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Catalisis, enzimas y pruebas rápidas

Catalysis, enzymes and quick tests

Resumen

Un gran número de los procesos metabólicos y biológicos son catalizados por enzimas; 
las enzimas son compuestos químicos orgánicos que pertenecen al grupo específico de 
las biomoléculas denominadas proteínas. Las enzimas poseen en su estructura molecular 
cuaternaria, organizaciones internas que permiten definir un lugar denominado centro 
activo; su función química, cinética y termodinámica se relacionan con la disminución de 
la energía de activación en el curso de la reacción neta. 

Los mecanismos de reacción enzimáticos que suceden en las interacciones metabólicas 
de los microorganismos han permitido desarrollar una serie de pruebas cualitativas que 
determinan la presencia o ausencia de bacterias en una muestra o un cultivo haciendo uso 
de técnicas rápidas que facilitan el diagnóstico clínico.

Palabras claves: Catálisis, enzimas, mecanismos de activación enzimática, pruebas 
clínicas enzimáticas.

Abstract

Many metabolic and biological processes are catalyzed by enzymes; Enzymes are organic 
chemical compounds that belong to the specific group of biomolecules called proteins. 
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Introducción

Las enzimas son compuestos químicos or-
gánicos que estructuralmente cumplen con 
la organización molecular de una proteína; 
su función específica, radica en disminuir 
la energía de activación (Ea) en una reac-
ción específica, logrando así, que sean re-
conocidas como catalizadores. En este con-
texto, las enzimas aceleran las reacciones 
sin modificar su estructura y, por lo tan-
to, no se consideran reactivos propiamen-
te dichos, ni alteran la estequiometria del 
proceso. Tienen una enorme variedad de 
funciones dentro de las células, degradan 
azúcares, sintetizan grasas y aminoácidos, 
copian información genética, participan en 
el reconocimiento y transmisión de señales 
del exterior y degradan subproductos tóxi-
cos, entre otras de las múltiples funciones 
en que participan (1).

De manera general, los catalizadores, son 
compuestos químicos que inciden en el 

Enzymes have in their quaternary molecular structure, internal organizations that allow 
defining a place called the active center; its chemical, kinetic, and thermodynamic function 
is related to the decrease in activation energy during the net reaction.

The enzymatic reaction mechanisms that occur in the metabolic interactions of microor-
ganisms have made it possible to develop a series of qualitative tests that determine the 
presence or absence of bacteria in a sample or culture using rapid techniques that facilitate 
clinical diagnosis.

Keywords: Catalysis, enzymes, enzyme activation mechanisms, enzyme clinical tests.

mecanismo de los procesos y, por tanto, en 
la velocidad de las reacciones. El estudio 
de la velocidad y de los mecanismos de re-
acción, se aborda en el campo de la cinéti-
ca química. 

La velocidad de una reacción química de-
pende de la relación entre la disminución de 
la concentración de los reactivos y el con-
secuente aumento en la concentración de 
productos relacionados simultáneamente en 
función a la variable “tiempo”. 

La catálisis es un proceso inherente a la ma-
yoría de las reacciones químicas; tal como se 
estableció anteriormente, el catalizador par-
ticipa en la reacción y provee un mecanismo 
alternativo que posibilita un mayor número 
de choques “efectivos” entre las moléculas, 
lo que a su vez genera que se requiera menor 
energía cinética para dar curso a la forma-
ción de los productos, disminuyendo así, el 
tiempo total del proceso. 
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Acción Enzimática

La totalidad de los procesos biológicos no 
son catalizados por enzimas; sin embargo, 
debido a la gran cantidad en la que si ac-
túan estos compuestos es pertinente aclarar 
los mecanismos de acción enzimáticos. 

La sustancia pura, sobre la cual actúa la 
enzima de denomina sustrato y tal como se 
explicó anteriormente, las enzimas son pro-
teínas que aceleran las reacciones biológi-
cas, disminuyendo la energía de activación 
que corresponde al momento en el cual se 
presenta un mayor número de choques efec-
tivos entre las moléculas de los reactivos 
(sustratos), alcanzando así el equilibrio de 
la reacción con la consecuente formación de 
los productos en un tiempo menor. 

Este tipo de procesos se reconocen por la es-
pecificidad de las enzimas hacia sus sustra-

tos; si bien, no en todas las reacciones existe 
una sola enzima para un único sustrato, si 
se puede afirmar que cuando esto no se pre-
senta se genera lo que se conoce como espe-
cificidad de reacción catalizada que significa 
grupos de enzimas que pueden catalizar un 
tipo de reacción y de mecanismo específico. 

Las proteínas que cumplen funciones enzi-
máticas poseen en su estructura molecular 
cuaternaria, organizaciones internas que 
permiten definir un lugar denominado cen-
tro activo (2), las características generales 
de estos espacios se pueden describir de la 
siguiente manera. 

