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RESUMEN 

Introducción: Las enterobacterias son una amenaza en salud pública debido a su 

capacidad para generar resistencia a antibióticos de amplio espectro. La resistencia 

a los carbapenémicos en enterobacterias productoras de carbapenemasas (CPMs), 

es un peligro biológico debido a que tienen la capacidad de hidrolizar betalactámicos 

de amplio espectro. Justificación: La identificación de las cepas productoras de 

CPMs en el laboratorio, consume mucho tiempo debido a que se hace mediante 

pruebas fenotípicas y el informe de resultados es en 48 a 72 h. Las pruebas 

moleculares son más eficientes, sin embargo, se requiere de mayor infraestructura, 

personal capacitado y por ello más costosas. Recientemente, la tecnología de 

espectrometría de masas MALDI-TOF es utilizada con éxito para detectar actividad 

de las CPMs producidas por las bacterias en un tiempo corto y de costo bajo. 

Objetivo: Estandarizar el método para la detección de CPMs en enterobacterias 

por medio de la tecnología MALDI-TOF/MS. Material y métodos: Se 

estandarizaron los espectros de ertapenem con diferentes condiciones de 

concentración y tiempo de incubación con cepas de referencia (productoras y no 

productoras de CPMs). Posteriormente, se evaluaron 48 aislados clínicos de 

enterobacterias portadoras de CPMs, aisladas durante el período de 2013 a 2016. 

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Resultados: Se estandarizó la 

concentración, estabilidad y espectros característicos de ertapenem antes y 

después de la incubación con las cepas control. Mediante el método de MALDI-

TOF/MS, observamos que en 40/48 (83.3%) aislados se detectó CPMs y en 8/48 

(16.6 %) no se detectó. Los resultados mostraron reproducibilidad del 100% 

Conclusión: con la estandarización del método, se logró realizar la detección de 

CPMs en los aislados de enterobacterias probados con reproducibilidad del 100%. 

El método fue capaz de identificar correctamente las enterobacterias portadoras de 

CPMs tipo KPC y OXA-48 similares. El tiempo para informar los resultados se redujo 

con este método de 48 h a 2.5 h. Perspectivas: El presente trabajo experimental 

puede ser útil para futuros ensayos en los cuales se busque evaluar otros 

antibióticos en enterobacterias resistentes. 

 

Palabras clave: Enterobacterias, Carbapenemasas, Ertapenem, MALDI-

TOF/MS 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Introduction: Enterobacteriaceae are a public health threat due to their ability to 

generate resistance to broad-spectrum antibiotics. Resistance to carbapenemics in 

carbapenemase-producing enterobacteria (CPMs) is a biological hazard due to their 

ability to hydrolyze broad-spectrum beta-lactams. Justification: Identification of 

CPMs-producing strains in the laboratory is time consuming because it is done by 

phenotypic testing and the report of results is in 48 to 72 h. Molecular tests are more 

efficient, however, they require more infrastructure, trained personnel and are 

therefore more expensive. Recently, MALDI-TOF mass spectrometry technology is 

successfully used to detect activity of CPMs produced by bacteria in a short time 

and at low cost. Objective: Standardize the method for detection of CPMs in 

enterobacteria by MALDI-TOF/MS technology. Material and methods: Spectra of 

ertapenem were standardized with different concentration conditions and incubation 

time with reference strains (CPM-producing and non-CPM-producing). 

Subsequently, 48 clinical isolates of enterobacteria carrying CPMs, isolated during 

the period from 2013 to 2016, were evaluated. All assays were performed in 

triplicate. Results: The concentration, stability and characteristic spectra of 

ertapenem before and after incubation with control strains were standardized. Using 

the MALDI-TOF/MS method, we observed that in 40/48 (83.3%) isolates CPMs were 

detected and in 8/48 (16.6%) they were not detected. The results showed 100% 

reproducibility. Conclusion: with the standardization of the method, the detection of 

CPMs in the tested enterobacterial isolates was achieved with 100% reproducibility. 

The method was able to correctly identify enterobacteria carrying similar KPC and 

OXA-48 like CPMs. The time to report results was reduced with this method from 48 

h to 2.5 h. Perspectives: The present experimental work may be useful for future 

trials in which we seek to evaluate other antibiotics in enterobacteria resistant can 

be assessed. 

 

Keywords: Enterobacteriaceae, Carbapenemases, Ertapenem, MALDI-TOF / 

MS 

 

 

 

 

 

 



Introducción 

La multirresistencia antibiótica, es un problema importante para el tratamiento de 

las infecciones bacterianas en todo el mundo, pone en riesgo la vida de los 

pacientes y además conlleva a otros problemas como mayor tiempo de estancia 

hospitalaria, lo cual implica un incremento del gasto en la atención médica. 

Las enterobacterias son una amenaza en salud pública debido a su capacidad para 

generar resistencia a antibióticos de amplio espectro. Hasta hace algunos años la 

resistencia a los carbapenémicos era poco común entre este grupo de bacterias, sin 

embargo, con el tiempo aparecieron enterobacterias productoras de 

carbapenemasas, las cuales tienen la capacidad de hidrolizar betalactámicos de 

amplio espectro, por ello, las organizaciones e institutos de salud alrededor de todo 

el mundo se vieron obligados a evaluar y monitorear este fenómeno. La presencia 

de este tipo de betalactamasas entre bacilos gramnegativos, requiere la detección 

oportuna de las mismas en los laboratorios de microbiología, y a su vez, un control 

de infecciones en los pacientes portadores de ellas, por ello, es necesario que los 

laboratorios de diagnóstico introduzcan metodologías rápidas y sensibles para su 

detección, ya que la identificación errónea de la resistencia a los carbapenémicos 

puede conducir a un tratamiento antibiótico inadecuado y a la propagación de cepas 

multirresistentes. 

El objetivo principal de este proyecto fue estandarizar un método para la detección 

de carbapenemasas en bacilos gramnegativos por medio de la tecnología MALDI-

TOF/MS, que determine de forma rápida y confiable a las cepas productoras en 

enterobacterias con sospecha de ser portadoras de este tipo de enzimas dentro de 

nuestro laboratorio, como ya ha sido reportado en diversos estudios previos 

realizados alrededor de todo el mundo. Esto se realizó mediante la utilización de la 

molécula de ertapenem y la obtención y estandarización de su espectro, para 

después revisar los cambios observados en el espectro del carbapenémico 

posterior a su exposición con una cepa portadora o no portadora de 

carbapenemasa(s). En este estudio se analizaron 48 cepas previamente 

caracterizadas por métodos moleculares, las cuales fueron portadoras de 

carbapenemasas de los grupos A (KPC y GES) y D (similares a OXA-48) de Ambler. 

Finalmente, se logró concluir que la estandarización de dicho método resultó 

confiable para la detección de cepas portadoras de carbapenemasas con un tiempo 

de respuesta mucho menor que el obtenido con las pruebas convencionales, lo cual 

podría llegar a tener un gran impacto en las decisiones de tratamiento del paciente, 

sin embargo, dicho método no resultó confiable para detección de cepas portadoras 

de carbapenemasas de tipo GES. 

 

 



Planteamiento del problema 

La resistencia a los antibióticos en bacilos gramnegativos se está incrementando en 

todas las partes del mundo. Están surgiendo y extendiéndose nuevos mecanismos 

de resistencia, los cuales amenazan la capacidad para tratar enfermedades 

infecciosas comunes (WHO ,2020,Vogne et al., 2014), y a su vez, complican 

significativamente el desarrollo de la medicina, especialmente la cirugía, hemato-

oncología y los cuidados intensivos, por ello, actualmente la resistencia bacteriana 

a los antibióticos es un problema de salud pública mundial (Jaroslav Hrabák et al., 

2011). 

El mecanismo de resistencia clínicamente más importante en las bacterias 

gramnegativas ocurre a través de la producción de enzimas carbapenemasas, 

dichas enzimas hidrolizan la mayoría de los betalactámicos incluyendo los 

carbapenémicos, los cuales son a menudo la última línea de terapia efectiva 

disponible para el tratamiento de infecciones causadas por dichas bacterias (Bou et 

al., 2014). 

La presencia de carbapenemasas entre bacilos gramnegativos, requiere un control 

de infecciones, y a su vez, la detección de bacterias portadoras de estas enzimas 

en los laboratorios de microbiología clínica son un paso crítico para el manejo 

adecuado de los pacientes, así como para la prevención y control de brotes, por 

ello, resulta de suma importancia detectar este tipo de microorganismos de forma 

expedita (Bou et al., 2014). En consecuencia, organizaciones como la Organizació 

Mundial de la Salud (OMS) y los Centros de Control de Enfermedades (CDC) en 

Estados Unidos, han priorizado la necesidad urgente de que los laboratorios de 

diagnóstico introduzcan metodologías rápidas y sensibles para la detección de 

organismos productores de carbapenemasas, ya que la identificación errónea de la 

resistencia a los carbapenémicos puede conducir a un tratamiento antibiótico 

inadecuado y al desarrollo de la multirresistencia (Yang et al., 1990, J. Hrabák et al., 

2014).  
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Justificación 

La multirresistencia antibiótica, es un problema importante para el tratamiento de 

las infecciones bacterianas en todo el mundo, pone en riesgo la vida de los 

pacientes y además conlleva a otros problemas como mayor tiempo de estancia 

hospitalaria, lo cual implica un incremento del gasto en la atención médica (García 

Apac, 2018). Ante tal problemática la OMS en 2017 publicó una lista de «patógenos 

prioritarios» resistentes a los antibióticos, en la que se incluyen a las bacterias 

gramnegativas productoras de carbapenemasas como prioridad crítica. La 

identificación de las cepas productoras de carbapenemasas en el laboratorio 

consume mucho tiempo, debido a que se hace mediante pruebas fenotípicas y es 

posible en la mayoría de los casos, el informe de resultados en 48 a 72 h. Las 

pruebas moleculares son más eficientes en cuanto a tiempo, sin embargo, se 

requiere de mayor infraestructura, personal capacitado y por ello son más costosas. 

Recientemente, la tecnología de espectrometría de masas MALDI-TOF se ha 

utilizado con éxito para detectar la actividad de las carbapenemasas en bacterias 

en un tiempo corto y con costo limitado por prueba, por ello la implementación de 

este método dentro de los laboratorios de diagnóstico clínico permitirá informar al 

clínico de forma expedita el resultado, así como establecer medidas de prevención 

y control de brotes ocasionados por este tipo de microorganismos (WHO, 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Objetivos 

Objetivo General: 

Estandarizar el método para la detección de carbapenemasas en enterobacterias 

por medio de la tecnología MALDI-TOF/MS. 

Objetivos Específicos: 

1.- Probar el carbapenémico ertapenem como molécula de estudio para la detección 

de carbapenemasas en enterobacterias por medio de la tecnología MALDI-TOF/MS.   

2.- Caracterizar los picos de ertapenem puro en el espectro emitido por MALDI-

TOF/MS. 

3.- Caracterizar los picos producidos por la degradación de ertapenem, debido a la 

actividad de carbapenemasas en el espectro emitido por MALDI-TOF/MS.  

4.- Determinar el tiempo de incubación como una condición del método para 

observar la actividad hidrolítica completa del ertapenem. 

5.- Establecer la asociación matemática entre los picos producidos por el ertapenem 

puro y los picos de antibiótico hidrolizado para determinar la actividad de las 

carbapenemasas en los espectros obtenidos.  

6.- Determinar la sensibilidad, reproducibilidad y especificidad del método 

estandarizado. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Marco Teórico 

Resistencia antimicrobiana en bacilos gramnegativos  

Recientemente, la OMS, la Unión Europea, el Gobierno de los E.U.A. y CDC, 

identificaron la propagación de resistencia a los antimicrobianos (RAM) como una 

de las amenazas más importantes para la salud humana (Seale AC et al, 2017), por 

ello, la OMS en 2017 publicó una lista de «patógenos prioritarios» en la cual se 

destacó a los bacilos gramnegativos (BGN) resistentes a betalactámicos (BLs) de 

amplio espectro como una amenaza de importancia crítica (WHO, 2017). 

Los antibióticos, específicamente betalactámicos (BLs), son esenciales para las 

prácticas médicas en la actualidad, ya que casi dos tercios de las prescripciones 

hospitalarias recientes incluyen a estos agentes (Bush & Bradford, 2016). Los BLs 

más comunes pertenecen a cuatro clases químicas principales: penicilinas, 

cefalosporinas, carbapenémicos y monobactámicos (Fig. 1).  

Estos antimicrobianos son muy importantes puesto que en los últimos años la 

prevalencia de BGN resistentes a BLs se ha incrementado en todo el mundo, 

además, se han asociado con alta morbilidad y mortalidad (Bush & Bradford, 2016), 

ya que generalmente están implicados en infecciones graves, en donde las 

opciones de antibioticoterapia son limitadas y la administración adecuada de estas 

ocurre de forma tardía. Por otro lado, debido a que frecuentemente en este tipo de 

bacterias coexisten determinantes adicionales de resistencia contra otros 

antibióticos que terminan produciendo perfiles de multirresistencia (MDR), 

resistencia extendida (XDR) o panresistencia (PDR), las infecciones que estos 

organismos ocasionan son más difíciles de tratar que las ocasionadas por 

organismos susceptibles (Jiménez Pearson et al., 2019). 

Históricamente los BGN han afectado a pacientes en entornos hospitalarios, donde 

la exposición a antibióticos, el tiempo de hospitalización, el uso de dispositivos 

médicos y los factores del huésped son factores de riesgo de infección y se ha 

observado que el principal mecanismo de transmisión es a través de las manos del 

personal sanitario (WHO, 2020). 

Fig. 1. Estructura genérica de los BLs más importantes en medicina clínica. Las estructuras incluyen: 

penicilinas (1), cefalosporinas (2), carbapenémicos (3) y monobactámicos (4). 



En los países en vías de desarrollo se acumulan factores agravantes puesto que 
una vez que aparecen las bacterias resistentes, estas se multiplican y se diseminan 
en la comunidad y al faltar tratamientos apropiados se vuelven endémicas. Aunque 
afecta también a los países desarrollados, las manifestaciones son más variables 
según los hábitos de prescripción, utilización de antibióticos y prácticas de higiene 
(Siegel, Jane D. et al., 2007). 
 

