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Evaluation of two phenotypic techniques and a 
commercial multiplex molecular panel for the 
detection of different carbapenemases

ABSTRACT

Introduction. The prevalence of carbapenemase-produc-
ing Enterobacterales has increased in recent years and is con-
sidered an important public health problem. 

Material and methods. A total of 106 clinical samples 
were analyzed by different carbapenemase detection tech-
niques: inhibition discs (ID), immunochromatographic test 
(ICT) and a genotypic method, comparing them with a multi-
plex RT-PCR as a reference method.

Results. Overall, all 3 techniques exceeded 90% sensitiv-
ity, although with differences in the performance of some of 
them by carbapenemase type. DI had low specificity (62%) for 
OXA-48, while with TIC the sensitivity for NDM-type metal-
lo-beta-lactamase (93%) was slightly lower than for OXA-48 
(95%). The best results were obtained with the genotypic tech-
nique (100% overall performance).

Conclusions. Despite the lower sensitivity of TICs (espe-
cially in NDM carbapenemases) compared to molecular tech-
niques, with the modification of the protocol we managed 
to increase this sensitivity and, together with the lower price, 
simplicity and speed, it makes this technique a good screening 
option.
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INTRODUCCIÓN 

En los últimos años la prevalencia de infecciones por en-
terobacterias productoras de carbapenemasas (EPC) se ha in-
crementado de manera significativa, por lo que un diagnóstico 
adecuado y precoz para adecuar el tratamiento puede tener 
gran importancia, especialmente en pacientes de alto riesgo 

Original breve

RESUMEN

Introducción. La prevalencia de enterobacterias produc-
toras de carbapenemasas ha aumentado en los últimos años, 
considerándose un importante problema de salud pública. 

Material y métodos. Se analizaron 106 muestras por 
distintas técnicas de detección de carbapenemasas: discos de 
inhibición (DI), test inmunocromatográfico (TIC) y una técnica 
genotípica, frente a una RT-PCR multiplex como método de 
referencia.

Resultados. Globalmente, las 3 técnicas superaron el 90% 
de sensibilidad, aunque con diferencias en el rendimiento de 
algunas de ellas por tipos de carbapenemasa. Los DI presenta-
ron baja especificidad (62%) para OXA-48, mientras que con el 
TIC la sensibilidad para metalobetalactamasas tipo NDM (93%) 
fue ligeramente inferior que para OXA-48 (95%). Los mejores 
resultados se obtuvieron con la técnica genotípica (rendimien-
to global del 100%).

Conclusiones. A pesar de la menor sensibilidad de los TIC 
respecto a las técnicas moleculares, especialmente en carba-
penemasas tipo NDM, con la modificación del protocolo con-
seguimos aumentar esta sensibilidad, y junto al menor precio, 
sencillez y rapidez convierte a esta técnica en una buena op-
ción de screening. 
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suspensiones bacterianas equivalentes a un 0,5 McFarland se 
incubaron 18-20 horas en placas de Mueller-Hinton (bioMé-
rieux) con un disco de 10 µg de meropenem, discos combi-
nados con éste y diferentes inhibidores y un disco de 30 µg 
de temocilina (Rosco Diagnostica). La interpretación se realizó 
atendiendo a las guías EUCAST.

b) Allplex™Entero-DR Assay (Seegene Inc). Método de 
referencia en el que una suspensión de 2-3 colonias bacteria-
nas junto con un control interno se sometió a una temperatu-
ra de 98ºC durante 10 minutos y una posterior centrifugación 
a 16.000g durante 2 minutos. Los sobrenadantes se usaron pa-
ra la RT-PCR multiplex que detecta varios genes productores 
de carbapenemasas (bla-NDM, bla-KPC, bla-OXA-48, bla-VIM, 
bla-IMP) [6]. 

c) PCR multiplex BioFire®BCID2 Panel 
(FilmArrray®bioMérieux). Una suspensión bacteriana entre 
0,5-1 McFarland se utilizó como muestra para la carga del car-
tucho según las indicaciones del fabricante. Entre sus dianas se 
incluyen genes que codifican carbapenemasas (IMP, KPC, OXA-
48-like, NDM y VIM) 

d) Método inmunocromatográfico Lateral Flow 
O.K.N.V. RESIST-4 (Coris BioConcept®, Belgium). Según re-
comendaciones del fabricante, las colonias se suspenden en el 
buffer incorporado en el kit y tras vortear, se añaden 3 gotas a 
cada cassette y se leen los resultados en 15 minutos. Para me-
jorar la visualización de las bandas débiles en carbapenemasas 
tipo MBL, se incorporó un paso previo adicional no descrito en 
la técnica de incubación a 35-37ºC durante 15 minutos tras la 
suspensión.

RESULTADOS 

De las 106 muestras analizadas, 76 fueron positivas y per-
tenecían a 70 pacientes, 67% hombres (47/70) con una edad 
media de 67 años (30-94; IQR 18). Las carbapenemasas detec-
tadas fueron tipo OXA-48 en el 50% de los casos (38/76), NDM 
en el 47% (36/76) y un 3% (2/76) de EPC que presentaban 
combinación de ambas carbapenemasas (OXA-48/NDM). En la 
Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos con las distintas 
técnicas según el tipo de carbapenemasa.