1. El centro activo corresponde propor-
cionalmente a un espacio relativa-
mente pequeña del volumen total de 
la enzima.

2. El centro activo tiene características es-
paciales tridimensionales. 

Figura 1. Efecto del catalizador en la Energía de activación durante una reacción química. /L. Caycedo. 
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3. Los sustratos se unen a las enzimas por 
medio de atracciones intermoleculares 
débiles.

4. Los centros activos, son hoyos o hendi-
duras con características apolares que 
aumentan la solubilidad y la afinidad 
por el sustrato. 

5. La especificidad del enlace depende de 
la disposición y organización molecu-
lar del centro activo.

La mayoría de las enzimas intervienen en las 
reacciones en su forma proteica aislada, sin 
embargo, hay algunas en las que esta par-
te, denominada apoenzima, se complementa 

con la acción de un componente no proteico 
denominado cofactor, sin el cual la enzima 
no cumple con su función catalítica. 

Las enzimas se encuentran clasificadas de-
pendiendo del tipo de sustrato sobre el cual 
actúan y de allí se deriva su nomenclatura; 
la mayoría de ellas se reconocen con el su-
fijo “asa” unido al nombre del sustrato o al 
tipo de reacción general sobre la que inter-
vienen. 

De manera general las enzimas pueden 
clasificarse en los siguientes 6 grupos, de 
acuerdo con la reacción que catalizan (2). 

Tabla 1. Clasificación y acción de las principales enzimas.

Denominación Acción

Oxidorreductasas Catalizan reacciones de óxido-reducción; en este grupo se encuentran, las deshidrogenasas, oxidasas, peroxidasas, 
oxigenasas y/o reductasas, entre otras. 

Transferasas Catalizan las reacciones en las que se cambia de posición un radical químico dentro de una molécula y para cumplir 
con su función la mayoría de veces requieren un cofactor.

Hidrolasas Estas enzimas pueden considerarse como un subgrupo de las transferasas puesto que catalizan la hidrólisis con el 
consecuente cambio en la posición de un grupo químico, como es el caso del grupo PO4.

Liasas Catalizan reacciones de eliminación que implican formación de dobles enlaces en el sustrato; mientras que las sintasas 
catalizan reacciones de adición.

Isomerasas Catalizan reacciones en las que en el sustrato un grupo cambia de posición y se forma un isómero, como la glucosa-6-
fosfato isomerasa que cataliza la reacción reversible de glucosa-6-fosfato a fructosa-6-fosfato.

Ligazas Catalizan reacciones de síntesis en las que se unen dos sustratos, también se les asigna el nombre de sintetasas
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Existen otros factores que se deben consi-
derar cuando se está observando la acción 
de una enzima determinada, aparte del 
substrato sobre el cual actúa; al aumentar 
la concentración de sustrato, la actividad 
enzimática aumenta, hasta alcanzar la ve-
locidad máxima, punto donde la enzima 
se satura, debido a que las enzimas tienen 
todos sus sitios activos ocupados. Otro es 
el pH, dado que las enzimas actúan dentro 
de límites estrechos de este y es necesario 
conocer el pH óptimo de la reacción. Y la 
temperatura, pues la velocidad de las reac-
ciones enzimáticas aumenta, por lo general 
con la temperatura, dentro del intervalo 
en que la enzima se mantiene estable y es 
activa. La actividad enzimática máxima se 
alcanza a una temperatura óptima, luego 
la actividad decrece y finalmente cesa por 
completo a causa de la desnaturalización 
progresiva de la enzima por acción de la 
temperatura. A bajas temperaturas, las 
reacciones disminuyen mucho o se detie-
nen porque decrece la cinética molecular, 
pero la acción catalítica reaparece cuando 
la temperatura se eleva a valores norma-
les para la enzima. Importante considerar 

la naturaleza de las bacterias, ya que por 
ejemplo las bacterias termófilas tienen su 
óptimo de actividad cercano a los 80 ºC. 
(1, 2).

Pruebas Enzimáticas Rápidas para la 
Identificación Bacteriana 

Prueba de Catalasa

El peróxido de hidrógeno es un residuo del 
metabolismo celular de muchos organismos 
vivos y tiene entre otras una función pro-
tectora contra microorganismos patógenos, 
principalmente anaerobios, pero dada su to-
xicidad debe transformarse rápidamente en 
compuestos menos peligrosos.

La catalasa es una enzima que cataliza la 
reacción de descomposición del peróxido de 
hidrógeno (H2O2) en agua y oxígeno (3). El 
H2O2 es el producto final del metabolismo 
aeróbico de los hidratos de carbono, el cual, 
es nocivo para las bacterias si se acumula. 
La mayoría de las bacterias aerobias y anae-
robias facultativas sintetizan la enzima ca-
talasa.