Adquisición y propagación de resistencia en BGN  

Los antibióticos ejercen presión selectiva sobre las poblaciones bacterianas, lo que 

genera esencialmente el resultado de la selección natural. Las variantes genéticas 

en las poblaciones bacterianas pueden aportar mutaciones que resultan ventajosas 

para su supervivencia en presencia de agentes antimicrobianos. 

La resistencia a los antibióticos puede ser intrínseca o innata, la primera por las 

características estructurales o funcionales inherentes de cada especie y la segunda 

por la adquisición de mecanismos de resistencia, por mutaciones en genes blanco 

o por la adquisición de plásmidos o transposones con casetes de resistencia a los 

antibióticos. A diferencia de la resistencia intrínseca, los rasgos asociados con la 

resistencia adquirida se encuentran solo en algunas cepas o subpoblaciones de 

cada especie bacteriana en particular. 

Las mutaciones en el ADN bacteriano pueden hacer que los antibióticos sean 

ineficaces, transmitiendo una ventaja de supervivencia en la cepa bacteriana 

mutada. Las mutaciones en los genes cromosómicos pueden inducir un aumento 

en la expresión de mecanismos de resistencia intrínsecos como enzimas que 

inactivan los antibióticos o bombas de eflujo. Los rasgos de dicha resistencia se 

transmiten verticalmente a las células hijas, creando posteriormente una población 

resistente que puede propagarse y ser fuente adicional de genes de resistencia para 

otras cepas (Ruppé et al., 2015). Simultáneamente, los genes de resistencia pueden 

adquirirse por medio de mecanismos de transferencia horizontal como son: 

conjugación, transformación y/o transducción, y en algunos casos, incorporarse 

adicionalmente en el cromosoma receptor por recombinación (Blázquez, 2003). Los 

vectores que portan uno o más genes de resistencia pueden ser plásmidos, 

transposones o integrones. La resistencia bacteriana mediada por estos 

mecanismos representa los de mayor importancia, debido a la velocidad y eficiencia 

con la que estos elementos móviles pueden propagarse entre distintos tipos de 

bacterias. 

Enterobacterias resistentes a carbapenémicos  

Las enterobacterias son el grupo más grande y heterogéneo de BGN, tienen amplia 

distribución: agua, suelo, plantas y la microbiota intestinal de muchos animales 

incluyendo el hombre. Se pueden propagar fácilmente entre los humanos 

(transporte manual, alimentos y agua contaminada) siendo una fuente común de 

infecciones adquiridas tanto en la comunidad como en el medio hospitalario. 



Las enterobacterias son una amenaza en salud pública por su capacidad para 

generar resistencia a BLs de amplio espectro, como las cefalosporinas de 3ª y 4ª 

generación y también por la producción de β-lactamasas de espectro extendido 

(BLEE) (Patrice Nordmann et al., 2011). Los carbapenémicos por presentar mayor 

potencia son antimicrobianos empleados como último recurso ante la ineficacia de 

la primera línea para tratar infecciones nosocomiales relacionadas con organismos 

MDR (Suay-García & Pérez-Gracia, 2019).  

Hasta hace algunos años la resistencia a los carbapenémicos era poco común entre 

las enterobacterias, sin embargo, este nuevo tratamiento para bacterias MDR tuvo 

un resultado inesperado, la aparición de enterobacterias resistentes a 

carbapenémicos (CRE por sus siglas en inglés) (P. Nordmann, 2014). 

Factores de riesgo asociados a la adquisición de resistencia a 

carbapenémicos 

Los principales factores de riesgo para la adquisición de CRE, incluyen el uso previo 

de antibióticos, atención médica previa y exposición a cuidados de largo plazo 

(pacientes que han sido hospitalizados en zonas con alta endemicidad de CRE en 

los últimos 6 meses), afecciones crónicas comórbidas y la presencia de catéteres y 

drenajes invasivos. (Dhar et al., 2016; Hussein et al., 2009; Safdar & Maki, 2002). 

En entornos sanitarios, los CRE se transmiten de persona a persona, a menudo a 

través de las manos del personal sanitario o mediante equipos médicos 

contaminados. Además, los desagües y los inodoros se reconocen cada vez más 

como un reservorio ambiental y una fuente de transmisión (CDC, 2019).  

Para los pacientes colonizados del tracto digestivo, la infección depende de factores 

como la cantidad de inóculo ingerido, las características específicas de la bacteria, 

así como las características propias de cada paciente (niveles de acidez gástrica y 

composición de microbiota intestinal) (McConville et al., 2017). Además, la ingesta 

de antibióticos puede aumentar la cantidad de bacterias CRE en el microbioma, con 

la posibilidad que estas migren desde el tracto digestivo a otros sitios, y la 

probabilidad de desarrollar alguna infección o facilitar su propagación en otros 

pacientes. La proporción de portadores donde esto ocurre está determinada por 

factores que incluyen su estado inmunitario, la presencia de dispositivos invasivos 

o la exposición a procedimientos invasivos (Borer et al., 2012; Schechner et al., 

2013).   

Prevención y control de Enterobacterias resistentes a 

carbapenémicos 

Uno de los desafíos clave para controlar la propagación de CRE es el hecho de que 

los pacientes infectados con estas bacterias sean identificados por cultivos clínicos 

(vigilancia pasiva). Cuando se identifica un paciente hospitalizado con CRE, se ha 

establecido que la medida de control inmediata es la implementación de 



precauciones de contacto para el paciente, las cuales consisten en el uso de 

guantes y batas. Si se piensa que un aislado CRE fue adquirida dentro de las 

instalaciones, los protocolos generalmente recomiendan estrategias de "búsqueda 

y contención" mediante el uso de vigilancia activa entre pacientes que están 

epidemiológicamente vinculados al caso-paciente. Los cultivos de vigilancia activa 

para CRE se pueden hacer mediante el uso de hisopos rectales para identificar 

pacientes colonizados con estos organismos, determinar si existe transmisión 

continua de paciente a paciente con estas bacterias en la instalación (Arjun 

Srinivasan, 2010).  

La reducción de la propagación de CRE se basa en medidas observadas en 

múltiples estudios que incluyen el uso de cohortes de pacientes y personal médico 

exclusivo; aislamiento; baño diario del paciente con clorhexidina; educación y 

capacitación del personal; uso limitado de dispositivos invasivos; acortar la duración 

de la ventilación mecánica; mejora en las tasas de higiene de manos e 

implementación de planes de manejo de antimicrobianos; mejoramiento de la 

limpieza ambiental y el cumplimiento de las prácticas de higiene del lavabo e inodoro 

(Falagas et al., 2007; Temkin et al., 2014). 

Mecanismos moleculares de resistencia a carbapenémicos en 

enterobacterias  

La resistencia a los carbapenémicos en enterobacterias generalmente implica tres 

mecanismos diferentes: (I) Alteraciones en la permeabilidad de la membrana 

externa mediadas por la disminución de la expresión y la posterior pérdida de 

proteínas de la membrana externa; (II) Desregulación de bombas de eflujo de 

membrana que son capaces de eliminar antibióticos del espacio periplásmico al 

ambiente externo; (III) Producción de enzimas, como las CRE, que se unen e 

inactivan diferentes BLs, mediante hidrólisis dando como resultado compuestos 

inactivos (Haidar et al., 2017). 

La producción de BLEE, sigue siendo un factor importante que contribuye a la 

resistencia a carbapenémicos, este grupo de enzimas difieren entre sí por su acción 

ante el sustrato (diferentes tipos de BLs), perfiles de inhibidores (tipos de 

compuestos que las inactivan) y la homología de su secuencia (composición de 

aminoácidos de estas enzimas). Para observar las diferencias de estas 

características se han creado dos sistemas, la clasificación de Ambler (clases A, B, 

C y D, que está basada en la homología de secuencia de aminoácidos), y la de los 

grupos de Bush-Jacoby-Medeiros (grupos 1, 2, 3 y 4, según los perfiles de sustrato 

e inhibidor).  

Clasificación de las carbapenemasas en enterobacterias 

En general, las CRE se dividen en dos subgrupos principales: CRE productoras de 

carbapenemasas (CPE, por sus siglas en inglés) y CRE no productoras de 

carbapenemasas (no CPE).  



Existen cuatro clases de betalactamasas definidas por el sistema de clasificación 

de Ambler, las carbapenemasas (CPMs) que confieren resistencia a 

carbapenémicos en enterobacterias: clase A, clase B y clase D. Las CPMs de clase 

A y D tienen un mecanismo hidrolítico basado en serina, mientras que las enzimas 

de clase B son metalo-β-lactamasas (MBLs) que contienen Zinc en el sitio activo 

(Bush, 2018). 

Carbapenemasas clase molecular A 

La clase A se caracteriza por tener una serina en su grupo activo. Estas Bls se han 

detectado en aislados individuales o en pequeños brotes de Enterobacter 

cloacae, Serratia marcescens y Klebsiella spp. (P. Nordmann et al., 1993). Estas 

bacterias se caracterizan por presentar susceptibilidad reducida al imipenem. En 

algunas ocasiones, ciertas Bls de esta clase, pueden pasar desapercibidas en los 

resultados de susceptibilidad (Martínez-Martínez & González-López, 2014). 

Enzimas codificadas cromosómicamente: SME, NMC e IMI  

Las serino-CPMs tipo SME ("Serratia marcescens enzyme”) son producidas por S. 

marcescens en el gen blaSME, el cual es relativamente raro (Bush et al., 2013). Una 

característica de identificación de los aislados que expresan SME es que son 

resistentes a los carbapenémicos pero susceptibles a las cefalosporinas de 

espectro extendido como la ceftazidima (Yang et al., 1990). Hasta la fecha, se han 

informado cuatro variantes de la enzima SME-1 (T. Naas et al., 1994). 

Otras serino-CPMs cromosómicas, incluyen las de las familias IMI (“imipenem-

hydrolyzing β-lactamase) y NMC (no metalloenzyme carbapenemase), identificadas 

hasta la fecha solo en aislados del complejo E. cloacae. Los aislados de E. cloacae 

resistentes a imipenem de dos pacientes de California en 1984, fueron las fuentes 

originales de la enzima cromosómica IMI-1 (Rasmussen et al., 1996). Al igual que 

las SME, la β-lactamasa IMI confiere resistencia a los carbapenémicos, pero no a 

las cefalosporinas de espectro extendido (Rasmussen et al., 1996). La serino-CPM 

NMC-A se identificó por primera vez en un aislado de E. cloacae en Francia en 1990 

(Tarumoto et al., 2018) y comparte una identidad de secuencia del 97% con IMI-1. 

Enzimas codificadas por plásmidos: KPC y GES  

A fines de la década de los 90s, la familia de β-lactamasas KPC (“Klebsiella 

pneumoniae carbapenemase”) comenzó a surgir en la costa este de los Estados 

Unidos, en un aislado clínico de K. pneumoniae en Carolina del Norte, hasta el 

momento se ha convertido en la CPM más común detectada a nivel mundial 

(Woodford et al., 2004; H. Yigit et al., 2001; Hesna Yigit et al., 2003). 

Dos características separan a estas CPMs de las enzimas de clase A. Primero, las 

enzimas KPC se encuentran en plásmidos transferibles; segundo, su espectro de 

hidrólisis de sustrato incluye cefalosporinas, monobactámicos y carbapenémicos 



dando a la familia KPC un amplio espectro de hidrólisis que incluye la mayoría de 

los antibióticos BLs.  

Las enzimas KPC presentan al menos 40 variantes que difieren en la mayoría de 

los casos en menos de cinco aminoácidos de las enzimas originales KPC-2 y KPC-

3, y se encuentran entre otros géneros diferentes de enterobacterias y P. aeruginosa 

(Hu et al., 2015; Kazmierczak, Biedenbach, et al., 2016).  

KPC tiene el mayor potencial de propagación debido a su ubicación en plásmidos, 

especialmente porque se encuentra con mayor frecuencia en K. pneumoniae, un 

organismo conocido por su capacidad para acumular y transferir determinantes de 

resistencia. Además, la propagación clonal observada en varios brotes apunta a 

dificultades con el control de infecciones para este organismo (Bratu et al., 2005). 

Los aislamientos que producen enzimas de tipo KPC no solo son resistentes a la 

mayoría de los BLs, sino que a menudo son resistentes a múltiples fármacos, ya 

que presentan elementos móviles que codifican para varios determinantes de 

resistencia, lo que los hace prácticamente panresistentes a las opciones 

terapéuticas de primera línea disponibles actualmente (Munoz-Price et al., 2013; 

Walther-Rasmussen & Høiby, 2007). Las KPC no son inhibidas por el clavulanato o 

tazobactam; sin embargo, los nuevos inhibidores de β-lactamasas los inhiben bien, 

como avibactam, relebactam y vaborbactam (Drawz et al., 2014; Tooke et al., 2019). 

Sin embargo, las cepas que albergan mutantes de blaKPC pueden volverse 

resistentes a ceftazidima/avibactam con mayor actividad catalítica para la 

ceftazidima. 

La familia de β-lactamasas GES/IBC es una familia poco frecuente que se describió 

por primera vez en el año 2000 con informes de IBC-1 (“integron-borne 

cephalosporinase”) de un aislado de E. cloacae en Grecia (Giakkoupi et al., 2000) y 

GES-1 (para “Guiana extended spectrum”) en un aislado de K. pneumoniae de la 

Guayana Francesa (Laurent Poirel, Le Thomas, et al., 2000). 

Los genes que codifican la familia de enzimas GES se ubican en integrones 

transportados en plásmidos. Debido a que las enzimas tienen un amplio espectro 

de hidrólisis que incluye penicilinas y cefalosporinas de espectro extendido, 

inicialmente se clasificaron como BLEE (Giakkoupi et al., 2000). Su espectro de 

hidrólisis se expandió en 2001 para incluir imipenem, con el informe de GES-2 en 

un aislado clínico de P. aeruginosa (L. Poirel et al., 2001). 