Para conocer el rendimiento de cada técnica se tomó co-

[1]. Atendiendo a la clasificación molecular de Ambler, las más 
frecuentes son serin-carbapenemasas (Clase A), metalo-beta-
lactamasas (MBL) de Clase B y las tipo OXA (Clase D) [2]. 

Tradicionalmente, para su diagnóstico los laboratorios han 
usado pruebas de inhibición con discos (DI), pero este método 
no es específico y presenta un tiempo medio de respuesta lar-
go (24-48h) [3]. Por ello, a pesar de ser mucho más costosas, 
las pruebas moleculares se han considerado el “Gold standard”. 
El panel comercial BioFire® BCID2 (BF) de bioMérieux es una 
PCR multiplex que integra extracción, amplificación y detec-
ción de patógenos y genes de resistencia, obteniendo resulta-
dos con sensibilidades y especificidades alrededor del 100% en 
aproximadamente hora y media [4].

En los últimos años, los test inmunocromatográficos (TIC) 
como el Coris Resist-4 O.K.N.V., han ganado terreno princi-
palmente por la rapidez, siendo posible dar resultados en 15 
minutos, con unos resultados de sensibilidad y especificidad 
cercanos al 100% [5]. 

En nuestro hospital, siguiendo la tendencia global, hemos 
observado un incremento en el diagnóstico de EPC, lo que nos 
ha llevado a implementar en cada momento aquellas técni-
cas disponibles más adecuadas. El objetivo de este estudio fue 
comparar 3 técnicas de detección de carbapenemasas frente a 
una PCR comercial considerada el método de referencia.

MATERIAL Y MÉTODOS 

Durante dos años, se recogieron 106 cepas de enterobac-
terias pertenecientes a muestras clínicas de pacientes ingresa-
dos en nuestro hospital: 30 controles negativos y 76 EPC. Todas 
las muestras se procesaron siguiendo el procedimiento con-
vencional de siembra e incubación. Las cepas se identificaron 
por MALDI-TOF Vitek®MS (bioMérieux) y se les realizó estudio 
de sensibilidad mediante el sistema comercial automatizado 
Vitek®2 (bioMérieux). Las concentraciones mínimas inhibitorias 
de carbapenémicos y ceftazidima/avibactam se evaluaron por 
tiras de gradiente (ETEST®bioMérieux y Liofilchem®MIC Test 
Strip, respectivamente).

A las 106 cepas se les realizaron todas las técnicas descri-
tas a continuación.

a) Detección fenotípica con discos/inhibidores. Las 

Carbapenemasas

DI TIC BF

Sinergia con ADP 
+ R TEM

Sinergia con ADP
Sinergia con BOR 
y ADP + R TEM

Sinergia con BOR 
+ R TEM

R TEM N OXA-48 NDM
OXA 48/

NDM
N OXA-48 NDM

OXA 48/

NDM

NDM/

VIM
N

OXA 48 (n=38) 0 0 4 2 31 1 37 0 0 1 38 0 0 0 0

NDM (n=36) 18 17 0 0 0 1 0 33 0 3 0 33 2 1 0

OXA 48/NDM (n=2) 2 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0

Negativas (n=30) 0 0 0 0 0 30 0 0 0 30 0 0 0 0 30

Tabla 1  Distribución de carbapenemasas por las distintas técnicas.

DI: discos de inhibición; TIC: test inmunocromatográfico; BF: BioFire® BCID2; ADP: ácido dipicolínico; BOR: ácido borónico; R TEM: resistencia a temocilina; N: negativo.
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masas tipo OXA-48 pero inactiva frente a MBL, gana peso 
la correcta identificación de las mismas [8]. Es por ello que 
técnicas rápidas como los TICs están siendo ampliamente 
implantadas en el medio hospitalario. Sin embargo, según 
nuestros resultados, este método presentó falsos negativos, 
especialmente en cepas portadoras de NDM, tal y como se 
describe en los ensayos de la propia técnica y en la literatura 
[9]. El paso previo de calentamiento de las cepas con el buffer 
de lisis descrito en este estudio mejoró sustancialmente la vi-
sualización de las bandas inmunocromatográficas, evitando 
confirmación con otras técnicas en un alto porcentaje, y con 
el consiguiente ahorro económico y disminución del tiempo 
de respuesta.

En la detección de OXA-48 mediante DI, la especificidad 
disminuyó un 38% debido al elevado número de cepas por-
tadoras de NDMs falsamente positivas para OXA-48. Por ello, 
aunque de forma global las 2 técnicas fenotípicas mostraron 
resultados similares, la baja especificidad de los DI para la de-
tección de OXA-48 deja a esta técnica en clara desventaja, co-
mo se ha demostrado en otros estudios [10]. 