Figura 2. Esquema de la acción de la enzima catalasa. / L. Caycedo.  



NOVA. 2022; 20 (39)

126

Esta enzima es sintetizada por la mayoría 
de las bacterias aerobias y anaerobias facul-
tativas y corresponde a un homotetrámero 
que contiene un grupo hemo en cada subu-
nidad, el cual utiliza como cofactor al igual 
que el manganeso. En las células eucariotas 
la enzima se encuentra en los peroxisomas.

El grupo de enzimas a las que pertenece 
la catalasa es el de las oxido reductasas, las 
cuales catalizan reacciones de óxido-reduc-
ción en las que simultáneamente se pierden 
electrones por una sustancia que se oxida 
(agente reductor) y esta misma cantidad de 
cargas negativas es ganada por una sustan-
cia que se reduce (agente oxidante) (4). 

Según el cofactor que reaccione junto con la 
enzima se han podido clasificar tres tipos de 
catalasas: Las monofuncionales que se ca-
racterizan por la presencia del grupo hemo 
como cofactor, las Mn-catalasas en las que 
en lugar de utilizar como cofactor el grupo 
hemo es reemplazado por Manganeso (Mn) 
(5); éste tipo de catalasas están presentes 
solo en algunos organismos anaerobios y las 
catalasas-peroxidasas que al igual que las 
catalasas hemo también tienen como cofac-
tor este grupo pero se diferencian de las pri-
meras en que solo están presentes en hongos 
y bacterias. 

De tal manera que en la mayoría de los or-
ganismos aerobios se presentan únicamente 
catalasas monofuncionales. En el mecanis-
mo de reacción de la catalasa, intervienen 

dos moléculas de peróxido (6) entre las cua-
les ocurre el intercambio electrónico, siendo 
una de ellas el agente oxidante y la otra el 
agente reductor; así en un primer paso, la 
molécula de catalasa se oxida y da lugar a 
un primer compuesto intermediario (es aquí 
donde interviene el cofactor) y se origina 
una primera molécula de agua, en el segun-
do paso, el primer compuesto se reduce gra-
cias a otra molécula de peróxido obteniendo 
nuevamente la molécula de catalasa original 
y una molécula de oxígeno (O2) estable. 

Por lo anterior, la estequiometria de la re-
acción corresponde a: 2 moles/moléculas 
de peróxido de hidrogeno se descomponen, 
por acción de la catalasa en 2 moles/molé-
culas de agua y 1 mol/molécula de oxígeno; 
siendo esta última (el oxígeno molecular) 
quien recibe las cargas electrónicas al final 
de la reacción. 

2 H2O H2 + O2

La prueba se puede realizar en lámina y en 
este caso se colocan una o dos gotas de H2O2 
al 3 % en la lámina portaobjetos, emulsionar 
una colonia del microorganismo con un pa-
lillo estéril y mezclar suavemente; o en tubo 
y para ello se requiere contar con la siembra 
del microorganismo en un agar nutritivo en 
“pico de f lauta”, una vez se obtienen las co-
lonias se le agregan dos o tres gotas de H2O2 
al 3 % y en ambos casos observar en un lapso 
de 1 minuto la producción de burbujas. 
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Prueba de Citocromo Oxidasa

El oxígeno se ve favorecido como aceptor de 
electrones terminales en microorganismos 
aerobios y facultativos debido a su estado 
físico apropiado, solubilidad satisfactoria y 
sus combinaciones deseables de propieda-
des cinéticas y termodinámicas. El oxígeno 
generalmente se reduce en cuatro electro-
nes para producir oxígeno, pero hay im-
portantes consecuencias biológicas para la 
reducción parcial a superóxido y peróxido. 
Procesos reguladores complejos aseguran 
la utilización de oxígeno con preferencia a 
otros oxidantes, la síntesis de enzimas que 
consumen oxígeno con propiedades apro-
piadas (particularmente afinidad por el li-
gando), y protección celular apropiada en 
caso de del estrés oxidativo (7).

Atendiendo lo planteado por J M; Menén-
dez. J. R y Trujillo Y (8). La molécula de 
Oxígeno (O2) es básicamente un birradical 
libre ya que posee 2 electrones desapareados 
en su orbital externo; por lo anterior, esta 
molécula interviene en dos reacciones y en 
cada una de ellas acepta un electrón. 

De esta manera, el oxígeno es reducido 
a agua por acción del complejo citocro-
mo-oxidasa de la cadena respiratoria mito-
condrial; constituyéndose el oxígeno en el 
receptor final. 

Figura 3. Prueba de catalasa en tubo (izquierda negati-
va, derecha positiva).