La nomenclatura de la familia GES/IBC ha sufrido varias revisiones (Wachino, 

2005). Se ha alcanzado una nomenclatura de consenso mediante la cual los 

nombres de IBC se han convertido en nomenclatura GES. Se han descrito al menos 

nueve variantes de GES, con GES-9 recientemente identificado en un aislado de P. 

aeruginosa de Francia (L. Poirel et al., 2001). De estas enzimas estrechamente 

relacionadas, GES-2, GES-4, GES-5 y GES-6 tienen sustituciones de asparagina o 

serina en la posición 170, asociadas con la hidrólisis de imipenem. 



Carbapenemasas clase molecular B 

Esta clase de β-lactamasas se caracterizan por su capacidad para hidrolizar 

carbapenémicos y por su resistencia a los inhibidores de β-lactamasas disponibles 

en el mercado, aunque resultan ser susceptibles a la inhibición por agentes 

quelantes de iones metálicos. El espectro del sustrato es bastante amplio; Además 

de los carbapenémicos, la mayoría de estas enzimas hidrolizan cefalosporinas y 

penicilinas, pero carecen de la capacidad de hidrolizar el aztreonam. El mecanismo 

de hidrólisis depende de la interacción de los BLs con iones de Zinc en el sitio activo 

de la enzima, lo que resulta un rasgo distintivo de su inhibición por EDTA, un 

quelante de Zn 2+ y otros cationes divalentes. 

Enzimas codificadas cromosómicamente 

Las primeras MBLs detectadas y estudiadas fueron enzimas cromosómicas 

presentes en bacterias ambientales y patógenas oportunistas como Bacillus 

cereus (Kuwabara & Abraham, 1967), Aeromonas spp., (Laconis & Sanders, 1990) 

y Stenotrophomonas maltophilia. Estas enzimas cromosómicas generalmente se 

encuentran en bacterias que también expresan al menos una serina-β-lactamasa, 

con ambas β-lactamasas inducibles después de la exposición a 

BLs. Afortunadamente, con la excepción de S. maltophilia, estas bacterias no se 

han asociado con frecuencia en infecciones nosocomiales graves, ya que 

generalmente son patógenos oportunistas, y los genes de las MBLs cromosómicas 

no se transfieren fácilmente. 

Desde la identificación inicial de MBLs, la secuenciación ha demostrado una gran 

variabilidad en las secuencias primarias y en las estructuras moleculares. Las 

primeras MBLs para las cuales se determinó una secuencia de aminoácidos fue la 

metalo-β-lactamasa BCII de Bacillus cereus y la metalo-β-lactamasa prototípica. La 

caracterización molecular, incluidos los estudios bioquímicos y de cristalización, 

también se ha completado con la MBL cromosómica CcrA (CfiA) que aparece en un 

pequeño porcentaje de cepas de Bacteroides fragilis (Yang et al., 1992). 

Enzimas codificadas por plásmidos: IMP, VIM, GIM, SIM y NDM 

A diferencia de las MBL cromosómicas, cuya presencia se correlaciona 

directamente con la prevalencia de las especies productoras, ha habido un aumento 

dramático en la detección y propagación de las familias de MBLs adquiridas o 

transferibles. Las familias más comunes incluyen las enzimas VIM, IMP, GIM, SIM 

y NDM, que se encuentran dentro de una variedad de estructuras de integrones, 

donde se han incorporado como casetes de genes. Cuando estos integrones se 

asocian con plásmidos o transposones, la transferencia entre bacterias se realiza 

fácilmente. 

Se identificaron por primera vez las dos nuevas MBLs VIM (“Verona integron-

encoded metallo-β-lactamase”) en Italia y Francia en 1997 y 1996 respectivamente, 



ambas de aislados clínicos de P. aeruginosa que contenían casetes de genes blaVIM 

insertados en un integrón de clase 1 (Lauretti et al., 1999; Matsumura et al., 2017; 

Laurent Poirel, Naas, et al., 2000). Hoy en día, las MBL tipo VIM se encuentran 

principalmente en K. pneumoniae y el complejo E. cloacae (Kazmierczak, Rabine, 

et al., 2016; Matsumura et al., 2017). Aunque se identifican con más frecuencia que 

las MBLs tipo IMP, representan una minoría de todas las CPMs en patógenos 

resistentes a los carbapenémicos. Bioquímicamente, VIM-2 tiene un amplio perfil de 

hidrólisis de sustrato, que incluye penicilinas, carbapenémicos y la mayoría de las 

cefalosporinas, pero no el aztreonam (Laurent Poirel, Naas, et al., 2000).  

GIM-1 (“German imipenemase”) se aisló en Alemania en 2002 (Castanheira et al., 

2004). GIM tiene aproximadamente un 30% de homología con VIM y un 43% de 

homología con IMP. GIM-1 tiene características similares a otras MBLs adquiridas 

que se han encontrado en cinco aislados clonales de P. aeruginosa dentro de un 

integrón de clase 1 en un plásmido. 

Otra familia de MBLs adquiridas proviene de Corea. La enzima SIM-1 (“Seoul 

imipenemase”) tiene la identidad de aminoácidos más cercana a la familia IMP (64 

a 69%). SIM-1 fue descubierta en un estudio en donde probaron 1234 aislados de 

Pseudomonas spp., y Acinetobacter spp., resistentes a imipenem, de los cuales 

211 (17%) fueron positivos para MBLs. En este estudio, se identificaron 

principalmente alelos VIM (74%) e IMP (22%); sin embargo, siete 

supuestos aislamientos de A. baumannii productores de metalo-β-lactamasa fueron 

negativos mediante pruebas de PCR. 

La MBL NDM (“New Delhi metallo-β-lactamase”) se describió por primera vez en 

2009 en un aislado de K. pneumoniae de un paciente en Suecia que había estado 

previamente en dos hospitales diferentes de la India (Yong et al., 2009). NDM-1 

comparte muy poca homología con la secuencia nucleotídica de otras MBLs 

comúnmente encontradas en enterobacterias. Esta enzima inactiva todos los BLs 

excepto aztreonam, aunque la mayor parte de las cepas que albergan el gen blaNDM-

1 producen conjuntamente otras BLEE, convirtiendo a estos patógenos resistentes 

a todos los BLs (Gil-Romero et al., 2013). Aunque la rápida diseminación de las 

enterobacterias productoras de NDM se asemeja a la de las enterobacterias 

productoras de KPC, la propagación de las MBL de tipo NDM no parece estar 

asociada con cepas clonales dominantes y está mediada por varios tipos diferentes 

de plásmidos. Se cree que la rápida y dramática propagación de las MBLs de NDM 

se ve facilitada por la recombinación de los elementos genéticos en las bacterias. 

Carbapenemasas clase molecular D 

Las β-lactamasas tipo OXA (“oxacillin-hydrolyzing”), se reconocieron por primera 

vez en las décadas de 1960 y 1970, y representaban una de las familias de 

betalactamasas codificadas por plásmidos más prevalentes en todo el mundo 

(Pitout et al., 2020). Cuando las enzimas tipo OXA de la clase D se colocaron en 

una clase molecular separada de las otras serino-β-lactamasas, se identificaron 



principalmente en enterobacterias y P. aeruginosa y funcionalmente se 

caracterizaron como penicilinasas capaces de hidrolizar oxacilina y cloxacilina 

(Evans & Amyes, 2014). Actualmente, se han reportado más de 750 tipos de β-

lactamasas tipo OXA, pero solo una pequeña fracción tiene un papel funcional como 

CPM. Entre estas se encuentran OXA-23, OXA-40 y OXA-48; esta última es cada 

vez más frecuente, con sus variantes relacionadas OXA-48, OXA-181, OXA-232, 

OXA-204, OXA-162 y OXA-244, en ese orden, son las enzimas más comunes 

identificadas dentro de este grupo de CPMs similares a OXA-48. OXA-436, OXA-

245, OXA-484 y OXA-519 son grupos con menos frecuencia reportados (Pitout et 

al., 2020). 

Las CPMs tipo OXA generalmente tienen actividad hidrolítica contra las penicilinas 

y los carbapenémicos de amplio espectro, en contraste con otras β-lactamasas 

adquiridas por plásmidos, las cefalosporinas de espectro extendido no son 

hidrolizadas por estas CPMs o se hidrolizan muy pobremente (Evans & Amyes, 

2014); son poco inhibidas por los inhibidores de β-lactamasa, con excepción de 

avibactam (T. D. Huang et al., 2014). Las variantes del grupo OXA-48 que fueron 

descritas por primera vez en 2001 entre aislados clínicos de K. pneumoniae en 

Turquía, donde tienen mayor relevancia médica debido a que hidrolizan un espectro 

más estrecho de BLs, con hidrólisis clínicamente relevante de penicilinas e 

imipenem y menor hidrólisis en meropenem (Tsakris et al., 2015). 

La resistencia de alto nivel a los carbapenémicos generalmente se debe a un 

mecanismo secundario de resistencia no enzimática en estos aislamientos (Tsakris 

et al., 2015). Los bajos niveles de resistencia a carbapenémicos proporcionados por 

esta enzima pueden dificultar la detección de cepas que albergan este mecanismo 

de resistencia. 

Detección de Carbapenemasas en enterobacterias  

La selección adecuada de aislamientos sospechosos con susceptibilidad reducida 

a carbapenémicos es crucial para la identificación de CPMs. El laboratorio de 

microbiología clínica debe introducir métodos para su detección, el cual se basa en 

un flujo de dos pasos, el primero consiste en un proceso de tamizaje que utiliza a 

los agentes o marcadores de detección más apropiados para la visualización de 

aislados sospechosos, seguido de la realización de una prueba confirmatoria que 

puede ser de carácter fenotípico o genotípico con lo cual se puede constatar la 

presencia de estas enzimas. 

La selección de una prueba de detección de CPMs depende de varios factores, 

incluida la prevalencia local de estas, la epidemiología molecular regional, las 

características de rendimiento del diagnóstico, la intensidad laboral, el costo y el 

tiempo de respuesta de la prueba (Tamma, Opene, et al., 2017). El tiempo de 

respuesta es importante tanto para la toma de decisiones terapéuticas como para 

el control de infecciones, con resultados ideales cuando estos son obtenidos el 



mismo día. Otras consideraciones incluyen los organismos a analizar (es 

decir, enterobacterias y/o gramnegativos que no fermentan la glucosa), facilidad de 

uso, flujo de trabajo, estado regulatorio, equipo necesario y requisitos de 

preparación de reactivos. Desafortunadamente, ningún ensayo disponible 

actualmente tiene un perfil favorable para todos los criterios enumerados 

anteriormente. Sin embargo, hay varias opciones disponibles que permiten a los 

laboratorios elegir el método que mejor se adapte a sus necesidades. 

Pruebas de tamizaje para la detección de CPE 

En la actualidad, casi todos los pacientes infectados o colonizados con CPE se 

identifican mediante pruebas de susceptibilidad antimicrobiana en aislados 

recuperados en cultivo. Dichas pruebas están asociadas con tiempo de 2 a 5 días 

entre la recolección de la muestra y la disponibilidad de resultados. El tamizaje de 

rutina para la colonización por CPE no se realiza comúnmente. Además, pocos 

laboratorios clínicos realizan pruebas complementarias de forma rutinaria para 

diferenciar los aislados de CPE de los aislados que no son CPE, ya que esto no es 

requerido por The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) o The 

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) para la 

atención de rutina del paciente (Pitout et al., 2020). 

Pruebas de susceptibilidad a carbapenémicos en enterobacterias 

Dentro de las pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos los métodos de 

microdilución en caldo y difusión en disco son los estándares para la detección de 

aislados resistentes a carbapenémicos (Bou et al., 2014). La primera causa de 

sospecha de una bacteria resistente a carbapenémicos es el hallazgo en la 

disminución del halo de inhibición (prueba de Kirby-Bauer) o la concentración 

mínima inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés) elevada de un carbapenémico 

probado. La MIC, puede ser determinada por sistemas expertos en microdilución 

automatizada o por el método de microdilución en caldo. La MIC de los 

carbapenémicos en bacterias productoras de CPMs son muy variables. Ertapenem 

tiene excelente sensibilidad, pero poca especificidad, especialmente en géneros 

como Enterobacter spp., debido a su relativa inestabilidad con BLEE y 

betalactamasas tipo AmpC en combinación con la pérdida de porinas. Imipenem no 

debe probarse para Proteus spp., Providencia spp., y Morganella spp., debido a que 

estas bacterias presentan perfiles de resistencia intrínseca hacia este antibiótico. 

Meropenem es más sensible y especifico en términos de detección de CPE 

(EUCAST, 2017, CLSI, 2021). Sin embargo, hay bacterias productoras de CPMs 

que a menudo muestran aumentos ligeros en la MIC de carbapenémicos, como es 

el caso de OXA-48, lo que permite considerar a las bacterias no susceptibles a este 

tipo de BLs sea más problemática. Por ello, la disminución en los puntos de corte 

de los carbapenémicos hizo que la sensibilidad para la detección de las CPE sea 

mayor, pero disminuyó la especificidad, debido a que esto podía ocasionar 

confusión con la presencia de otros mecanismos moleculares de resistencia a 



carbapenémicos (por ejemplo, la producción de enzimas tipo BLEE o AmpC 

combinada con la disminución de permeabilidad, mecanismo que también es 

responsable de la resistencia a los carbapenémicos). Por lo tanto, se han 

desarrollado otros criterios de detección con otros agentes antimicrobianos que a 

su vez logran presentar mayor sensibilidad para la detección de CPMs específicas. 

CLSI revisó en 2010 los puntos de corte de los carbapenémicos. Para fines de 

control epidemiológico o de infección, los aislados que no son susceptibles a uno o 

más carbapenémicos deben analizarse para detectar la presencia de CPMs y cada 

año se revisa este documento para observar si hay cambios en los puntos de corte. 

EUCAST utiliza diferentes puntos de corte de carbapenémicos para la detección de 

CPMs en aislados clínicos. Sin embargo, algunas bacterias productoras de estas 

enzimas pueden mostrar MIC menor para carbapenémicos que los puntos de corte 

clínicos propuestos por estos institutos. Los métodos de difusión de gradiente (p. 

