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tabla 3.

 Tabla 3. Resultados de la comparación 

entre prueba tridimensional (THT) y PCR múltiple

 Figura 4. Resultados de la prueba de 

biología molecular (PCR múltiple) y la prueba

Tridimensional (THT)

� DISCUSIÓN

� El mecanismo de acción de los carbape-

némicos es similar al de otros betalactámicos, con 

algunas particularidades que les permiten un 

espectro más amplio y mayor estabilidad a la 

actividad hidrolítica en bacterias Gram negativas. 

En enterobacterias la resistencia se debe con más 

frecuencia a la producción de carbapenemasas y 

en menor proporción a la modificación en la 

afinidad de la PBPs, disminución de la permea-

bilidad de la membrana externa y/o la presencia de 
18 bombas de expulsión. En Pseudomonas aerugi-

nosa son más frecuentes los mecanismos intrín-

secos por disminución de la permeabilidad, 

presencia de bombas de expulsión y sobreexpre-

sión de enzimas modificadoras. La resistencia 

adquirida ocurre por carbapenemasas y/o beta-

lactamasas de espectro extendido.(19)

�
En Acinetobacter baumannii presenta con 

mayor frecuenta betalactamasas de la Clase D 

(oxacilinasas), seguido de bombas de expulsión y 

modifica- ción de porinas (20) este mecanismo en 

527 de 1274 (41,4%), seguido de KPC en 276 (21,7%) y 

en tercer lugar la combinación de VIM+KPC en 81 

(6,4%) y en un estudio de Ocampo y col encon-

traron bla en 14 aislamientos de Pseudo-monas VIM 

aeruginosa de los cuales 9 fueron positivas por 

THT, con 5 resultados falsos negativos.

� En este estudio, la prueba THT presentó 

concordancia del 0,91 (IC95% 0,78 a 1,00) frente a 

PCR múltiple en BGNNF al detectar 13 de 14 cepas 

productoras de CPM y un resultado falso negativo. 

En contraste en el estudio de Ocampo-Rios, 

realizado en aislamientos de Pseudomonas aeru-

ginosa: de 20 productoras de CPM confirma-das 

por PCR múltiple, la prueba THT fue positiva en 15, 

con resultados de concordancia moderada. En 

otro estudio realizado en aislamientos clínicos 

provenientes de 14 hospitales de Colombia, Correa 

A y colaboradores, de un total de 151 aislamientos 

de Pseudomonas aeruginosa detectaron genes de 

resistencia bla o bla enLos métodos fenotípicos KPC VIM 

para detección de resistencia son los más 

utilizados de rutina en los laboratorios, entre ellos 

el test de Hodge modificado (THM), debido a su 

bajo costo y fácil montaje, además posee buena 

concordancia en entero- bacterias, aunque 

presenta falsos positivos en aislamientos con 

enzimas tipo BLEES y AmpC; sin embargo no ha 
17 sido re- comendado para BGNNF. En los últimos 

años la atención se ha centrado en las pruebas de 

hidrólisis de carbapenémicos tales como Carba NP 

y su versión comercial más reciente: Rapidec Carba 
TM NP (bioMérieux Clinical Diagnostics - Marcy 

L´Etoile France), cuyos resultados dependientes 

del cambio de color de la reacción, pueden generar 

dificultades en la interpretación, además se han 

reportado limitaciones para detección de enzimas 

tipo OXA y GES (21)

� El mayor potencial para pruebas como 

THT puede estar en la detección de carbapene-

masas en BGNNF. Este tipo de bacterias repre-

sentan una creciente amenaza en la región, en 

especial Acinetobacter baumannii y Pseudo-monas 

aeruginosa. En el primero el INS reportó una alta 

proporción de aislamientos no sensibles a carba-
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penémicos, de los cuales en 185 de 189 (98,4%) se 

detectaron genes de resistencia, iden- tificados en 

su mayoría: 155 (82,8%) como productores de 

enzimas del grupo D de Ambler, y en alta 

proporción (75,5%) 28, de los cuales 26 fueron 

positivos con la prueba THT, con resultados de 

Sensibilidad del 100% (IC95% 84-100), y Especi-

ficidad del 98,4 (IC95%: 93,8 a 99,7).(9,10,22) 

� Aunque en la literatura se han evaluado 

diferentes métodos fenotípicos en comparación 

con la detección de genes de resistencia y técnicas 

de secuenciación (métodos molecula- res) para 

BGN, tanto enterobacterias como BGNNF, con el 

propósito de formular recomendaciones; los 

resultados sugieren que no existe un método 

fenotípico con potencial para detectar todos los 

tipos de CPM documentadas hasta el momen-

to.(24,25)