Figura 4. Prueba de catalasa en lámina 
(observe la formación de burbujas) /L. Corrales
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Como mecanismo de reacción, se tienen 
que el complejo citocromo oxidasa permite 
la formación de especies intermediarias que 
no se constituyen en productos de la reac-
ción estos son: 

Radicales superóxido (O2)
-1

Radical hidroxilo (OH)-1

Peróxido de hidrógeno (H2O2)

De manera general, se puede establecer que 
la reacción ocurre en cuatro etapas; primero 
la formación de dos radicales superóxidos, 
los cuales en la segunda etapa se unen a los 
hidrogeniones dando lugar a la formación 
del peróxido que, a su vez, en el tercer paso, 
se descompone en un radical hidroxilo y se 
forma la primera molécula de agua. En la 
última etapa reacciona el radical hidroxilo 
con uno de los hidrogeniones y se forma la 
segunda molécula de agua. 

Así, se puede generalizar que los citocromos 
son hemoproteínas que contienen hierro y 
transfieren hidrogeno al oxígeno para la 
formación de agua.

Entre los microorganismos se encuentran di-
ferentes tipos de metabolismo respiratorio: 
aerobio, microaerófilo, anaerobio facultativo 
o anaerobio estricto. Los que deben utilizar 
oxígeno se denominan aerobios, y los que 
pueden utilizar oxígeno pero también otros 
compuestos se denominan anaerobios facul-
tativos. Esta prueba tiene su mayor utilidad 
para diferenciar colonias bacterianas sospe-
chosas de pertenecer a los géneros Aeromonas, 
Pseudomonas, Neisserias, Moraxella y Vibrios, 
cuyo metabolismo respiratorio es aerobio (9). 

La prueba de citocromo oxidasa utiliza colo-
rantes que sustituyen al oxígeno como aceptor 
final de electrones; uno de ellos es la parafeni-
lendiamina, este compuesto orgánico, como 
colorante, altera la propiedad física del color 
del sustrato y ocasiona una modificación en 
las zonas de absorción del espectro visible de 
la sustancia (10) ; así en estado reducido es in-
coloro; sin embargo, en presencia de citocro-
mo oxidasa y de oxígeno atmosférico, se oxida 
y forma azul de indofenol.
 

Figura 5. Representación del transporte electrónico – Complejo Citrocromo oxidasa/ L. Caycedo.

2 H2O2 H2 + O2
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Para realizar la prueba se debe colocar y ex-
tender sobre una tira o disco de papel de 
filtro impregnado con diclorhidrato de te-
trametil-p-fenilendiamina (reactivo de oxi-
dasa), una colonia del microorganismo en 

estudio y esperar de 30 a 60 segundos. No 
leer la prueba después de 60 segundos ya 
que el reactivo se oxida por acción del oxí-
geno atmosférico y cambia de color.

Figura 6. Cadena Respiratoria en la citocromo C oxidasa. Tomado de 
http://2.bp.blogspot.com/-0Dr8KHtXc_U/ThI7YwBn0kI/AAAAAAAAAA8/xNkVoW_K3LM/s1600/Cadena+respiratoria.png

Figura 7. Prueba de oxidasa, en la prueba de la izquierda 
(azul) la reacción es dependiente del citocromo oxidasa.

Figura 8. En la prueba de la derecha (rojo) se observa la oxi-
dación completa. / L. Corrales.
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Prueba de la Coagulasa

La coagulasa es una enzima bacteriana ex-
tracelular (procoagulasa) que reacciona con 
el factor clumping o factor activador de la 
cascada de coagulación presente en el plasma 
sanguíneo similar a la protrombina, dando 
lugar a un complejo análogo a la trombina 
(coagulasa propiamente dicha) que reaccio-
na con el fibrinógeno formando un coágulo 
de fibrina en ausencia de Ca2+ razón por la 
cual se debe usar el EDTA (ácido etilendia-
min tetraacético) como anticoagulante (11). 

Existen dos clases de coagulasas:
 

Coagulasa fija: En esta el factor de aglu-
tinación está unido a la pared de la bac-
teria y se detecta mediante la técnica en 
lámina portaobjetos.

Coagulasa libre: Se encuentra presente 
en filtrados de cultivos y se detecta me-
diante la técnica en el tubo.

En su mecanismo de reacción, la enzima 
coagulasa interacciona con la protrombina, 
que corresponde a una proteína de elevado 
peso molecular; el compuesto intermedio 
que se forma se denomina estafilotrombina, 
el cual posibilita la acción de la enzima pro-
teasa la cual es la responsable de convertir el 
fibrinógeno en fibrina (12). 