Ej., E-test) no se consideran apropiados para su detección, debido al crecimiento 

heterogéneo que presentan las cepas probadas, lo cual dificulta la interpretación de 

la MIC (Tenover et al., 2006). 

Medios de cultivo específicos para el aislamiento de CPE en muestras directas 

Las muestras recomendadas para la detección de pacientes portadores de CPE son 

hisopos fecales o rectales, ya que los portadores gastrointestinales representan la 

fuente potencial más importante de transmisión cruzada en el entorno sanitario. 

Todos los pacientes en riesgo (por ejemplo, pacientes repatriados de un país 

extranjero o de un entorno de atención médica con una alta prevalencia de CPE, 

pacientes en terapia intensiva, pacientes con trasplante y pacientes 

inmunocomprometidos) deben ser examinados. Los pacientes deben mantenerse 

en aislamiento estricto hasta que se informe el resultado negativo (al menos 24-48 

h) (J. Hrabák et al., 2014). 

Se han diseñado distintos medios para la detección de organismos portadores de   

CPMs, estos han sido desarrollados con sensibilidad y especificidad variables pero 

lo suficientemente altas para obtener una respuesta confiable a la pregunta de si un 

paciente está o no colonizado por CPE lo antes posible. Un medio recientemente 

utilizado es el agar cromogénico que tiene la capacidad de detectar bacterias 

resistentes a carbapenémicos mediante el cambio de color de las colonias.  

CHROMagarTM lanzó en 2007 el primer medio cromogénico para la detección de 

bacterias resistentes a carbapenémicos, enfocado particularmente en las enzimas-

KPC en cultivos de muestras directas. Debido a que muchas otras carbapenemasas 

se fueron extendiendo por todo el mundo surgió la necesidad de abordar la difícil 

detección de estas, se han probado varios medios comerciales como: Brilliance 

CRE, Colorex KPC, CHROMID® CARBA en cepas productoras de carbapenemasas 

bien caracterizadas molecularmente y en muestras clínicas con baja actividad 

enzimática (Wilkinson et al., 2012). 



Pruebas confirmatorias para la detección de CPE 

Pruebas Fenotípicas  

Los métodos fenotípicos para la detección de CPMs son generalmente fáciles de 

realizar, interpretar e introducir en el flujo de trabajo de un laboratorio clínico y a su 

vez, pueden identificar a la mayoría de estas, con excepción de algunas enzimas 

similares a OXA-48.  

Los ensayos fenotípicos basados en la detección de productores de CPMs se 

realizan a partir de cultivos. Los ensayos utilizados actualmente en la práctica clínica 

consisten en los siguientes:  

(i) Ensayos basados en el crecimiento que miden la resistencia en presencia 

de un antibiótico y métodos de inactivación del carbapenémico.  

(ii) Ensayos de hidrólisis que detectan el producto de degradación 

catalizado por CPMs (p. ej., método de espectrometría de masas por 

desorción-ionización por láser acoplado a un tiempo de vuelo [MALDI-

TOF MS]). Estas pruebas identifican la producción de CPMs, pero en 

sus formas tradicionales carecen de orientación sobre el tipo de 

específico que produce la bacteria.  

(iii) Inmunoensayos de flujo lateral que detectan CPMs mediante el uso de 

anticuerpos específicos.  

Método modificado de inactivación de carbapenémico 

El método de inactivación de los carbapenémicos (CIM, por su siglas en inglés) se 

describió en 2015, esta prueba se basa en que los microrganismos productores de 

carbapenemasas degradan el meropenem impregnado en un disco, producen su 

hidrólisis e inactivación, y al sacar ese disco y enfrentarlo con una cepa 

pansusceptible (Escherichia coli ATCC 25922) no ocurre la inhibición. En caso de 

que la carbapenemasa no esté presente el meropenem no será hidrolizado y podrá 

inhibir el crecimiento de la cepa de E. coli (Van Der Zwaluw et al., 2015).  El CLSI 

publicó una modificación al CIM (mCIM), en esta prueba se utilizó caldo soya 

tripticaseína en lugar de agua y un tiempo de incubación de 4 h. La sensibilidad 

general aumentó del 82% al 93%. En un estudio multicéntrico en donde validaron la 

prueba, se confirmó sensibilidad del 97%, especificidad del 99% y alta 

reproducibilidad (Pierce et al., 2017). La interpretación de los resultados de mCIM 

son menos subjetivos que los emitidos por pruebas colorimétricas como Carba NP. 

El mCIM se agregó al documento CLSI M100 en la edición 2018 (CLSI, 2021) como 

un método adecuado para la de detección de carbapenemasas, sin embargo, esta 

prueba lleva mucho tiempo, ya que los mejores resultados se obtienen cuando las 

placas de agar se incuban durante 12 a 18 h (Van Der Zwaluw et al., 2015). 

Pruebas de sinergia basadas en inhibidores  



Las pruebas de sinergia basadas en inhibidores se basan en la capacidad de ciertos 

sustratos para inhibir la acción de las CPMs (Doi & Paterson, 2015). Este proceso 

implica la prueba de un carbapenémico con y sin la adición de distintos inhibidores 

con la capacidad de inhibir diferentes tipos de CPMs. Los métodos basados en 

inhibidores a menudo usan los principios de la prueba de susceptibilidad por disco 

(por ejemplo, la prueba de sinergia de doble disco [DDST] y la prueba de disco 

combinada [CDT]). La interpretación es subjetiva con el DDST, pero está 

estandarizada con el CDT (por ejemplo, la diferencia de diámetro de zona por mm 

es indicativa de una prueba positiva). La principal desventaja con estos métodos es 

el tiempo largo de respuesta, entre 18 y 24 h. Los inhibidores más utilizados incluyen 

derivados de ácido borónico para la inhibición de KPC y quelantes de metales como 

EDTA y ácido dipicolínico para la inhibición de MBLs (Doi & Paterson, 2015). A 

menudo se usan en combinación con inhibidores de AmpC, como la cloxacilina, 

para distinguir las CPMs de los aislados con mutaciones de porina que producen 

altos niveles de enzimas AmpC. 

Las tiras de difusión de gradiente también pueden ser opciones confiables y fáciles 

de usar para identificar mecanismos de resistencia específicos y son enfoques 

basados en el crecimiento para la detección de carbapenemasas. Dependen de la 

combinación de un BL y un inhibidor de betalactamasa para detectar distintos tipos 

de carbapenemasas. Las tiras MIC de gradiente KPC tienen sensibilidad informada 

del 92% y especificidad del 100% (Girlich et al., 2013). Las tiras MIC de gradiente 

MBL tienen sensibilidad informada del 94% y especificidad del 95% (Walsh et al., 

2002). 

Los compuestos químicos con propiedades de inhibición específicas para enzimas 

similares a OXA-48 aún no están disponibles para uso clínico. Las enzimas similares 

a OXA-48 confieren resistencia de alto nivel a la temocilina (Hartl et al., 2013), sin 

embargo, la resistencia a temocilina no es específica para las carbapenemasas de 

tipo OXA-48, ya que otros mecanismos de resistencia, incluidas ciertas 

carbapenemasas no similares a OXA-48, BLEE y AmpC combinados con pérdida 

de porina, también pueden causar resistencia a la temocilina (Hartl et al., 2013; Van 

Dijk et al., 2014). Cuando se combina con resultados negativos obtenidos con 

pruebas basadas en inhibidores para carbapenemasas, la resistencia a temocilina 

tiene la capacidad de predecir la presencia de enzimas similares a OXA-48 (Hartl et 

al., 2013). 

Prueba Carba NP  

El método Carba NP fue informada inicialmente 

por investigadores franceses en 2012 (L. Dortet et al., 2014).  La prueba Carba NP 

detecta CPMs midiendo la hidrólisis in vitro de imipenem en extractos bacterianos 

al producirse cambios de color en aproximadamente 2 h. La hidrólisis de imipenem 

da como resultado un derivado carboxílico, que a su vez disminuye el pH, 

produciendo un cambio de color del indicador rojo de fenol presente en el medio, de 



rojo a amarillo (L. Dortet et al., 2014). Tiene sensibilidad del 73 al 100% para 

detectar la mayoría de las CPMs (Tijet et al., 2013; Vasoo et al., 2013). Sin embargo, 

la sensibilidad para CPMs similares a OXA-48 es significativamente menor y en otro 

estudio fue solo del 6% (Papagiannitsis et al., 2015). Además, la prueba Carba NP 

requiere la preparación de reactivos con una vida útil corta, y la interpretación de los 

resultados es muy subjetiva al momento de la lectura que depende del 

observador. Se han descrito muchas variantes de la prueba Carba NP con 

modificaciones en el inóculo, los reactivos de extracción, el pH inicial, los 

indicadores de pH y los tiempos de lectura, como la prueba Blue Carba, que utiliza 

el indicador de pH azul de bromotimol (Pires et al., 2013).  

Desde 2015, el CLSI ha abogado por el uso de una versión modificada de esta 

metodología para la verificación rutinaria de CPMs en enterobacterias (CLSI, 2021). 

El procedimiento sustituyó la utilización de colonias directas en vez de un 

extracto bacteriano, las cuales se incorporan a un proceso de incubación dentro de 

una solución que contiene imipenem, sulfato de zinc y rojo de fenol, y la actividad 

de las carbapenemasas se muestra por un cambio de color rojo a naranja o amarillo 

debido a la presencia de ácidos, como productos de la descomposición del 

imipenem.  

En una investigación que compara 191 aislados de enterobacterias, la prueba 

Carba NP modificada tuvo sensibilidad mayor del 99% (IC 95%, 95 a 100), con 

especificidad del 100% (IC 95%, 93 a 100%) (Tamma, Opene, et al., 2017). Otros 

estudios han obtenido resultados más modestos con la prueba de Carba NP 

modificada. Tijet y cols., demostraron que la sensibilidad de la prueba para detectar 

carbapenemasas similares a OXA-48 aumentó de 56% a 71% en la prueba Carba 

NP modificada con respecto a la prueba original y descubrieron que los aislados 

mucoides eran particularmente propensos a dar resultados falsos negativos (Tijet et 

al., 2013). 

Ensayo colorimétrico 

La prueba β-CARBA (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, Francia) es una prueba 

cromogénica comercialmente rápida y fácil de usar (Compain et al., 2016). Esta 

prueba se basa en el cambio de color de un sustrato cromogénico no revelado en 

presencia de enzimas con efecto hidrolítico sobre carbapenémicos (Bernabeu et al., 

2017). Una colonia se resuspende en 200 μL de una mezcla de reacción y se incuba 

a temperatura ambiente durante 30 min, un cambio de color de amarillo a rojo 

anaranjado o púrpura indica la presencia de actividad hidrolítica sobre el 

carbapenémico. El fabricante informa que es 89.4% sensible y 97.8% específica 

para la detección de las CPMs más comunes. Un estudio de validación encontró 

que la sensibilidad general y la especificidad de la prueba β-CARBA para la 

detección de CPE (por ejemplo, 85.1% y 92.7%, respectivamente) fueron menores 

que con la prueba Carba NP (Compain et al., 2016). 



Estudios realizados con la prueba β-Carba han mostrado que este kit puede resultar 

ser una alternativa altamente confiable, rápida y rentable con respecto a otras 

pruebas cromogénicas previamente desarrolladas para la detección de CPE 

(Bernabeu et al., 2017; Hinić et al., 2018). Su principal ventaja es su tiempo práctico 

extremadamente corto de menos de 3 minutos en ausencia de cualquier requisito 

de extracción de proteínas o preparación de soluciones antibióticas. 

Prueba indirecta de carbapenemasas 

La prueba de CPM indirecta (ICT) recientemente lanzada por MAST es un 

dispositivo de prueba en papel (Mathers et al., 2013), que tiene tres discos como 

puntas; uno para el control negativo, otro para el organismo prueba y el disco medio 

que contiene el carbapenémico. En dicho método se inoculan de 3 a 5 asadas de 1 

μL del organismo problema en la punta de papel donde corresponde la muestra 

problema y una cepa de E.coli susceptible a carbapenémicos de manera similar en 

la punta del control negativo. El dispositivo se invierte y se coloca firmemente en 

una placa de agar Mueller Hinton que ha sido sembrada previamente con un césped 

de E.coli susceptible. La placa se incuba de 16 a 20 h y cualquier distorsión 

resultante de la zona del disco indicador se considera positiva para la producción 

de CPMs, las cuales degradan al carbapenémico que se difunde del disco al medio, 

dando la posibilidad de que exista crecimiento de E.coli dentro del halo de inhibición 

(Mathers et al., 2013). Esta prueba tiene sensibilidad del 100% para la detección de 

las CPMs más comunes, pero es más subjetiva de interpretar que la prueba mCIM, 

mostrando una especificidad del 70,3% (Creighton & Tibbs, 2017). 

Ensayo electroquímico 

La prueba BYG Carba es un método electroquímico nuevo para la confirmación 

rápida de CPE, ya que reconoce la hidrólisis de carbapenémicos mediante una 

reacción electroquímica en la que está implicado un cambio de pH (Bogaerts et al., 

2016). La prueba BYG Carba detecta variaciones de conductividad de un electrodo 

recubierto con polianilina (un polímero electrosensible). La polianilina es altamente 

sensible a las modificaciones del pH y la actividad redox, que ocurren durante la 

reacción de hidrólisis enzimática del imipenem por acción de una CPM. Estas 

modificaciones, pueden medirse y controlarse en tiempo real mediante la prueba 

BYG Carba, la cual es indicativa para la presencia de enzimas con actividad 

hidrolítica sobre carbapenémicos, incluidas las cinco familias principales de CPMs 

(VIM, NDM, IMP, KPC, OXA-48). El principal inconveniente de este método es que 

en su formato original (BYG v1.0) se requería una suspensión bacteriana pesada 

(McFarland 4 correspondiente a +/- 109 UFC/mL) análoga a la empleada en los 

ensayos colorimétricos. Para una segunda versión de la prueba, se empleó un 

inóculo más pequeño (el cual corresponde solo de una a tres colonias, es decir, 

aproximadamente a 106 UFC/mL) depositado directamente en el electrodo (tiempo 

de práctica de aproximadamente un minuto). Esta carga bacteriana reducida 

permite el uso de la placa de cultivo primaria y evita la necesidad de un subcultivo 



adicional. La prueba BYG Carba con este nuevo protocolo (v2.0) fue validada en un 

ensayo multicéntrico que se realizó en cuatro laboratorios con reconocida 

experiencia en la caracterización de los mecanismos de resistencia a los 

antimicrobianos en Europa. Los resultados están disponibles dentro de 30 minutos, 

y la evaluación realizada por estos cuatro centros mostró sensibilidad y 

especificidad de hasta 99.7% y 100%, respectivamente, para la detección de CPE. 