� En el caso particular de las enterobacte-

rias el reto más importante es el riesgo de presen-

cia de carbapenemasas en cepas con MICs en los 

rangos de sensibilidad con los puntos de corte 

actuales; en este estudio en 6 de 42 (9,5%) los MICs 

para meropenem en Klebsiella pneumoniae fueron 

menores o iguales a 2, este tipo de germen podría 

pasar inadverti- do en los programas de vigilancia y 

ser la fuente de diseminación, incluso si se contara 

con pruebas moleculares en formato de PCR 

múltiple, cuya limitación es la incapacidad de 
 

detectar bacterias con nuevas mutaciones(26)

� Este hallazgo también se ha observado en 

Escherichia coli productoramediadas por genes 
 

tipo bla (22) En este estudio elde KPC y OXA-48, 

según lo reportado por investigadores delOXA-

23+OXA-51100% de los aislamientos de Acineto-

bacter baumanii presentó resistencia a carbape-

némicos, mediada por carbapenamasas tipo blaOXA-

Desde el 2000 se ha reportado la producción 23+OXA-51. 

de oxacilinasas (enzimas del grupo D de Ambler) 

como principal responsable de la resistencia a los 

carbapenémicos en Acinetobacter baumanii, 
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desafortunadamente una limitación de diferentes 

métodos fenotípicos es su baja sensibilidad para la 
 detección de enzimas de este tipo(23) lo cual 

aumenta el riesgo de diseminación y presentación 

de brotes. En el presente estudio en método THT 

detectó todos los ais- lamientos de Acinetobacter 
genes tipo blabaumanii que eran portadores de OXA-

23+OXA-51.

� La presencia de carbapenemasas en 

Colombia, en Pseudomonas aeruginosa, según los 

resultados de diferentes estudios se debe en 

primer lugar a genes tipo bla . El INS reportó VIM

Laboratorio de Salud Pública de Ontario (Canadá), 

entre 14 a 20% de enterobacterias productoras de 

carbapenemasas se observan resultados con MIC 

clínico en el rango sensible (27).El panorama de la 

detección de resistencia en los bacilos Gram 

negativos no fermentadores presenta dificultades 

aún no resueltas, en primer lugar porque la 

mayoría de métodos fenotípicos disponibles no 

han sido recomendados en forma explícita en las 

guías CLSI para detección de carbapenemasas, en 

segundo lugar porque incluso métodos comer-

ciales más recientes, tales como Rapidec-Carba 

pueden presentar falsos negativos en aislamientos 

de Acinetobacter baumannii con enzimas tipo 
28 OXA-48, OXA-23 y OXA-24, o el método Carba NP, 

en el que también se reportan falsos negativos en 

carbapenemasas tipo VIM y KPC en cepas con 

fenotipo hipermucoide de Pseudomonas aeru-
29 ginosa. En este último germen se ha docu- 

mentado también la amplia diversidad de mecanis-

mos de resistencia diferentes a la producción de 

carbapenemasas como causa de resultados 

discrepantes frente a pruebas mole-culares.

� Lo antes expuesto, sugiere falta de acuer-

do en los métodos de rutina a implementar en los 

laboratorios, especialmente en países como 

Colombia, en los que se dispone de pruebas 

moleculares para confirmación de carbapene-

masas solo en laboratorios especializados, debido 

a su mayor costo y a las dificultades del sistema de 

salud vigente. En este contexto las pruebas feno-

típicas con buen desempeño frente a los métodos 

moleculares, y con características como el costo 

menor e implementación simple, pueden ser una 

opción para la contención de la disemina-ción de 

resistencia.

� En conclusión, dado que la prueba THT 

presentó buen desempeño para detección de 

CPM, tanto en enterobacterias como en BGNNF, 

en comparación con la prueba PCR múltiple; 

puede ser una alternativa en laboratorios de 

microbiología no especializados, dado su bajo 

costo y fácil implementación por la similitud 

técnica con el test de Hodge modificado utilizado 

de rutina por la mayoría de laboratorios, con la 

diferencia de la inoculación del extracto bacte-

riano en vez de la siembra directa de las colonias. 

En el presente estudio se preparó el extracto con el 

mismo buffer de extracción recomendado por 

CLSI para la prueba Carba NP, pero se pueden 

utilizar otros métodos, de tipo mecánico y/o físicos 

seguidos de centrifugación, utilizados en otras 

pruebas de rutina en microbiología. Los medios de 

cultivo, los materiales e instrumentos necesarios 

para esta prueba hacen parte de los elementos 

mínimos requeridos para implementación de 

Laboratorios de Microbiología en Colombia y 

como todo procedimiento de laboratorio, se 

requiere entrenamiento y estandarización de la 

técnica.
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