Estos resultados de baja especificidad con los DI y el tiem-
po de detección más prolongado nos llevaron a utilizar el TIC 
(modificado con calor) como técnica de elección para el criba-
do de carbapenemasas, dejando a las técnicas genotípicas, las 
cuales proporcionaron el mejor rendimiento, como demues-
tran los datos de BF [11], únicamente para confirmación de 
cepas dudosas con antibiograma compatible.

Por otro lado, hasta el momento, en nuestro hospital no 
se han detectado carbapenemasas de tipo IMP ni KPC en En-
terobacterales, por lo que no ha sido posible su evaluación, 
lo que supondría una de las limitaciones de nuestro estudio. 
Además, el tamaño muestral de otro tipo de MBL no NDM, 
fue muy pequeño y poco valorable. Por todo ello, es necesa-
rio continuar evaluando estas técnicas en todos los tipos de 
carbapenemasas, y especialmente el nuevo Kit Coris Resist-5 
O.K.N.V.I. que incorpora la detección de IMP, empleando ade-
más un buffer modificado para mejorar la visualización de las 
bandas de MBL.

mo referencia el panel Entero-DR, obteniéndose de forma glo-
bal una sensibilidad (S) del 97% para los DI, 95% para el TIC y 
un 100% para BF. Con respecto a la especificidad (E) y valor 
predictivo positivo (VPP) fueron del 100% para todas las técni-
cas, excepto para los DI (E=58%; VPP=77%). El valor predictivo 
negativo (VPN) fue del 94%, 88% y 100% para los DI, TIC y BF, 
respectivamente. 

Estos mismos parámetros se estudiaron por tipo de carba-
penemasa, observándose diferencias en el rendimiento de las 
técnicas (Tabla 2).

En el grupo de OXA-48, la E y VPP de los DI disminuyó por 
18 cepas portadoras de NDM con resistencia a temocilina en 
las que no se confirmó la presencia de OXA-48. Además, se de-
tectó un falso negativo (FN) en una Klebsiella pneumoniae (KP) 
OXA-48 en la que se apreciaba una doble población temocilina 
sensible con colonias dentro del halo. En las NDM, se encontró 
un FN en una KP-NDM y 4 falsos positivos (FP) por inhibición 
con los 2 inhibidores junto con resistencia a temocilina, confir-
mándose por PCR sólo la detección de OXA-48.

Para el TIC, la mayoría de los falsos negativos se obtuvie-
ron en carbapenemasas de tipo NDM. Por otro lado, en las 17 
cepas en las que no se aplicó el paso previo de calentamiento 
se obtuvieron 2 FN (KP-NDM y KP-OXA-48) y 5 NDM débiles, 
sin embargo, tras aplicar la incubación en 59 cepas, obtuvimos 
2 FN en KP-NDM pero ningún resultado indeterminado, mos-
trando diferencias significativas respecto al grupo sin incuba-
ción (p<0,05).

DISCUSIÓN 

Desde hace varios años las EPC se consideran un problema 
importante de salud pública [2] y posiblemente, la pandemia 
del SARS-CoV-2 haya agravado su diseminación por el uso ex-
cesivo de antibióticos de amplio espectro, el traslado de pa-
cientes entre instituciones y el uso inapropiado de equipos de 
protección [7]. 

Con la existencia de nuevos antimicrobianos con perfiles 
únicos para el tratamiento de las distintas carbapenemasas, 
como la ceftazidima-avibactam activa frente a carbapene-

Carbapenemasas
DI TIC BF

S E VPP VPN S E VPP VPN S E VPP VPN

Global
97%

[0,9-1,0]

58%

[0,4-0,7]

77%

[0,7-0,8]

94%

[0,8-1,0]

95%

[0,90-0,99]

100%

[0,9-1,0]

100%

[0,9-1,0]

88%

[0,7-0,9]

100%

[0,9-1,0]

100%

[0,9-1,0]

100%

[0,9-1,0]

100%

[0,9-1,0]

OXA-48
97%

[0,9-1,0]

62%

[0,5-0,7]

69%

[0,5-0,8]

97%

[0,9-1,0]

95%

[0,8-1,0]

100%

[0,9-1,0]

100%

[0,9-1,0]

94%

[0,8-1,0]

97%

[0,9-1,0]

94%

[0,8-1,0]

95%

[0,8-1,0]

97%

[0,9-1,0]

NDM
97%

[0,9-1,0]

88%

[0,7-0,9]

90%

[0,8-0,9]

97%

[0,9-1,0]

93%

[0,8-1,0]

100%

[0,9-1,0]

100%

[0,9-1,0]

91%

[0,9-1,0]

100%

[0,9-1,0]

97%

[0,9-1,0]

97%

[0,9-1,0]

100%

[0,9-1,0]

Tabla 2  Rendimiento de las distintas técnicas.

DI: discos de inhibición; TIC: test inmunocromatográfico; BF: BioFire® BCID2; VPP: Valor Predictivo Positivo. VPN: Valor Predictivo
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