Al considerar el rendimiento de la prueba para detectar familias individuales de 

CPMs, el BYG Carba v2.0 detectó las cinco familias principales de estas con una 

sensibilidad que oscila entre 86.7% para IMP y 100% para KPC. En particular, 

122/127 (96.1%) organismos productores de tipo OXA-48 fueron detectados 

correctamente por BYG Carba v2.0 así como, CPMs menos comunes como SME, 

NMC-A, y GIM-1 (Bogaerts et al., 2017) 

Ensayos espectrofotométricos 

Se ha introducido el método bioquímico basado en el ensayo de espectrofotometría 

UV para la identificación de CPE ((Bernabeu et al., 2012)148). Este método se 

realiza en varios pasos, los cuales incluyen: un cultivo de 18 horas (en algunos 

casos puede reducirse a 8 horas), seguido de un paso para la extracción de 

proteínas y por último se mide la hidrólisis del carbapenémico posterior a su 

contacto con el extracto proteico usando un espectrofotómetro UV. La hidrólisis del 

carbapenémico en presencia o ausencia de inhibidores (p. Ej., EDTA o ácido 

dipicolínico para MBLs, tazobactam o ácido clavulánico para KPC, NaCl in vitro para 

la mayoría de las oxacilinasas), realizada con extractos de células crudas o enzimas 

parcialmente purificadas, podría proporcionar información adicional sobre el tipo de 

enzima.  

La espectrofotometría UV mostró en un estudio sensibilidad y especificidad del 

100% para la detección de CPE. Sin embargo, esta metodología no está disponible 

para el diagnóstico clínico, ya que estas técnicas requieren mucho tiempo y a su 

vez requieren personal capacitado, por lo cual generalmente solo son aplicadas en 

investigación (Laurent Dortet et al., 2014). 

MALDI-TOF/MS 

La tecnología MALDI-TOF/MS ha sido establecida para la identificación microbiana 

tanto a nivel de género como de especie. Se han encontrado dos aplicaciones 

principales de la tecnología MALDI-TOF/MS para la identificación rápida CPE. El 

primero, está basado en un enfoque de la actividad hidrolítica de las CPMs, 

mediante la búsqueda de los productos de degradación del carbapenémico. El 

segundo enfoque se basa en la búsqueda específica de un pico del espectro emitido 

y asociado a un plásmido, portador de una CPM conocida.  

Con respecto a la actividad hidrolítica, se han descrito varios 

protocolos;  (Burckhardt & Zimmermann, 2011; Jaroslav Hrabák et al., 2011, 

2012). Con la hidrólisis del BL con la tecnología MALDI-TOF/MS, la sensibilidad y 



especificidad informadas varían del 77% al 100% y del 94% al 100%, 

respectivamente, con un tiempo de respuesta de 4 h. Sin embargo, la prueba 

MALDI-TOF/MS como la Carba NP tiene dificultades para detectar enzimas OXA-

48, y por ello, las enterobacterias que tienen estas enzimas pueden dar resultados 

falsos negativos (J. Hrabák et al., 2014). Algunos estudios han corroborado que el 

imipenem es el mejor carbapenémico para la detección de bacterias portadoras de 

betalactamasas similares a OXA-48 (Oviaño et al., 2016), y la adición de 

bicarbonato de amonio al medio incrementa la capacidad de MALDI-TOF/MS para 

detectar las OXA-48 (Studentova et al., 2015). Investigaciones recientes, sugieren 

que la inclusión de temocilina, que sugiere actividad de OXA-48, puede detectar 

efectivamente este mecanismo de resistencia (Oviaño et al., 2016). 

Recientemente, se exploró el papel de los inhibidores de CPMs, uno de ellos es el 

ácido fenilborónico, el cual inhibe a las de clase A, lo cual ocasiona que no se altere 

el espectro del carbapenémico posterior al proceso de incubación con alguna de 

estas enzimas, mientras que el espectro del carbapenémico estudiado se sigue 

viendo alterado en el caso de estar en contacto con productores de MBLs. Por el 

contrario, al agregar el ácido dipicolínico como agente quelante, los espectros 

emitidos de la forma hidrolizada de ertapenem permanecen en entornos con 

carbapenemasas de clase A, pero los picos asociados con dicha molécula no se 

ven alterados en el caso de los productores de MBLs (Oviaño et al., 2016). 

Recientemente, Bruker Daltonics (BD) lanzó un módulo de software, llamado MBT 

STAR-BL, para el análisis automático de espectros de masas en hidrólisis de 

fármacos que se ha integrado en el software MBT Compass para la identificación 

de especies (Saleh et al., 2018). El software se acompaña de protocolos detallados 

para la preparación manual de reactivos. Posteriormente, se lanzó el kit MBT STAR-

Carba IVD, es el primer ensayo de detección de resistencia con espectrometría de 

masa certificado y en combinación con el MBT STAR-BL, mostró sensibilidad del 

100% y especificidad de 98,2% para la detección de CPE, incluidas cepas con 

variantes similares a OXA-48, dentro de un tiempo de respuesta de 55 min (Laurent 

Dortet et al., 2018). 

Por otra parte, la observación del espectro asociado al plásmido funciona de manera 

completamente diferente. Los investigadores de los Institutos Nacionales de Salud 

evaluaron retrospectivamente los perfiles de proteínas del plásmido pKpQIL que 

porta el gen blaKPC-3 involucrado en un brote de K. pneumoniae en Estados Unidos. 

(Lau et al., 2014). Se identificó un pico dentro del espectro emitido de 

aproximadamente 11,109 Da, el cual corresponde a un producto génico 

del plásmido pKpQIL portador de blaKPC-3 común a todos los aislados de K. 

pneumoniae productoras de CPMs y ausente de un conjunto diverso de controles 

(Lau et al., 2014). La identificación de plásmidos usando este método por medio de 

la tecnología MALDI-TOF/MS se logró en tan solo 10 minutos a partir de colonias 

aisladas. Un trabajo posterior de los mismos investigadores, incluyeron 140 aislados 

de enterobacterias, se mostró sensibilidad y especificidad superiores al 95% (Youn 



et al., 2016). Los investigadores proponen que los picos característicos dentro de 

un espectro emitido pueden ser útiles para rastrear otros plásmidos que confieren 

resistencia a carbapenémicos. 

Es importante destacar que el uso de la tecnología MALDI-TOF/MS para la 

detección de CPMs por el método de hidrólisis requiere configuración diferente del 

instrumento a las utilizadas tradicionalmente para la identificación microbiana 

aprobada por la FDA, además de validación interna. Actualmente, el enfoque de 

hidrólisis MALDI-TOF/MS para la detección de CPMs requiere la preparación de 

reactivos y un conocimiento avanzado de la configuración del instrumento MALDI-

TOF/MS. Aunque el pico asociado con el plásmido es prometedor, solo se ha 

evaluado para un solo gen de CPM asociado con el plásmido. 

Inmunoensayos de flujo lateral  

El ensayo de flujo lateral inmunocromatográfico se basa en una reacción antígeno-

anticuerpo realizada en papel cromatográfico y es fácil de realizar con resultados 

rápidos, son métodos basados en anticuerpos para identificar el grupo específico 

de la CPM producida, inclusive cuando múltiples tipos de ellas están presentes 

simultáneamente (Boutal et al., 2017; Glupczynski et al., 2016; Saleh et al., 

2018). Recientemente, se han desarrollado varios inmunoensayos de flujo lateral 

(LFIA), estos generalmente permiten la detección de una o algunas de las CPMs 

más importantes desde el punto de vista epidemiológico. Los LFIA se han 

desarrollado para la detección de CPE tipo: NDM, IMP, similares a OXA-48, KPC y 

similares a OXA-48, KPC y NDM (Tamma & Simner, 2018). Los datos disponibles 

sugieren que los LFIA producen resultados precisos de aislamientos cultivados en 

15 minutos.  

Recientemente, se evaluó un LFIA dirigida a las cinco familias principales de CPMs 

(es decir, KPC, NDM, VIM, IMP y similares a OXA-48) (Boutal et al., 2018). Tanto 

en los estudios retrospectivos como prospectivos, la sensibilidad del NG-Test Carba 

5 fue del 100% (Boutal et al., 2018). La especificidad fue del 95% para la cohorte 

retrospectiva y del 100% para la cohorte prospectiva, con dos enzimas OXA no CPM 

(una OXA-405 y dos enzimas OXA-163) mal clasificadas como enzimas similares a 

OXA-48 (Boutal et al., 2018). Es importante destacar que Carba5 pudo detectar con 

precisión los aislamientos que producen dos CPMs (p. Ej., de tipo NDM y OXA-48), 

y no se observó reactividad cruzada con CPMs no dirigidas (p. Ej., GES, SME, etc.).  

El NG-Test Carba 5 y/o LFIA similares pueden ofrecer enfoques precisos, rápidos 

rentables y fáciles de usar, por lo cual, es plausible que en el futuro los laboratorios 

de microbiología clínica puedan identificar la presencia de CPMs específicas con 

enfoques muy similares a los de base molecular. 

 

 



Pruebas genotípicas 

Las técnicas moleculares son altamente sensibles y específicas para la detección 

de genes de CPMs entre enterobacterias y por lo tanto son consideradas como gold 

estandard para su identificación. La estrategia básica para la identificación de este 

tipo de enzimas se basa en tecnología de amplificación de los genes que confieren 

resistencia a carbapenémicos, y su secuenciación para confirmar el subtipo 

específico (Matsumura & Pitout, 2016). Además, las técnicas de hibridación se han 

usado comúnmente para la identificación de genes de CPMs en laboratorios de 

investigación y centros de referencia. Para fines de diagnóstico, la detección de 

genes es suficiente, mientras que la identificación de subtipos es más relevante para 

los programas de vigilancia epidemiológica. 

Los ensayos moleculares se realizan principalmente en aislados de cultivos 

bacterianos, y algunos ensayos también ya se han validado para la identificación de 

genes de CPMs directamente de muestras clínicas. Varios métodos internos de 

amplificación de genes por medio de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

como: sistemas de PCR en tiempo real comerciales y microarreglos de ADN están 

disponibles para uso clínico de rutina y generalmente tienen como objetivo 

identificar diferentes CPMs de manera simultánea. Es importante tener en cuenta 

que algunos genes similares a CPMs tienen una variación significativa en las 

secuencias de nucleótidos, lo que lleva a resultados falsos negativos (Findlay et al., 

2014), mientras que ciertos subtipos de betalactamasas sin actividad hidrolítica en 

carbapenémicos pueden producir resultados falsos positivos (Laurent Dortet et al., 

2016).  

Las ventajas de las pruebas moleculares basadas en ácidos nucleicos, en 

comparación con las pruebas fenotípicas convencionales basadas en cultivos, 

incluyen: tiempo de respuesta rápida; identificación definitiva de genes específicos 

de CPMs; y, en algunos casos, la capacidad de realizar pruebas directamente a 

partir de muestras clínicas sin la necesidad del cultivo. Las desventajas de los 

métodos moleculares incluyen los costos relativamente altos (en comparación con 

la mayoría de las pruebas fenotípicas), la capacidad de detectar solo genes de CPM 

específicas en el ensayo (en comparación con los ensayos de hidrólisis) y los 

tiempos de respuesta son relativamente más largos (en comparación con las 

pruebas fenotípicas rápidas como las tecnologías de flujo lateral, que tienen tiempos 

de respuesta de minutos vs horas). 

PCR casera 

Los ensayos de PCR multiplex internos pueden detectar simultáneamente a los 

genes de CPMs más comunes (por ejemplo, blaOXA-48, blaKPC, blaNDM, blaVIM y blaIMP) 

(Doyle et al., 2012). El ensayo multiplex más disponible tiene la capacidad de 

identificar 11 genes diferentes de CPE en tres reacciones separadas (Gans & 

Wolinsky, 2008). 



La amplificación isotérmica mediada por bucle (LAMP) es una metodología, rápida, 

rentable y fácil de realizar que requiere solo un baño de agua o un bloque de 

calentamiento para obtener una temperatura constante. Los resultados se pueden 

interpretar a simple vista o con luz ultravioleta. Srisrattakarn y col. publicó un ensayo 

LAMP para la detección de blaOXA-48, blaKPC, blaNDM, blaVIM y blaIMP-14 con un tiempo 

de reacción de 60 min (Srisrattakarn et al., 2017). 

El ensayo Luminex xTAG es de bajo costo que puede detectar 46 betalactamasas 

en 5 h (Ceyssens et al., 2016). El ensayo utiliza PCR de ligación de oligonucleótidos 

multiples y detección basada en sonda compatible con xTAG utilizando el sistema 

MAGPIX Dx para interpretar los resultados. 

PCR en tiempo real 

La PCR en tiempo real, es superior en términos de especificidad y rapidez, requiere 

menos mano de obra, pero es más costosa que una PCR convencional. Monteiro y 

col. desarrollaron un ensayo de solo una reacción para blaOXA-48, blaKPC, blaNDM, 

blaVIM, blaIMP y blaGES utilizando análisis de curva de fusión (Monteiro et al., 2012). 

También se han informado ensayos basados en sondas para la detección 

simultánea de blaOXA-48, blaKPC y blaNDM (T. D. Lee et al., 2015), así como para blaOXA-

48, blaKPC, blaNDM, blaVIM y blaIMP (Van der Zee et al., 2014). 