Esta reacción ocurre específicamente, por el 
rompimiento de 4 enlaces peptídicos entre 

los aminoácidos arginina y glicina; cuando 
se rompen los enlaces en el fibrinógeno re-
sultan unidades (monómeros) de menor ta-
maño molecular, ésta disminución de masa 
y la nueva disposición de las cargas eléctri-
cas, ocasionan que a partir de una macro-
molécula altamente soluble se obtengan 4 
monómeros insolubles que se aglutinan y 
permiten la formación del coagulo (13). 

La prueba se realiza generalmente en tubo, 
el cual contiene en partes iguales un caldo 
nutritivo y plasma de conejo. En este medio 
se siembra la bacteria en estudio, se incuba 
y se debe revisar a las 3, 5 y 24 horas depen-
diendo si se observa o no la formación de las 
redes de fibrina o del coágulo. Aquí es im-
portante estar revisando la prueba dado que 
hay microorganismos que producen coagu-
lasa y también fibrinolisinas, las cuales des-
truyen el coágulo ya formado (14).

Esta prueba es muy importante en la identi-
ficación del grupo de Staphylococcus coagu-
lasa positiva (CoPS) incluye a las especies S. 
aureus, S. pseudintermedius, S. intermedius 
y S. schleiferi subsp. Coagulans, que poseen 
este factor de virulencia que convierte el fi-
brinógeno en fibrina, generando una capa 
de protección frente a los macrófagos (15).
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– fosforilo o 5’ – hidroxilo y 3’ – fosforilo 
terminales por ser exonucleasas que hidroli-
zan un nucleótido sólo cuando se encuentra 
en el extremo de una molécula. Por tanto, 
son un tipo de nucleasas conocidas por su 
amplia variedad de desoxirribonucleasas 
que difieren en las especificaciones de su 
sustrato, mecanismos químicos y funciones 
biológicas. La mayoría de las DNAasas bac-
terianas requieren de iones divalentes para 
su actividad los cuales son aportados por las 
peptonas en el medio de cultivo.

Para entender el mecanismo de la reacción, 
es necesario tener en cuenta que dentro de 
las nucleasas, se encuentran también las 
endonucleasas, las cuales propician el rom-
pimiento de los enlaces fosfodiester que se 
ubican en el interior de la cadena de nucleó-
tidos y que a su vez tienen gran especificidad 
por el sustrato (ácido nucleico), dentro de 
este grupo se encuentran las ribonucleasas; 
como se dijo anteriormente, la desoxirri-
bonucleasa hace parte de las denominadas 
exonucleasas que no poseen tal especifici-
dad y actúan indistintamente sobre el ácido 
nucleico y el desoxirribonucleico (16). 

Como resultado de la acción de la desoxirri-
bonucleasa (DNAsa) se despolimerizan las 
bases nitrogenadas y se destruye el DNA; 
el medio utilizado para esta prueba es sóli-
do en placa y en algunas ocasiones contiene 
azul de toluidina como indicador. El medio 
contiene triptona que proporciona los nu-
trientes para el crecimiento de la bacteria, el 

Figura 9. Prueba de coagulasa positiva, formación de redes de 
fibrina. / L. Corrales.

Figura 10. Prueba de coagulasa positiva con formación de 
coágulo / L. Corrales.

La prueba de coagulasa es uno de los dife-
rentes métodos para la diferenciación entre 
Staphylococcus aures de los demás Staphylo-
coccus, pues dicho microorganismo es de 
importancia en la salud pública por su resis-
tencia a los antimicrobianos (15)

Prueba de la DNAsa

La desoxirribonucleasa (DNAsa) es una en-
zima que despolimeriza las bases nitroge-
nadas y destruye el DNA, ya que cliva los 
enlaces fosfodiéster internos de la molécula 
de DNA, produciendo 3’ – hidroxilo y 5’ 
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cloruro de sodio (NaCl) mantiene el equi-
librio osmótico y el alto contenido de ácido 
desoxirribonucleico molecular hace posible 
la detección de la enzima DNasa (14).

Después de la incubación del medio con la 
cepa en estudio, se le agrega ácido clorhí-
drico HCl 1N. Este ácido precipita el ADN 
polimerizado debido a la alta concentración 
de hidrogeniones, por lo tanto, se verá de 
aspecto opaco alrededor del crecimiento 
bacteriano. 

Cuando se produce la despolimerización del 
ADN y se agrega el ácido se observa la apa-

rición de una zona transparente en el medio 
alrededor del crecimiento bacteriano y que 
ha tenido contacto con el ácido. Esta prue-
ba es utilizada en la identificación de los 
estafilococos, pero también se realiza para 
la detección de la actividad de la DNasa en 
otros microorganismos (13, 17).

La producción de esta enzima se inhibe en 
anaerobiosis y se estimula por la presencia 
de oxígeno, requiere iones calcio (Ca+2) 
para su actividad enzimática, posee un pH 
óptimo de 8,6 y tiene cierta termoestabili-
dad (resiste temperatura de 130º C por 16,6 
min) (18).

