MG Casa Comercial: Sigma-Aldrich 

Lote: 015M4715V Almacenamiento: Temperatura ambiente 

Peso molecular: 337.35 g/mol  Pureza HPLC: 99.2 % 

Fracción activa: 100% Contenido de agua: 0.0 mol 

Solubilidad DMSO: 52.0 mg/ml  

Solvente: Agua  (CLSI-M100., 2021.Tabla 6A. Solventes y diluyentes para 

preparar la solución stock)  
DMSO: >20 mg/mL 

 

Potencia = pureza*fracción activa*(1-%H2O) 

Potencia = 992*1.00*(1-0.0) 

Potencia= 992ug/mg 

 

Volumen final: 5 mL 

Concentración: 1280 ug/mL 

 

!"#$	O"	P+("Q$R+O =
-./0123	(	1/) × 7.38239:;8<ó3	 >!"#$?

@.9238<;	AB/1B  

 

!"#$	P+("Q$R+O =
5	1/	 × 1280 !"#$

992	 !"#"
 

 

!"#$	P+("Q$R+O = 6.45	1B 

 

6.45 mg en Polvo + 5000 ul de Agua Destilada 

Realizar alicuotas de 100 ul y Almacenar a -70° C. 
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Anexo Nro. 9 Preparación solución de trabajo (ST)  

 

Solución de trabajo para 1 placa: Se recomienda realizar los cálculos para 16 muestras 

Concentración de Solución madre: 1280 ug/mL 

Concentración Final: 64 ug/mL 

Volumen final de ST: 1600uL 

-%7% = -&7& 

 

-% =
16000M	 × 	640B/1M

12800B/1M  

 

A partir de una alícuota de la SM pipetear 80 ul de SM + 1520  ul de MHB 

 

DILUCIONES 

Solución de Trabajo 1 (ST1): 64 ug/mL 

 

Tabla Nª 1: Guía para preparación de diluciones 

Concentración solución 
(ug/ml) 

Concentración pocillo 
(ug/ml) 

Volumen ST 
(ul) 

Volumen 
Solvente (ul) 

64 32 800 - 
32 16 400 400 
16 8 200 600 
8 4 100 700 
4 2 50 750 
2 1 25 775 
1 0,5 12.5 787.5 
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Anexo Nro. 10 Plantilla para recolección de datos 

Nº Placa: 
______ 

 MUESTRAS 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12  

D
IL

U
CI

O
N

ES
 

32              

16              

8              

4              

2              

1              

0.5              

CC              
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Anexo Nro.11. Flujograma para realizar microdilución en caldo de vancomicina y linezolid 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 