Otros métodos Check-Direct CPE, EntericBio CPE, Amplidiag CarbaR+VRE assay 

y Amplidiag CarbaR+MCR (Pitout et al., 2020) incluyen reactivos de PCR y utilizan 

instrumentos de PCR multiplex en tiempo real por ejemplo, el instrumento 

LightCycler 480 y el sistema de tiempo real Applied Biosystems 7500. El ensayo de 

sonda de línea de CPMs AID puede detectar 13 genes de CPMs en una sola 

reacción (Bloemberg et al., 2017). Un ensayo molecular rápido usando LAMP ha 

estado disponible como Eazyplex superbug CRE (García-Fernández et al., 2014). 

Este ensayo proporciona resultados en 15 minutos para la amplificación de 7 genes 

de resistencia, así como un control interno. 

Las ventajas de los ensayos comerciales incluyen la aprobación como pruebas de 

diagnóstico clínico. Estos ensayos están validados principalmente para la detección 

directa de genes de CPMs en muestras clínicas. Las desventajas incluyen un alto 

costo y un rendimiento de detección incierto para los subtipos blaOXA-48 debido a la 

falta de disponibilidad de secuencias de oligonucleótidos específicos. 

Microarreglos  

Las técnicas de hibridación de ADN en formato de microarreglos permiten la 

detección simultánea de muchas secuencias. En 2010, Ulyashova et al. (Ulyashova 

et al., 2010) desarrolló un microarreglo capaz de identificar CPMs de tipo KPC, OXA, 

IMP, SPM, VIM, SIM y GIM. Este método proporciona excelente sensibilidad y 

especificidad. Las CPMs y otras betalactamasas también pueden ser detectadas 

directamente de hemocultivos. Sin embargo, la sensibilidad puede verse 



influenciada por el método utilizado para la extracción de ADN. Con excepción de 

los hemocultivos, los microarreglos para la detección de betalactamasas aún no se 

han validado para otras muestras clínicas. La ventaja de los ensayos basados en 

microarreglos es la capacidad de detectar simultáneamente una gran cantidad de 

genes. Las principales limitaciones son el alto costo, el tiempo de respuesta y la 

mano de obra asociada con el procedimiento. El kit Check-MDR CT103 XL puede 

detectar simultáneamente 11 genes diferentes de CPMs (Cunningham et al., 2016).  

Sistemas automatizados de PCR 

El uso de sistemas de PCR comerciales totalmente automatizados reduce la carga 

de trabajo y el tiempo de respuesta. Estos incluyen el sistema GeneXpert que es un 

sistema basado en cartuchos de uso fácil que solo requiere la carga de muestras 

(Smith et al., 2016). El sistema BD MAX, es un kit comercial listo para usar, permite 

protocolos desarrollados por el usuario, y se han informado varios ensayos internos 

(Hofko et al., 2014) y comerciales (Antonelli et al., 2016). 

Algunos otros métodos muy recientes incluyen los siguientes: La prueba de 

identificación de cultivo de sangre ePlex (BCID) GenMark. El panel de neumonía 

BioFire FilmArray y el panel Unyvero LRT. El ensayo GenePOC Carba se lanzó 

recientemente como una prueba de punto de atención para detectar los genes  

blaKPC, blaNDM, blaVIM, blaOXA-48 y blaIMP (De Jonge et al., 2016). 

Secuenciación 

La secuenciación del genoma completo (WGS, por sus siglas en inglés) se basa en 

tecnología de secuenciación de próxima generación, puede reconstruir genomas 

bacterianos, permitiendo la detección de todas las CPMs conocidas y sus variantes. 

El método es más rentable y menos lento que las técnicas de secuenciación 

estándar. La WGS se está convirtiendo en el pilar de los estudios epidemiológicos 

moleculares debido a su precisión y capacidad de análisis exhaustivo, incluida la 

relación clonal, los plásmidos, los genes de virulencia, los elementos genéticos 

móviles y los tipos de fagos (Hughes et al., 2016; Rimoldi et al., 2016; Roberts et 

al., 2020).  

Las bases de datos de genes de resistencia, como ResFinder, ARG-ANNOT y 

CARD, se utilizan con frecuencia para la detección integral de genes implicados en 

la resistencia bacteriana. ResFinder ha sido utilizado comúnmente por 

investigadores y laboratorios clínicos debido a la disponibilidad de una interfaz web 

fácil de usar (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/). Sin embargo, para la 

identificación definitiva de las variantes de blaOXA-48, se debe consultar la base de 

datos NCBI de referencia (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA313047) 

(Pitout et al., 2020). 
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Método 

1. Diseño del estudio: experimental retrospectivo 

2. Población de estudio: 48 aislados clínicos de enterobacterias portadoras 

de CPMs recuperados del cepario del laboratorio de microbiología clínica del 

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán del 

período de 2013 a 2016. Los aislados se recuperaron en agar sangre de 

carnero. Los aislados fueron previamente caracterizados mediante la 

detección de genes que confieren resistencia a carbapenémicos por PCR. 

3. Variables: 

• Solvente del carbapenémico 

• Características de lectura (intensidad de láser, número de disparos, marco 

de lectura) en el equipo MALDI-TOF/MS 

• Concentración del antibiótico empleado durante el protocolo  

• Tipo de CPM, que el método es capaz de identificar 

4. Metodología 

4.1 Preparación de reactivos 

1. Preparación de la solución stock de ertapenem 

1.- Se determinó la potencia del antibiótico en base a la pureza reportada en su 

certificado de análisis. Se pesaron 5.14 mg de sal sódica de ertapenem (Sigma-

Aldrich), se disolvieron en 1 mL de agua inyectable para obtener una solución stock 

de 5,000 µg/mL. 

2.- Del stock se hicieron diluciones en solución amortiguadora de HCO3NH4 

(MEYER, Ciudad de México, México) 10 mM para obtener concentraciones de: 500, 

200, 100 y 50 µg/mL, de las cuales se hicieron alícuotas de 20 µL, que fueron 

almacenadas a -70°C hasta su uso. 

2. Preparación de la solución matrix (BD) 

Se pesaron 2.5 mg de ácido α-ciano-4-hidroxicinámico liofilizado (HCCA) (BD, 

Alemania) y se disolvieron en 250 µL de solvente orgánico (50% de acetonitrilo 

grado HPLC [Sigma-Aldrich, MO, US) 2.5% de ácido trifluoroacético (SIGMA) y 

47.5% de agua. 

4.2 Configuración del equipo MALDITOF/MS Bruker Daltonics. 

1. Se utilizó el programa operativo flexControl 3.4 de BD para la lectura del espectro 

de masas del ertapenem. 

Se creó un método de lectura dentro del programa operativo del equipo MALDI-

TOF/MS denominado “flexControl”, en la pestaña denominada “AutoXecute” en la 



cual se realizaron los cambios de configuración general para la obtención de 

espectros de interés, dichas modificaciones fueron las siguientes:  

General: Nombre del método: 

D:\Methods\flexcontrolMethods\MBT_FC.parcarba.par; descripción: susceptibilidad 

carbapenémicos. 

Laser: Poder inicial del láser: 17%; poder máximo del láser: 24%.  

Evaluation: Selección de picos: se utilizó un marco de lectura de masas de 0 a 

1000 Da; se usó la lista de antecedentes: fondo; exclusión de picos: ignorar 1 pico 

más grande en el rango de masa definido; el pico debe ser superior a 300; control 

difuso: proteínas/oligonucleótidos. 

Accumulation: Resumen: 200 disparos satisfactorios en 200 pasos de disparos. 

Movement: Patrón aleatorio; disparos en el punto de importancia: 200. 

Processing: Método FlexAnalysis: Centroid. 

4.3 Caracterización del espectro de la matrix (HCCA) para su uso en la calibración 

del método 

1.- Se colocó 1 µL de la solución amortiguadora de HCO3NH4 10 mM en un pozo de 

la placa de acero de 96 pozos (BD), se dejó secar al aire y se agregó 1 µL de matrix 

en el mismo pozo, se dejó secar al aire y se leyó en el equipo bajo las condiciones 

previamente descritas en un rango de 200 a 600 Da.  

2.- Obtenido el espectro, se analizó en el programa FlexAnalysis (BD) en busca de 

uno de los picos reportados en la literatura para el HCCA de 379 Da. 

3.- Dicho proceso se repitió 10 veces, hasta que se logró identificar y caracterizar la 

presencia de dicho pico en los espectros emitidos para obtener reproducibilidad. 

4.4 Caracterización del espectro de ertapenem (curva de concentraciones)  

1.- Después de caracterizar el pico de interés del HCCA, este fue utilizado como 

calibrador para caracterizar el espectro emitido por el ertapenem. 

2.- Se sacaron del ultra congelador un juego de alícuotas de las diluciones de 

ertapenem previamente preparadas (500, 200, 100 y 50 µg/µL) y se descongelaron 

a temperatura ambiente. 

3.- Una vez descongeladas las alícuotas, se agregó 1 µL de cada dilución en 

diferentes pozos de la placa metálica BD, se dejaron secar y se agregó 1 µL de 

matrix en el mismo pozo, se secó al aire libre y se leyó el espectro en el equipo bajo 

las condiciones previamente descritas en un rango de 200 a 600 Da. 



4.- Obtenidos los espectros se analizaron por medio del programa flexAnalysis en 

busca de los picos de 450Da, 476 Da, 498 Da, y 521Da que genera el ertapenem 

informados en la literatura. 

5.- Reproducibilidad. El proceso se repitió 10 veces con las distintas 

concentraciones preparadas, hasta que se logró identificar y caracterizar la 

presencia de dichos picos en los espectros emitidos. 

4.5 Estandarización de la estabilidad del antibiótico durante la incubación 

1.- Se utilizó la molécula del HCCA como calibrador para caracterizar el espectro 

del ertapenem. 

2.- Se descongelaron alícuotas de las diluciones de ertapenem previamente 

preparadas (500, 200, 100 y 50 µg/µL) a temperatura ambiente. 

3.- Para comprobar la estabilidad del antibiótico, se incubaron las alícuotas a 37°C 

± 1°C durante 2.5 h. 

4.- Después de la incubación, se agregó 1 µL de cada dilución en los diferentes 

pozos de la placa metálica BD, se dejó secar y se agregó 1 µL de matrix, se dejó 

secar al aire y se realizó la lectura del espectro en el equipo bajo las condiciones 

previamente descritas en un rango de 200 a 600 Da, obtenidos los espectros se 

analizaron por medio del programa flexAnalysis en busca de los 4 picos descritos 

en el punto 4.   

4.6 Estandarización de la estabilidad del antibiótico durante su almacenamiento en 

congelación 

1.- Se utilizó la molécula del HCCA como calibrador para caracterizar el espectro de 

ertapenem. 

2.- Se descongelaron las alícuotas de las diluciones de ertapenem (500, 200, 100 y 

50 µg/µL), después de haber transcurrido el primero, segundo y tercer mes. 

3.- Después de descongeladas las diluciones, se agregó 1 µL de cada una en 

diferentes pozos de la placa metálica BD, se dejaron secar al aire y se agregó 1 µL 

de matrix, se dejaron secar al aire y se leyó la placa en el equipo bajo las 

condiciones previamente descritas en un rango de 200 a 600 Da. 

4.- Obtenidos los espectros se analizaron por medio del programa flexAnalysis para 

buscar los 4 picos descritos en el punto 4. 

4.7 Estandarización del control blanco 

1.- Se realizaron experimentos para garantizar que no hubiera interferencia que 

afectara el espectro del antibiótico al estar presente la bacteria a probar. 

2.- Se tomó el cultivo de la cepa de E. coli ATCC® 25922TM de 24 h de crecimiento 

en agar sangre de carnero al 5% (ASC) con un asa estéril de 1 µL (de 1 a 5 colonias), 



y se agregó a una alícuota de 20 µL de HCO3NH4 10 mM sin antibiótico y el tubo se 

agitó en vortex durante10 s. 

3.- Una vez homogenizada la muestra se incubó a 37°C ± 1°C durante 2.5 h.  

4.- Después de la incubación se centrifugó a 14,000 ×g, durante 2 min. 

5.- Se tomó1 µL del sobrenadante y se colocó en uno de los pozos de la placa 

metálica BD, se dejó secar al aire y se agregó 1 µL de matrix, se dejó secar al aire 

y se leyó la placa en el equipo bajo las condiciones previamente descritas en un 

rango de 200 a 600 Da. 

6.- Obtenido el espectro se analizó por medio del programa flexAnalysis y se 

determinó si durante la incubación se había producido algún pico del espectro que 

pudiera ocasionar interferencia dentro del intervalo de lectura de 200 a 600 Da. 

7.- Dicho proceso se repitió 10 veces para determinar que no hubiera interferencias.  

4.8 Estandarización del control negativo 

1.- Se descongelaron las alícuotas de las diluciones de ertapenem (500, 200, 100 y 

50 µg/µL) a temperatura ambiente. 

2.- Se tomó el cultivo de la cepa de E. coli ATCC® 25922TM de 24 h de crecimiento 

en agar sangre de carnero (ASC) con un asa estéril de 1 µL (de 1 a 5 colonias), y 

se agregaron a cada alícuota del ertapenem, los tubos se agitaron en vortex 

durante10 s. 

3.- Una vez homogenizadas las muestras se incubaron a 37°C ± 1°C durante 2.5 h.  

4.- Después de la incubación los tubos se centrifugaron a 14,000 ×g, durante 2 min. 

5.- De cada sobrenadante se tomó 1 µL y se depositaron en diferentes pozos de la 

placa metálica BD, se dejaron secar al aire y se agregó 1 µL de matrix, se dejó secar 

al aire y se leyeron en el equipo bajo las condiciones previamente descritas en un 

rango de 200 a 600 Da. 

6.- Obtenidos los espectros se analizaron por medio del programa flexAnalysis en 

busca de los 4 picos descritos en el punto 4. 

7.- El proceso fue repetido 10 veces con cada una de las concentraciones probadas 

del ertapenem (reproducibilidad). 

