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1. Aumento de la resistencia antimicrobiana

2. Aumento de la coproducción de carbapenemasas y nuestros 
métodos convencionales a veces limitados

3. Cuando a veces lo fenotípico se nos convierte en otro gran desafío

Vamos a realizar un recorrido por los diferentes 
desafíos actuales que enfrentamos: 



1. Aumento de la resistencia 
antimicrobiana





1. Aumento de la resistencia antimicrobiana

Environmental PollutionEnvironmental Pollution Volume 285, 15 September 2021, 117402







1. Aumento de la resistencia antimicrobiana



78% de muertes x RAM

GBD 2019 Antimicrobial Resistance Collaborators. Lancet. 2022; 399: 629–55



6 Principales patogenos

GBD 2019 Antimicrobial Resistance Collaborators. Lancet. 2022; 399: 629–55



Nature Medicine 29, 1583-1586 (2023)



MRSA

Colombia: 30 -

40%

Antimicrobial Resistance Collaborators. Lancet 2022; 399 (10325): 629-655



K. pneumoniae BLEE

Colombia: 40 -

50%

Al menos un 40% de los aislamientos de Klebsiella pneumoniae en Colombia son BLEE

Antimicrobial Resistance Collaborators. Lancet 2022; 399 (10325): 629-655



A. baumanni

Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos - 2019

Colombia: 60 -

70%

Antimicrobial Resistance Collaborators. Lancet 2022; 399 (10325): 629-655



K. pneumoniae R a Carbapenem

Colombia: 20% - 30 

%

Antimicrobial Resistance Collaborators. Lancet 2022; 399 (10325): 629-655



Cui X, Zhang H and Du H. Carbapenemases in Enterobacteriaceae: Detection and Antimicrobial Therapy. Front. Microbiol. (2019)





Mecanismo Número Proporción

KPC 2,3 294 69%

NDM 1,9 63 15%

VIM 2,4,24 20 5%

Coproducciones 12 3%

Otros 36 8%



COVID-19 y RAM



September 2022 Volume 66 Issue 9

CAZ-AVI



September 2022 Volume 66 Issue 9

CAZ-AVI



Aprobada en los Estados Unidos y Europa, pero no 
en China.

Entre los 1158 aislados de CRE, 30 aislados fueron
resistentes a cefiderocol, incluidos 26 aislados de E.
coli, 2 de K. pneumoniae y 2 aislados del complejo E.
cloacae.

Cefiderocol



-La resistencia de ST167 E. coli a cefiderocol es una combinación del codón de terminación prematuro de cirA , la 
mutación pbp3 y la existencia de bla NDM-5 .

Cefiderocol



AZT-AVI 



Carbapenemasas menores

January 2021 | Volume 7



French imipenemases (FRIs)

Enterobacter resistente a carbapenémicos pero

sensible a cefotaxima y ceftazidima.

Secuenciación: FRI-11

El número creciente de informes sobre variantes de 
FRI sugiere que las carbapenemasas de FRI pueden 

ser extendiéndose por todo el mundo.

Secuenciación: FRI-2



Nuevas variantes



2. Aumento de la coproducción de carbapenemasas y 
nuestros métodos convencionales a veces limitados



Argentina, la coproducción mas prevalente KPC y NDM (16%)

Uruguay incremento de coproducción KPC y NDM

Ecuador, primer aislamiento KPC y NDM (K. pneumoniae), y KPC
y OXA-48 (Escherichia coli)

Guatemala: detección del primer Enterobacter cloacae con KPC y
NDM

Paraguay, primeros aislamientos de K. pneumoniae con
coproducción KPC y NDM



Klebsiella aerogenes

Y nos empezamos a encontrar con esto…



1a 1b 1c

1)

2)

2a 2b 2c

KPC

VIM



3)

3a 3b

4)

4a 4b

4c 4d 4e

KPC y NDM



3)

3a 3b

4)

4a 4b

4c 4d 4e

KPC y NDM



2.  Aumento de aislamientos con coproducción

Porcentaje positividad
Colonización 2023



2.  Aumento de aislamientos con coproducción

Coproducción 

Si 63,50%

No 36,50%

En nuestro medio, aumento de portadores de CRE con coproducción KPC-NDM 2023



GenBank: se recuperaron 832 secuencias del genoma de 
cepas CRKP que tenían dos carbapenemasas.