Figura 11. Prueba de DNasa, obsérvese el halo transparente alrededor del control positivo y el halo opaco 
alrededor del control negativo. / L. Corrales. 

Determinación de beta lactamasas

Las β-lactamasas son enzimas producidas 
por las bacterias y se constituyen en la prin-
cipal causa de resistencia a las penicilinas 
y las cefalosporinas. La identificación defi-
nitiva de estas enzimas sólo es posible por 
secuenciación nucleotídica o aminoacídica, 

lo cual escapa a las posibilidades del labora-
torio de diagnóstico. Sin embargo, existen 
métodos simples que permiten la detección 
y tipificación de estas enzimas que pueden 
ser útiles en el laboratorio clínico (19).

Se clasifican de acuerdo con su peso mole-
cular, punto isoeléctrico y sitio activo entre 
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otros. Las β-lactamasas pueden encontrarse 
extracelularmente en bacterias Grampositi-

vas, o en el espacio periplasmático en bacte-
rias Gram-negativas (20). 

Tabla 2. Estructura química de los β-lactámicos.

Tomado de: C. Suarez, F. Gudiol / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2009;27(2):116–129

Anillo β-lactámico + anillo secundario = β-nucleo lactámico

Anillo tiazolidínico Ácido 6 - aminopenicilánico PENICILINAS

Anillo dihidrotiacínico Ácido 7 α - cefalosporínico CEFALOSPORINAS

Anillo Pirrolínico Carbapenémico CARBAPENEMAS

Ninguno Monobactámico MONOBACTÁMICOS

Anillo oxazolidínico Clavamo/Oxapenamo ÁCIDO CLAVULÁNICO

ANTIBIÓTICO

Las pruebas directas se utilizan principal-
mente para bacterias como Haemophilus in-
fluenzae, Moraxella catarrhalis y Neisseria 
spp., denominadas de crecimiento exigen-
te, y en los cuales la producción de estas 
enzimas tiene consecuencias claras sobre 
la terapéutica. Una prueba positiva indica 
resistencia a penicilinas de espectro reduci-
do: amoxicilina, ampicilina, carbenicilina, 
mezlocilina, penicilina, piperacilina y ticar-
cilina. 

Existen disponibles varios métodos para la 
detección de β-lactamasas convenientes para 
uso de rutina y recomendados por el manual 
de Cummulative Techniques and Procedu-
res in Clinical Microbiology (Cumitech 4A), 

como son el yodométrico, el acidométrico y 
el cromogénico. 

Una de las pruebas es la que utiliza nitro-
cefina (C21H16N4O8S2), una cefalosporina 
cromogénica que vira del amarillo al rojo 
al ser hidrolizada, ésta se fundamente en 
que cuando la fracción amida del compues-
to, unida al anillo beta lactamico, es hi-
drolizada por la beta lactamasa, se produce 
un cambio de color de amarillo a rojo de 
la cefalosporina cromogénica (nitrocefina, 
cefinasa y otras) (13). El ensayo es el más 
sensible para la mayoría de las β-lactama-
sas, salvo la penicilinasa estreptocócica y la 
ROB-1 producida por Haemophilus spp. 
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En lo posible, esta prueba debe hacerse di-
rectamente del primer aislamiento, debido 
a que el plásmido que codifica la informa-
ción es muy inestable y puede perderse en 
los subcultivos.

Otros métodos, se basan en la reducción 
del iodo por el ácido penicilinoico, el cual 
se deriva de la hidrólisis de la penicilina. 
En este caso, la reducción del iodo acom-
plejado con almidón lleva a la decoloración 
del complejo. La prueba es particularmente 
sensible para la penicilinasa estafilocócica. 
Sin embargo, es menos sensible que la prue-
ba de nitrocefina para la mayoría de las β 
-lactamasas de bacterias gramnegativas. 

La hidrólisis del anillo β-lactámico también 
puede ser detectada por métodos acidomé-
tricos, dado que se genera un grupo carboxi-
lo (-COOH) que puede acidificar sistemas 
no tamponados. En uno de estos métodos 
se emplea una solución de bencilpenicilina 
y rojo fenol, en la cual se inoculan las bac-
terias. Si existe actividad β -lactamasa la so-
lución vira del violeta al amarillo en pocos 
minutos (18).

 Se han descrito más de 200 β-lactamasas 
diferentes. Algunas son específicas para 
penicilinas o cefalosporinas, mientras que 
otras tienen un espectro amplio de acti-
vidad, incluyendo algunas que son capa-
ces de inactivar la mayoría de antibióticos 
β- lactámicos. Este último grupo denomi-
nado β-lactamasas de espectro ampliado 

(BLEAs), representan un gran problema, 
debido a que con frecuencia están codifi-
cadas en plásmidos y por lo tanto pueden 
transferirse de un organismo a otro.