4.9 Estandarización de los controles positivos  

1.- Se descongelaron dos juegos de alícuotas de las concentraciones de ertapenem 

(500, 200, 100 y 50 µg/µL) a temperatura ambiente. 

2.- Se sembraron las cepas K. peumoniae ATCC® BAA-1705TM y E. cloacae ATCC® 

BAA-2468TM en ASC para tener cultivos de 24 horas de crecimiento. 



3. Una vez descongelados los tubos con el antibiótico, se inocularon con asa estéril 

de 1 µL (de 1 a 5 colonias) la cepa E. cloacae ATCC® BAA-2468TM, y a otro juego 

de tubos la cepa K. pneumoniae ATCC® BAA-1705TM, los tubos se agitaron en 

vortex durante 10 s. 

4.- Todos los tubos se incubaron a 37°C ± 1°C durante 2.5 h.  

5.- Después de la incubación se centrifugaron a 14,000 ×g, durante 2 min. 

6.- De cada sobrenadante se tomó 1 µL y se colocaron en diferentes pozos de la 

placa metálica BD, se dejaron secar al aire y se colocó 1 µL de matrix en cada pozo, 

se dejaron secar al aire y se leyeron en el equipo bajo las condiciones previamente 

descritas en un rango de 200 a 600 Da. 

7.- Obtenidos los espectros se analizaron en el programa flexAnalysis para 

determinar si había un espectro distinto al que se había estado obteniendo 

anteriormente con el ertapenem, en este caso solo se buscó un pico de interés del 

producto descarboxilado de 450 Da. 

8.- El proceso fue repetido 10 veces con las distintas concentraciones del antibiótico 

(reproducibilidad), para observar el pico del producto de degradación del antibiótico 

debido a la hidrólisis de la CPM presente en las bacterias que se probaron.  

4.10 Evaluación del método para la detección de cepas portadoras de 

carbapenemasas 

Una vez estandarizado el método se procedió a probar los 48 aislados de 

enterobacterias de la siguiente manera: 

1.- Los aislados a probar se descongelaron a 4°C, se incluyeron las cepas control 

2.- Posteriormente, se agitaron en vortex y con asa estéril se tomó una crioperla y 

fue inoculada en ASC mediante estría cruzada, las placas fueron incubadas a 37°C 

± 1°C durante toda la noche. 

3.- Después de la incubación, se observó el crecimiento y la pureza de las cepas 

recuperadas, se preparó una suspensión 0.5 de McFarland y se realizó 

susceptibilidad a ertapenem 10 µg (Becto Dickinson), por la técnica de difusión en 

disco para confirmar el fenotipo de resistencia. 

4.- Se descongelaron alícuotas de 200 µg/mL de ertapenem. 

5.- En cada tubo con el antibiótico, se le agregaron de 1-5 colonias de cada aislado 

a probar, los controles positivos y el control negativo, los tubos fueron agitados en 

vortex, durante 10 s. 

6.- Todos los tubos se incubaron a 37°C ± 1°C durante 2.5 h.  

7.- Después del tiempo de incubación se centrifugaron a 14,000 ×g, durante 2 min. 



8.- En la placa metálica BD primero se colocó 1 µL de la solución amortiguadora de 

HCO3NH4 10 mM y posteriormente se tomó 1 µL del sobrenadante de cada una de 

las cepas para cada pozo de la placa, se dejaron secar al aire y se agregó 1 µL de 

matrix en cada pozo, se dejaron secar y se realizó la lectura de la placa en el equipo 

bajo las condiciones previamente descritas en un rango de 200 a 600 Da. 

9.- Con los espectros generados, se analizó primero el obtenido del HCCA, que fue 

empleado por el programa flexControl 3.4 para calibrar las lecturas obtenidas por el 

equipo, y analizar correctamente los espectros emitidos por los controles positivos, 

control negativo y muestras problema por medio del programa flexAnalysis en busca 

de los 4 picos descritos en el punto 4 

10.- Durante el análisis, los espectros primero fueron validados mediante los 

espectros obtenidos en los controles positivos y el negativo. En el momento en que 

se estaban analizando los espectros de las cepas problema, estos se validaron 

mediante los resultados satisfactorios obtenidos de los controles positivos y el 

negativo.  

11.- El ensayo de detección de hidrólisis de ertapenem por medio de la tecnología 

MALDI-TOF/MS fue repetido 3 veces con la concentración de 200 µm/mL 

(reproducibilidad) en cada cepa. 

Actividades realizadas 

Las descritas en el apartado anterior. 

Objetivos y metas alcanzados 

Mediante este reporte se logró liberar el servicio social. 

Resultados 

1. Estandarización de la prueba en el equipo MALDI-TOF/MS. 

Caracterización del espectro de ertapenem (curva de concentraciones) 

Se logró caracterizar con éxito los 4 picos reportados en la literatura, después se 

analizó la influencia de la concentración del antibiótico sobre cada espectro y se 

determinó si existían diferencias debido a esta variable y así establecer la 

concentración del antibiótico a emplear durante el desarrollo del protocolo. 

No se observaron diferencias entre los espectros obtenidos a distintas 

concentraciones, y por ello se decidió emplear la concentración de 200 µg/mL, 

debido a que era la que más se encontraba reportada en ensayos similares. 

Estandarización de la estabilidad del antibiótico durante la incubación 

En los espectros obtenidos, se analizó la influencia de la temperatura sobre el 

antibiótico con diferentes concentraciones y se observó si había diferencia entre los 



espectros del antibiótico antes y después de la incubación. El espectro de 

ertapenem puro no se alteró por la incubación a 37 +/-1 °C durante 2.5 h. 

Estandarización de la estabilidad del antibiótico durante su almacenamiento en 

congelación 

En los espectros obtenidos, se analizó la influencia de la temperatura y el tiempo de 

almacenamiento en la molécula del antibiótico a distintas concentraciones y se 

determinó si había diferencias entre los espectros del antibiótico previo al 

almacenamiento y posterior a este, tales como el aumento de otros productos de 

degradación, con la intención de establecer su vida útil durante el almacenamiento 

a -70°C. 

No se observaron diferencias entre los espectros del ertapenem recién preparado y 

los espectros del ertapenem almacenado durante 2 meses a -70 ° C. 

Estandarización del control blanco 

Todos los espectros de los sobrenadantes de la cepa incubada sin ertapenem 

(blanco) mostraron perfiles de picos comparables a los del NH4HCO3 puro (Fig. 3, 

ver Anexos), observamos que en todas las repeticiones no se generó ninguna 

molécula o metabolito que pudiera producir ruido durante el análisis del espectro 

emitido para ertapenem. 

Estandarización del control negativo 

Posterior a la incubación de dicho control con ertapenem, se analizó el espectro del 

sobrenadante para observar si había modificaciones del mismo (cambios en la 

intensidad y/o ausencia de picos), y comprobar que la cepa susceptible a 

carbapenémicos no produjera la degradación del antibiótico después de la 

incubación. 

Durante el proceso de estandarización todos los espectros de los sobrenadantes 

posteriores al proceso de la incubación con el control negativo mostraron perfiles de 

picos comparables con los de ertapenem puro. 

Estandarización de los controles positivos  

Posterior a la incubación de dichos controles con ertapenem, se analizó el espectro 

del sobrenadante para observar si había modificaciones del mismo (cambios en la 

intensidad y/o ausencia de picos), y comprobar que las cepas portadoras de CPMS 

produjeran la degradación del antibiótico después de la incubación. 

Durante el proceso de estandarización en todos los espectros de los sobrenadantes 

posteriores al proceso de la incubación con los controles positivos, se pudo 

confirmar el incremento del pico del producto de degradación del antibiótico (450 

Da), así como la disminución del pico perteneciente a ertapenem puro (476 Da), los 

cuales corresponden al espectro característico de la molécula hidrolizada. 



Se analizaron un total de 48 enterobacterias provenientes del cepario del laboratorio 

de microbiología del INNSZ, de las cuales 21 fueron E. coli (44%), 16 K. pneumoniae 

(33%), 8 K. oxytoca (17%), 2 C. freundii (4%) y una cepa de R. ornithinolytica (2%). 

De las 48 cepas estudiadas, 36 eran portadoras de genes similares a blaOXA-48 

(75%), 9 portadoras de genes blaKPC (19%) y 3 portadoras de genes blaGES (6%), tal 

como se muestra en la Tabla 1 (ver Anexos). 

Cuando se realizó la prueba de susceptibilidad a ertapenem por la técnica de 

difusión en disco para verificar que el fenotipo de resistencia siguiera presente en 

las bacterias recuperadas del cepario, se pudo corroborar que con base en los 

criterios de interpretación de susceptibilidad del CLSI en su documento M100 30th, 

2020, 40 cepas seguían presentando un perfil de resistencia a ertapenem (83%), 6 

presentaban un perfil de susceptibilidad intermedia (13%) y dos perdieron su 

fenotipo de resistencia, ya que se mostraron como susceptibles a dicho 

carbapenémico (4%), tal como se muestra en la Tabla 2 (ver Anexos).  

De las 36 cepas resistentes, nueve fueron portadoras de KPC, 33 portadoras de 

CPMs similares a OXA-48 y 3 portadoras de tipo GES. Así mismo, las cepas con 

susceptibilidad intermedia, todas eran portadoras de CPMs similares a OXA-48. De 

las cepas susceptibles, todas fueron portadoras de CPMs similares a OXA-48. 

El ensayo de detección de hidrólisis de ertapenem por medio de la tecnología 

MALDI-TOF/MS fue repetido 3 veces con la concentración de 200 µm/mL, ya que 

se tenía que confirmar la ausencia total o parcial de los picos del espectro del 

carbapenémico, así como el aumento en la intensidad del pico del producto de 

degradación en todos los espectros obtenidos, debido a la presencia de las cepas 

portadoras de CPMs después del proceso de incubación.  

2. Resultados del análisis de las cepas problema en el equipo MALDI-TOF/MS 

Se analizaron todas las bacterias que conservaron su perfil de resistencia a 

ertapenem, se observó que algunas de las cepas (portadoras de enzimas similares 

a OXA-48 y GES) producían picos que representan hidrólisis parcial o ausencia total 

de los picos del carbapenémico, por ello se procedió a realizar una relación 

matemática (MS) con la fórmula: [M/M+E]; en donde M es la  intensidad del 

metabolito y E es la Intensidad del pico del ertapenem, esta relación permitió 

diferenciar el producto descarboxilado de 450 Da y el de ertapenem puro de 476 Da 

(pico de mayor intensidad) después del proceso de incubación, logrando así 

establecer el punto de corte de 0.82, que permitió diferenciar entre las CPE de las 

no CPE. En todas las corridas de las cepas problema, se incluyeron las cepas 

control ATCC con CPE positivo y negativo. 

Los resultados de la MS de las cepas probadas oscilaron entre 0,82 y 1,00 como 

positivas. La MS de las cepas negativas fue de 0.3 a 0.47. Todas las cepas con 

resultado negativo presentaron MS <0,82. Todas las cepas con resultado positivo 

presentaron MS ≥ 0,82, con excepción de dos cepas que solo se podían interpretar 



como positivas mediante la adición de otro criterio, que fue la visualización del 

espectro, dichas cepas eran productoras de CPMs similares a OXA-48 y tenían MS 

menor que el límite calculado, 0.71 y 0.77, respectivamente.  

Mediante la técnica de detección de CPMs por el método de MALDI-TOF/MS, 40/48 

(83.3%) cepas fueron positivas y 8/48 (16.6 %) fueron negativas. De las cepas 

positivas: 9/40 (22.5%) eran portadoras de KPC, 30/40 (75%) portadoras de CPMs 

similares a OXA-48 y 1/40 (2.5%) fue portadora de tipo GES. De las cepas 

negativas, 6/8 (75%) eran portadoras de enzimas similares OXA-48 y 2/8 (25%) de 

tipo GES. De las cepas portadoras de similares a OXA-48 que dieron un resultado 

negativo, 2/6 (33%) fueron susceptibles a ertapenem. Los resultados fueron 

obtenidos por triplicado. 

Todos los resultados que fueron incongruentes entre el proceso de caracterización 

inicial (PCR), fenotípico y de detección de hidrólisis por MALDI-TOF/MS fueron 

sometidos a la detección de CPMs mediante la prueba mCim. Además, fueron 

analizadas nuevamente mediante PCR y secuenciación para la detección de genes 

implicados en la producción de CPMs y los resultados fueron: 

Se encontraron dos grupos de cepas con resultados atípicos, en el primer grupo se 

encontraron dos cepas de E. coli portadoras de enzimas similares a OXA-48 y dos 

E.coli portadoras de enzimas tipo GES. Este grupo se caracterizó por presentar un 

fenotipo de resistencia a ertapenem por medio de la técnica de difusión en disco, 

pero al momento de realizar la prueba por MALDI-TOF, estas dieron un resultado 

negativo debido a la ausencia de hidrólisis de la molécula de ertapenem. Al 

presentarse esta incongruencia, estas cepas se probaron con mCim, encontramos 

que, los dos aislados portadores de GES y un aislado portador de OXA-48 fue 

susceptible a ertapenem y el otro aislado también OXA-48, el resultado fue 

indeterminado, posteriormente, las cepas fueron enviadas para su caracterización 

mediante técnicas de biología molecular, en donde encontramos que, las cepas 

caracterizadas anteriormente como portadoras de genes similares a OXA-48 no 

presentaban amplificación hacia dicho gen, mientras que las cepas caracterizadas 

como portadoras de genes tipo GES, volvieron a amplificar nuevamente en dicho 

blanco, sin embargo no se pudo analizar dichos genes, debido a que el método de 

secuenciación presentó algunos problemas técnicos. 