Las cepas que portaban tanto bla NDM y Oxa-48 : 665 (79,9 
%) del total. bla KPC y bla NDM fueron 103 (12,4 %).

La prevalencia aumentó con el tiempo: del 0,40 % en 2010 
al 9,67 % en 2021. 

Los productores de múltiples carbapenemasas representan 
una gran amenaza para la salud pública. 

2.  Aumento de aislamientos 
con coproducción

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/beta-lactamase


Las cepas tanto bla KPC como bla NDM prevalencia 
más alta (66,7 %, 52/78) en China



Mientras que tanto bla NDM como bla OXA-48 tuvo 
la mayor prevalencia a nivel mundial.



Estudio realizado en China. 

positivos para blaKPC-2, blaNDM-1

pertenecían al serotipo ST11 ST11 y capsular KL64
clon de alto riesgo

Infection and Drug Resistance, April 2023:16 2247–2258 

Argentina.

Marzo 2020 a septiembre 2021; 82 Enterobacterales con una
combinación de genes bla KPC y MBL.

K. pneumoniae (n = 38; 49,4%) pertenecen al clon CC307. CC11 fue
el segundo clon, incluidos 29 (37,7%) aislados (22, ST11 y 7, ST258).

Las combinaciones de carbapenemasas observadas fueron las
siguientes: 55% bla KPC-2 más bla NDM-5 ; 32,5% bla KPC-2 más bla NDM-

1; 5% de bla KPC-3 más bla NDM-1; 5% bla KPC-2 más bla IMP-8 ; y 2,5% cepa
con blaKPC-2 más bla NDM-5 más bla OXA-163 .



La coproducción de carbapenemasas representa un gran
desafío para las pruebas fenotípicas.

Los clones exitosos de alto riesgo de K. pneumoniae , como
los clones hiperepidémicos CC307 y CC11 impulsaron la
diseminación de estos coproductores durante la pandemia
de COVID-19.

82 aislamientos dieron positivos por Carba NP.

Pruebas de sinergia APB y EDTA; no lograron
clasificar la producción simultánea de
carbapenemasas de clase A (KPC) más clase B (MBL)
en 66/82 (80,5%) de los casos.

36/82 de los aislados fueron clasificados
erróneamente con una sola carbapenemasa

30/82 aislamientos restantes no mostró sinergismo
con ningún inhibidor.



Disco difusión sinergia- enzimático Agar cromogenico Nefelometria Laser

Proteomica y otros (RM)Immunocromatografia

Xpert Carba-R FilmArray -Biofire

HB&L

Maldi-TOF T2 -MR 

Doble disco – Test de sinergia- Carba NP

Molecular 

Chromoagar ESBL– Chromoagar Carba Smart

HybriSpot

Métodos de detección



Muestra hisopado rectal en cromoagar CARBA: 

BGN con LFA negativo.
• Muestra Secrecion orotraqueal: Acinetobacter

nosocomialis. Resistente a carbapenemicos. 

• LFA: negativo

?



3. Cuando a veces lo fenotípico se nos 
convierte en otro gran desafío



Y es cuando empezamos a hablar de 
Discrepancias entre lo Genotípico y Fenotípico

(Lo molecular vs. lo convencional)



Y vemos que cada vez mas salen mas 
publicaciones al respecto…



Prueba Carba NP: Positivo



Las pruebas de difusión en gradiente revelaron una población principal de
bacterias susceptibles a meropenem; sin embargo, se observaron colonias
satélite dentro de la zona de inhibición.

Pruebas adicionales mostraron heterorresistencia al meropenem.

El paciente tuvo buen desenlace con ceftazidima-avibactam.



Cuales son las posibles causas de estas 
discrepancias entre lo molecular y lo fenotípico?

Falsos positivos del gen

Genes silenciosos o no 
expresados

Baja expresión del gen

Subpoblaciones

?