Las β-lactamasas se clasifican según los 
sustratos sobre los que actúan, las sustan-
cias capaces de inhibirlas y la similitud en 
sus secuencias de aminoácidos. Las clasifi-
caciones más utilizadas son las de Ambler 
y la de Bush-Jacoby-Medeiros. La clasifi-
cación de Ambler distingue cuatro clases 
de β-lactamasas en función de sus secuen-
cias aminoacídicas. Las de las clases A, C 
y D son serina β-lactamasas y las de clase 
B metalobetalactamasas dependientes de 
zinc. 

Por su parte, la clasificación de Bush-Ja-
coby-Medeiros separa las β-lactamasas en 
función de su perfil hidrolítico y de sus 
inhibidores y distingue cuatro categorías y 
múltiples subgrupos. Dentro del grupo 2 
(penicilinasas sensibles al ácido clavulánico) 
se encuentra el subgrupo 2be, que engloba a 
más de 200 β-lactamasas de espectro exten-
dido (BLEE) derivadas de TEM, de SHV o 
del tipo CTX-M, que se caracterizan por ge-
nerar un distinto nivel de resistencia a cefa-
losporinas de tercera generación, recuperable 
en presencia del ácido clavulánico (21).
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Las betalactamasas clásicas tienen codifica-
ción plasmidial y resistencia a bencilpinici-
lina, aminopenicilina, carboxipenicilina y 
ureidopenicilina, pero no hidrolizan de for-

ma significativa las cefalosporinas. Sin em-
bargo, el uso de estas últimas ha favorecido 
la selección positiva de cepas que producen 
nuevas variedades de betalactamasas de los 

Tabla 3. Clasificación de las β-lactamasas de Bush, Jacoby y Medeiros, basada en las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas. 
Las clases A, C y D actúan mediante un mecanismo basado en la serina. La clase B necesita zinc como cofactor (22).

Tomado de: Bush K, Jacoby GA, Medeiros AA. A funtional classification scheme for B-lactamases and its correlation with 
molecular structure. Antimicrob Agents Chemother. 1995;39:1211-33. 

Grupo funcional 
y subgrupo

de Bush, Jacoby 
y Medeiros

Clase 
molecular 
(Ambler)*

Características

1 C
Cefalosporinasas, a menudo cromosómicas, pero pueden ser plasmídicas. Resistencia a todos los 
ß-lactámicos, excepto carbapenémicos (a no ser que coexistan alteraciones en las porinas). No 
inhibidas por el ácido clavulánico.

2 A,D Penicilinasas, cefalosporinasas o ambas. La mayoría son inhibidas por el ácido clavulánico (salvo 
casos de hiperproducción o subgrupos determinados).

2a A Penicilinasas. Incluye las de Enterococcus y Staphylococcus. Resistencia a penicilinas. Inhibidas 
por ácido clavulánico

2b A ß-lactamasas de amplio espectro (penicilinasas y cefalosporinasas), incluyendo TEM-1 y SHV-1.

2be A ß-lactamasas de espectro extendido (BLEE). Resistencia a oximino-cefalosporinas y a 
monobactámicos (aztreonam).

2br A ß-lactamasas tipo IRT (Inhibitor Resistant TEM). Resistentes a los inhibidores de ß-lactamasas 
ácido clavulánico y sulbactam, pero sensibles a tazobactam.

2c A Enzimas hidrolizantes de carbenicilina fundamentalmente, con algún efecto sobre cloxacilina.

2d D Enzimas hidrolizantes de cloxacilina (oxacilina) fundamentalmente, con algún efecto sobre 
carbenicilina. Inhibidas escasamente por ácido clavulánico. Algunas son BLEE (BLEE tipo OXA).

2e A Cefalosporinasas y aztreonamasas. Inhibidas por ácido clavulánico.

2f A Serina-ß-lactamasas. Carbapenemasas. Inhibidas por ácido clavulánico.

3ª, 3b, 3c B Metalo (Zn)-ß-lactamasas. Resistencia a carbapenémicos y a todos los ß-lactámicos, excepto los 
monobactámicos. No inhibidas por ácido clavulánico.

4 Miscelánea. Penicilinasas no incluidas en los otros grupos. No inhibidas por ácido clavulánico
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grupos TEM y SHV capaces de hidrolizar 
las cefalosporinas de tercera generación, y 
se denominan: “betalactamasas de espectro 
extendido”(BLEE, o ESBL por su denomi-
nación en inglés extended spectrum beta-
lactamase), de las cuales se han detectado 
variedades de genotipo TEM y SHV. (21)

No obstante, un denominador común de 
estas BLEE es la sensibilidad al ácido cla-
vulánico, y su diagnóstico se demuestra me-
diante la sinergia entre el clavulánico y una 
cefalosporina de tercera generación como la 
cefotaxima (23). 