En el segundo grupo de cepas atípicas, se encuentran dos aislados de K. 

pneumoniae, portadores de enzimas similares a OXA-48. Este grupo se caracterizó 

por presentar fenotipo de resistencia a ertapenem por medio de la técnica de 

difusión en disco, pero al momento de realizar la prueba por MALDI-TOF, estas 

presentaron un MS <0.82, sin embargo, el espectro emitido por ambas cepas fue 

muy sugestivo de actividad CPM. Al presentarse esta incongruencia, las cepas 

fueron probadas por mCim, en la cual, uno de los dos aislados dio un resultado 

indeterminado y la otro dio un resultado positivo, para resolver esta discrepancia se 

realizó nuevamente la amplificación de dicho gen mediante PCR y posteriormente 



su secuenciación y encontramos que ambas cepas amplificaron para genes 

similares a OXA-48 y posteriormente mediante la técnica de secuenciación se pudo 

confirmar que ambos genes pertenecían específicamente al grupo OXA-232.  

 

Discusión 

En este trabajo estandarizamos un método para la detección de CPMs en 

enterobacterias por medio de la tecnología MALDI-TOF/MS. Los resultados 

mostraron que dicho método es capaz de detectar las CPMs tipo KPC y similares a 

OXA-48 en enterobacterias. 

Se logró obtener los espectros emitidos por la molécula de ertapenem, el cual fue 

calibrado internamente con el espectro observado de la matrix, estableciendo así 

primero un espectro basal que posteriormente dio paso a la correcta identificación 

de los picos producidos por la molécula de ertapenem y sus metabolitos, así como, 

la estabilidad del antibiótico a diferentes temperaturas y tiempo de almacenamiento. 

Durante las repeticiones de los ensayos de hidrólisis de ertapenem con los controles 

positivo y negativo, se lograron obtener los espectros característicos en el 

sobrenadante de la solución con el antibiótico en contacto con una cepa productora 

y no productora de CPM después de la incubación. Cuando la molécula de 

ertapenem estuvo en presencia de una cepa productora se observó la desaparición 

total de los picos correspondientes a la molécula de ertapenem pura, así como de 

las sales monosódica y disódica y al mismo tiempo se pudo visualizar un aumento 

significativo del pico del producto de degradación, lo cual sucedió debido a la 

actividad hidrolítica propia de las CPMs presentes en los controles positivos, tal 

como se ha documentado que ocurre en otros ensayos de hidrolisis llevados a cabo 

con cepas productoras de CPMs (Burckhardt I & Zimmermann S, 2011,Vogne C et 

al, 2014, Yu J et al, 2018), al mismo tiempo, se observó que el espectro del 

ertapenem se mantuvo inalterado ante la presencia de una cepa no productora de 

CPM, esto debido a la incapacidad de dicha cepa para  hidrolizar el carbapenémico, 

logrando así obtener los espectros característicos para un resultado positivo y 

negativo de la prueba.  

En este estudio, además se comprobó que la espectrometría de masas MALDI-TOF 

para la detección rápida de CPE es confiable y rápida. Se probaron un total de 48 

enterobacterias aisladas de muestras clínicas, las cuales ya habían sido 

caracterizadas como portadoras de CPMs pertenecientes a los grupos A y D de 

Ambler por métodos moleculares. Para la detección de los picos de ertapenem 

posterior al proceso de incubación con dichas cepas, primero se realizó un análisis 

manual de los espectros, pero este enfoque resultaba demasiado subjetivo, como 

se ha referido en ensayos de hidrólisis CPMs semejantes (Oviaño M et al, 2016, 

Vogne C et al, 2014). Las CPMs OXA-232 presente en la mayoría de los aislados 

de pacientes en el INCMNSZ, solo generan hidrólisis parcial en ertapenem, por ello, 



un resultado basado en la desaparición total de los picos de dicho antibiótico 

resultaba poco adecuado. En base a estos resultados utilizamos el software 

especial flexAnalysis 3.0 para calcular la relación entre la intensidad del pico 

correspondiente al producto de degradación (450 Da) y la intensidad 

correspondiente del pico de la molécula de ertapenem pura (476 Da), con lo cual, 

se puede establecer una relación que refleja el cambio de la concentración de 

ambas moléculas, posterior al proceso de incubación, lográndose obtener puntos 

de corte que pudieron separar las cepas productoras de las no productoras de 

CPMs como se ha mostrado en estudios similares (Vogne C et al, 2014, Lasserre 

C, 2015). 

Se utilizó el punto de corte de 0.82, con el que encontramos que el ensayo es 

confiable con 91% de sensibilidad y 100% de especificidad, obtuvimos resultados 

de rendimiento similares a los observados en estudios previos, en donde se han 

reportado valores de sensibilidad y especificad mayores al 90% (Hoyos-Mallecot Y 

et al, 2014, Oviaño M et al, 2016, Kost K et al, 2017).  

Cuando analizamos los resultados obtenidos en los ensayos de hidrólisis del 

carbapenémico, se pudo apreciar como las cepas portadoras de enzimas tipo KPC, 

a diferencia de las cepas portadoras de CPMs pertenecientes al grupo D producen 

hidrólisis total del ertapenem, esto debido a la mayor actividad hidrolítica propia de 

dichas enzimas, esta característica se ha mostrado en ensayos previos realizados 

con la espectrometría de masas MALDI-TOF en donde se han obtenido resultados 

de desempeño excelentes para su detección (Burckhardt I & Zimmermann S, 2011, 

Oviaño M et al, 2016), en este estudio, se observó que el método obtuvo una 

sensibilidad y especificidad del 100% para su detección. Por otra parte, debido a la 

ausencia de la hidrólisis total del ertapenem en las cepas portadoras de CPMs 

similares a OXA-48 y de tipo GES, los resultados que se obtuvieron requirieron de 

un mayor análisis. Dos cepas que habían sido caracterizadas previamente como 

portadoras de genes similares a OXA-48 al realizar pruebas de confirmación de 

resistencia mediante difusión en disco y mCIM fueron susceptibles a ertapenem y 

en el ensayo de hidrolisis por MALDI-TOF/MS no presentaron hidrólisis del 

antibiótico. Esto se debe probablemente a que los plásmidos que contienen dicha 

resistencia por ser elementos genéticos móviles, los perdió la bacteria 

probablemente durante su almacenamiento sin antibiótico. 

Durante el análisis del primer grupo de cepas con resultados atípicos, se pudo 

observar que las cuatro cepas pertenecientes a este grupo (2 cepas portadoras de 

genes similares a OXA-48 y 2 de tipo GES) poseían un fenotipo de resistencia a 

ertapenem mediante la prueba de difusión en disco, sin embargo, estas obtuvieron 

un resultado negativo mediante las pruebas de mCim y MALDI-TOF/MS, por ello se 

realizaron PCR y secuenciación, para volver a caracterizarlas y confirmar si 

realmente presentaban el gen de la CPM.  Una nueva caracterización mediante 

pruebas de tecnología molecular, en la cual se obtuvo que las 2 cepas que 

presuntivamente eran portadoras de genes similares a OXA-48, se observó que 



efectivamente habían perdido el gen, pero aun así seguían presentado un perfil de 

resistencia a ertapenem, esto probablemente por otro mecanismo de resistencia, 

que ya no fue comprobado en es te estudio. Por otro lado, las cepas que se habían 

caracterizado con la presencia de GES, al realizar la PCR para la búsqueda del gen, 

no hubo amplificación y por ello no se pudo realizar la secuencia nucleotídica para 

saber a cuál de las 31 variantes de esta familia pertenecía la cepa. Sin embargo, 

ante la usencia de un resultado que pudiera elucidar el tipo específico de enzima 

que poseían estas 4 cepas no se pudo confirmar si los resultados obtenidos eran 

debido a la pérdida de la resistencia a ertapenem, o si era debido a que el fenotipo 

de resistencia mostrado fue por otros mecanismos de resistencia distintos, ya que 

el proceso de caracterización constaba de la búsqueda de genes pertenecientes a 

CPMs, pero no se realizó la búsqueda de otros mecanismos de resistencia 

adicionales que pueden generar resistencia a dicho carbapenémico. 

Durante el análisis del segundo grupo de cepas con resultados atípicos, se pudo 

observar que las dos cepas de K. pneumoniae pertenecientes a este grupo eran 

portadoras de CPMs similares a OXA-48. Este grupo se caracterizó por presentar 

un fenotipo de resistencia a ertapenem por medio de la técnica de difusión en disco, 

pero al momento de realizar la prueba por MALDI-TOF, estas presentaron un 

MS<0.82, sin embargo, el espectro emitido por ambas cepas fue sugestivo de 

actividad CPM, por lo cual, en dichas cepas se consideraron resultados 

parcialmente positivos. Además, una cepa presentó un resultado positivo con la 

prueba mCim, mientras que la otra presento un resultado indeterminado, de modo 

que esto indicó que la actividad hidrolítica de una de las dos cepas fue baja, que es 

una de las características propias de las CPMs pertenecientes a esta familia y que, 

en diversos estudios llevados a cabo, siempre ha representado un problema para 

su correcta detección (Oviaño M et al, 2016, Laurent Dortet et al, 2018). 

Posteriormente, se realizó una nueva caracterización de estas dos cepas mediante 

PCR y secuenciación, se confirmó que las 2 cepas eran portadoras de genes 

similares a OXA-48 y posteriormente durante el proceso de secuenciación de los 

amplicones obtenidos se determinó que ambas tenían OXA-232. 

Finalmente, una vez analizados los resultados atípicos obtenidos durante las 

repeticiones de los ensayos de hidrólisis de las cepas portadoras de CPMs similares 

a OXA-48 se pudo establecer que siguiendo el criterio para dictaminar una cepa con 

presencia de CPM, se debe obtener un índice ≥0.82, el método detecto  83.3 % de 

las cepas probadas como CPE, con 94% de sensibilidad y 100% de especificidad 

para su detección (debido a los resultados negativos obtenidos por las dos cepas 

de tipo OXA-232), estos valores son semejantes e inclusive superiores a los 

observados en otros estudios (Vogne C et al, 2014, Hoyos-Mallecot Y et al, 2014, 

Oviaño M et al,2016, Kost K et al, 2017).  

Por otra parte, la actividad CPM con un índice <0.82 se considera positiva parcial, 

cuando emite espectros de hidrólisis del ertapenem con respecto al espectro de la 

molécula pura. Se recomienda observar y analizar el espectro de forma visual para 



determinar que el antibiótico presenta hidrólisis parcial, sin embargo, es 

indispensable que este análisis lo realice personal entrenado para el análisis de 

espectros emitidos por la tecnología MALDI-TOF. Si nos basamos en el MS≥0.82 y 

se incluye el análisis visual de la hidrólisis parcial, el método alcanza 100% de 

sensibilidad y especificidad. 

Se observó que la tecnología MALDI-TOF para la detección de resistencia a 

carbapenémicos tiene muchas ventajas en comparación con los métodos basados 

por difusión en agar, microdilución en caldo o PCR. Primero, dependiendo del tipo 

de CPM, los resultados pueden estar disponibles en 2.5 h. En segundo lugar, este 

método es sencillo y de bajo costo. Desafortunadamente, este método tiene una 

desventaja, no puede detectar otros mecanismos de resistencia a carbapenémicos 

como la pérdida de la permeabilidad mediada por porinas, presencia de bombas de 

eflujo, o cuando existe la sobreproducción de algunas betalactamasas de tipo A o 

C etc, esto es una limitante de este estudio. (Haidar et al., 2017). 

A medida que la difusión de CPE ha ido aumentando drásticamente en todo el 

mundo, ha surgido la necesidad urgente de la detección rápida de estos 

microorganismos. La espectrometría de masas MALDI-TOF se ha convertido en un 

método de elección rápido y eficiente en la identificación de bacterias y la detección 

de la resistencia a carbapenémicos, en un tiempo mucho menor que el obtenido con 

pruebas convencionales de susceptibilidad a antibióticos y métodos moleculares. 

Conclusiones 

1.- El método MALDI-TOF es reproducible y fue capaz de identificar de manera 

correcta las enterobacterias portadoras de CPMs tipo KPC y similares OXA-48. 

2. La reproducibilidad del método es del 100% 

2.- Este método reduce el tiempo en la información de resultados confiables de 48 

h a 2.5 h. 

3.- La reducción del tiempo de los resultados tiene gran impacto en el tratamiento 

oportuno del paciente, lo que conlleva a menor estancia hospitalaria, 

disminuyendo el riesgo de adquirir infecciones intrahospitalarias y la disminución 

de costos. 

4.- Para la detección de enterobacterias portadoras de CPMs de tipo “GES”, no es 

recomendable el uso de este método debido a las incongruencias en los 

resultados obtenidos en este trabajo. 

 

 

 



Recomendaciones 

El presente trabajo experimental puede ser útil para futuros ensayos en los cuales 

se busque evaluar otros antibióticos en los que se pueda evaluar la resistencia en 

enterobacterias. 
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Anexos 

Fig. 2. Espectro de la matrix. 



 

Fig. 3. Espectro de la matrix y ertapenem. 

Fig. 4. Comparación de distintos tipos de espectros después del 
tiempo de incubación. A, ertapenem puro. B, ertapenem puro + E. 
coli ATCC 25922 (CN). C, ertapenem puro + E. cloacae ATCC BAA-
2468TM (CP). 
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TABLA 1. Resumen de los datos del ensayo de 
hidrólisis de ertapenem 

Tipo de CPM Tipo de bacterias 
(No aislados) 

Ensayo MALDI-TOF/MS 

  N° de aislados 
detectados con un 

índice >=0.82 

N° de aislados 
detectados con un 
espectro sugestivo 

CPM 

KPC K. pneumoniae (8) 8 8 

 E. coli (1) 1 1 

    

OXA-48 K. pneumoniae (8) 5 7 

 K. oxytoca (8) 8 8 

 E. coli (17) 14 14 

 C. freundii (2) 2 2 

 R. ornithinolytica (1) 1 1 

    

GES E. coli (3) 1 1 

    

Total 48 40 42 

Fig. 5. Relación del índice de hidrólisis (M/[M+E]) de las cepas problema y controles. 



 

 

 

 

TABLA 2. Resultados de pruebas de susceptibilidad a 
ertapenem a por difusión en disco de las cepas problema. 

Tipo de CPMs No de 
Cepas 

Susceptibilidad a 
ertapenem 

  R I S 

KPC 9 9   

OXA-48 36 33 1 2 

GES 3 3   