CAPACIDAD DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y DEL PAPEL DEL MICROBIOLOGO PARA 
ANALIZAR Y PODER RESOLVER ESTAS SITUACIONES



Prueba molecular Sindromica

Siembra convencional

Paciente en UCI, con hemocultivos positivos con BGN, a las 12 horas de 
incubación…

CASO 1: 



Al día siguiente, resultado sistema automatizado ID AST

Identificación: E. coli

Antibiótico MIC Interpretación

Ampicilina-sulbactam >=32 R

Piperacilina-tazobactam 8 S

Ceftazidima 0,5 S

Ceftazidima-avibactam 0,25 S

Ceftolozano-tazobactam 0,5 S

Cefepime <0,12 S

Aztreonam 2 S

Ertapenem
<=0,12

S

Meropenem <=0,25 S

Imipenem <=0,25 S

Amikacina 4 S

Identificación y Antibiograma

por sistema automatizado 

?



No coinciden los perfiles

Posible “Discordancia fenotípica Vs. 
Molecular” ?

Mal montaje?

Contaminación?

Falsos positivos?

Otras causas?

Lo molecular no sirve?

E. coli KPC ?

?

Antibiótico MIC Interpretación

Ampicilina-sulbactam >=32 R

Piperacilina-tazobactam 8 S

Ceftazidima 0,5 S

Ceftazidima-avibactam 0,25 S

Ceftolozano-tazobactam 0,5 S

Cefepime <0,12 S

Aztreonam 2 S

Ertapenem
<=0,12

S

Meropenem <=0,25 S

Imipenem <=0,25 S

Amikacina 4 S



Prueba Panel Sepsis HybriSpot

(PCR con Hibridación)

Siembra desde la botella de hemocultivo, directamente en agar cromogénico CARBA

…Continuación CASO 1: 



Hospitalizado.
(Agudo y/o grave)

Adultos

Pediatría 

Pruebas adicionales

Meropenem por disco difusión Antibiótico MIC Interpretación

Ampicilina-sulbactam >=32 R

Piperacilina-tazobactam 8 S

Ceftazidima 0,5 S

Ceftazidima-avibactam 0,25 S

Ceftolozano-tazobactam 0,5 S

Cefepime <0,12 S

Aztreonam 2 S

Ertapenem
<=0,12

S

Meropenem <=0,25 S

Imipenem <=0,25 S

Amikacina 4 S

Inmunocromatografia para 

carbapenemasas
?

…Continuación CASO 1: 



Hospitalizado.
(Agudo y/o grave)

Adultos

Pediatría 

Pruebas adicionales

Ensayo por nefelometría laser  - Equipo HB&L  - kit KPC

6  horas

Con esto quisimos ver la capacidad hidrolítica de la enzima

…Continuación CASO 1: 



Conclusión de este caso: 

Falsos positivos del gen

Genes silenciosos o no 
expresados

Baja expresión del gen

Subpoblaciones

?
Aislamiento de E. coli con enzima KPC

En baja expresión, con baja hidrolisis 

de carbapenemicos

Por lo cual no logro evidenciarse 

en su perfil fenotípico



Paciente de 46 años de edad, con 4 hemocultivos positivos con BGN…

Panel Sepsis HybriSpot

Siembra convencional

Prueba PCR con Hibridación

CASO 2: 



Al día siguiente, resultado sistema automatizado 

Identificación: K. pneumoniae

Antibiótico MIC Interpretación

BLEE POS +

Ampicilina-sulbactam >=32 R

Piperacilina-tazobactam 16 R

Cefazolina >=64 R

Ceftazidima 4 R*

Ceftriaxona 32 R

Cefepime 2 R*

Aztreonam 16 R

Ertapenem <=0,5 S

Meropenem <=0,25 S

Amikacina <=2 S

Ciprofloxacino 1 S

Identificación y Antibiograma

por sistema automatizado ?



?

Cultivo que se observa homogéneo…

CARBA NP: NEGATIVO

Inmunocromatografia CARBA 5: NEGATIVO

K. pneumoniae KPC ?

…Continuación CASO 2: 



Siembra desde la botella de hemocultivo, directamente en agar cromogénico CARBA

Subpoblaciones?

…Continuación CASO 2: 



Inmunocromatografia para carbapenemasas



Conclusión de este caso: 

Falsos positivos del gen

Genes silenciosos o no 
expresados

Baja expresión del gen

Subpoblaciones

?



O podemos tener casos como estos…
CASO 3: 



No era BLEE. 



Paciente pediátrico. Hemocultivos positivos con: Klebsiella pneumoniae.
Klebsiella pneumoniae

ANTIBIOTICO CIM ( µg/mL ) I

Ampicilina ≥16 R

Ampicilina/sulbactam ≤ 8 S

Amoxicilina/clavulánico ≤ 8 S

Piperacilina/tazobactam ≤ 16 S

Cefalotina ≤ 8 S

Cefoxitina ≤ 8 S

Cefuroxime ≤ 8 S

Cefotaxime ≤ 1 S

Ceftazidime ≤ 1 S

Cefepime ≤ 1 S

Aztreonam ≤ 1 S

Ertapenem ≤ 0.5 S

Imipenem ≤ 1 S

Meropenem ≤ 1 S

Fosfomicina ≤ 64 S

Nitrofurantoina 64 I

Ciprofloxacina ≤ 1 S

Levofloxacina ≤ 2 S

Amikacina ≤ 16 S

Tobramicina ≤ 4 S

Tigeciclina ≤ 1 S

Trimethoprim/sulfa ≤ 2/38 S

Colistina ≤ 2 I

Carba NP: negativo

Lateral Flow Carba 5: Negativo

Búsqueda de subpoblaciones : no se observaron

Confirmación por dos plataformas PCR: 

Presencia de Carbapenemasa KPC 

CASO 4: 



Conclusión de este caso: 

Falsos positivos del gen

Genes silenciosos o no 
expresados

Baja expresión del gen

Subpoblaciones

?



Son aquellos genes que las bacterias portan sin mostrar la 
correspondiente resistencia fenotípica a los antibióticos 
(Kime et al., 2019)

El mecanismo mejor caracterizado, es el empleo de 
proteínas silenciadoras.

La proteína silenciadora mejor estudiada es la proteína
estructurante nucleoide termoestable (H-NS) y proteínas
similares a H-NS como Lsr2 y MvaT (Navarre, 2016 )

El conocimiento sobre la prevalencia, importancia y
mecanismo de genes silenciosos es muy limitado.

Los genes silenciosos son una amenaza en la terapia
antimicrobiana.

Genes silenciosos 



CASO 5: 

E. coli

?

También podemos tener casos como estos…



…Continuación CASO 5: 



Y viendo todas estas situaciones y panorama, es donde 
vemos la gran utilidad de las pruebas moleculares…



Diagnóstico convencional vs diagnóstico molecular

Molecular diagnostic assays for the detection of common bacterial meningitis pathogens: A narrative review



Molecular diagnostic assays for the detection of common bacterial meningitis pathogens: A narrative review

Diagnóstico convencional vs diagnóstico molecular



Nuevas plataformas y tecnologías para ID y RAM

DNA microarrays Citrometria de flujo

Resonancia magnetica PCR digital IA – inteligencia artificial

FISH y microscopia



Microarray DNA  Flow Chip

HybriSpot





• Comprobación macro de lo que

hibridó con las sondas

• Visualización de Controles

• Real verificación

Microarray DNA  Flow Chip



Panel MDR

• Hisopado rectal

•Colonias a partir de cultivo

•Hemocultivo positivo



Clinical Infectious Diseases, Feb, 2023.



Acelerar o adelantar 26 horas para inicio de 
terapia activa se tradujo en un 50% de 

reducción del riesgo de muerte

Satlin MJ, et al. Clin Infect Dis. 2022 Dec 19;75(12)



Tiempo

Rápida detección

Costo efectividad

Alto impacto en pacientes 
de UCI

Control de infecciones

Disminuye el consumo de 
antibióticos innecesarios

Con mejores terapias 
antibióticas

Reducción de días de 
estancia

Disminuye infecciones 
secundarias 

+

l
Impacto en: 



En resumen

• La resistencia antimicrobiana sigue en aumento y cada vez mas se presentan mayores desafíos.

• Cada día nos enfrentamos a nuevos casos, nuevos perfiles, pues la resistencia es tan cambiante.

• La implementación y uso de pruebas moleculares rápidas permiten la detección rápida de
microorganismos y confirmar mecanismos de resistencia antimicrobiana, generando un gran
impacto al paciente.

• Importancia del papel del microbiólogo como protagonista en el diagnostico correcto, en la
aplicación correcta de metodologías o pruebas, actuando también como guía para el clínico para
resolución de casos dudosos, aportando de esta forma a la toma de decisiones clínicas para el
tratamiento adecuado, control de antimicrobianos y finalmente la sobrevida del paciente.



Diego Josa

Muchas gracias.