El tipo TEM-1 es el que con más frecuen-
cia se encuentra en bacterias gramnegativas. 
Más del 90% de las resistencias a ampicilina 
en Escherichia coli son debidas a la produc-
ción de TEM-1, y también en la resisten-
cia a penicilinas que podemos observar en 
Haemophilus influenzae y Neisseria gonorr-
hoeae, en aumento. A pesar de que las be-
talactamasas de tipo TEM se encuentran 
principalmente en E. coli y Klebsiella pneu-
moniae se encuentran cada vez con mayor 
frecuencia en otras bacterias gramnegativas. 
La sustitución aminoacídica responsable del 
fenotipo BLEE permite el acceso a nuevos 
sustratos, pero la apertura del sitio activo 
para la entrada del betalactámico incremen-
ta la susceptibilidad a inhibidores de la be-
talactamasa. 

El tipo SHV-1 comparte un 68% de identi-
dad aminoacídica con TEM-1, y su estruc-

tura es relativamente similar. El tipo SHV-1 
es más habitual en K. pneumoniae, y es res-
ponsable de más del 20% de las resistencias 
a ampicilina mediadas por plásmidos en 
esta especie (24). 

Las Betalactamasas tipo CTX-M (Clase A), 
reciben su nombre por su especial actividad 
contra la cefotaxima, así como otros subs-
tratos betalactámicos como ceftazidima, 
ceftriaxona, o cefepime. Este genotipo es 
un buen ejemplo de betalactamasas cromo-
sómicas, encontradas normalmente en espe-
cies de patógenos comensales y otras. 

Las betalactamasas tipo OXA (Clase D), 
son conocidas como las menos comunes, 
pero también como la única variedad que 
puede hidrolizar la oxacilina y otras peni-
cilinas relacionadas con estafilococos. Estas 
betalactamasas difieren de TEM y SHV en 
que son de la clase molecular D y del grupo 
funcional 2d. Las betalactamasas tipo OXA 
confieren resistencia a ampicilina y a cefalo-
tina y se caracterizan por su gran actividad 
hidrológica contra la oxacilina y cloxacilina, 
y el hecho de que son pobremente inhibi-
das por el ácido clavulánico. La BLEE tipo 
OXA ha sido encontrada principalmente en 
P. aeruginosa.

Otras BLEE ś mediadas por plásmidos son 
los tipos PER, VEB, GES y IBC, que se han 
descrito pero que no son comunes, y se han 
encontrado principalmente en P. aeruginosa 
y Acinetobacter (21, 24).
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La penicilinasa es, un tipo específico de 
β-lactamasas que se caracteriza por tener es-
pecificidad por las penicilinas, hidrolizando 
el anillo betalactámico. El peso molecular 
de la mayoría de estas enzimas es de aproxi-

madamente 50.000. Las penicilinasas fueron 
las primeras β-lactamasas en ser descrita en 
Escherichia coli en 1940, poco antes de que la 
penicilina se usara comercialmente.
 

Figura 12. Acción de los antibióticos β -lactámicos Tomado de: C. Suarez, F. Gudiol / Enferm Infecc 
Microbiol Clin. 2009;27(2):116–129

Figura 13. Prueba de Beta lactamasas con disco de nitrocefina. (izquierda tubo con medio transparente, la bacteria es sen-
sible y no hubo crecimiento. Derecha tubo con medio turbio la bacteria es resistente y hubo crecimiento). / L. Corrales.
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Deteccion de carbapenemasas 

Las carbapenemasas son beta-lactamasas 
que hidrolizan las penicilinas, y en la ma-
yoría de los casos también a las cefalospori-
nas y, en varios grados, a las carbapenemas. 
En definitiva, pueden conferir resistencia a 
todos los beta-lactámicos, con la excepción 
del aztreonam, que no se hidroliza por las 
metalo-betalactamasas. “Además, en mu-
chas ocasiones las EPC (Enterobacterias 
productoras de carbapenemasas) son tam-
bién resistentes a múltiples antimicrobianos 
de otras familias como las f luoroquinolo-
nas, los aminoglucósidos y el cotrimoxazol, 
lo que reduce las opciones terapéuticas a 
colistina, aztreonam, fosfomicina y tigeci-
clina”. (25)

“Las primeras carbapenemasas de origen 
plasmídico se describieron en Japón en el 
año 1991 en P aeruginosa y con posteriori-
dad en diversas especies de enterobacterias, 
entre ellas S. marcescens, y también en Pseu-
domonas putida y Achromobacter xyloxoxi-
dans.” (26)

Los principales tipos de carbapenemasas en 
Enterobacterias se conocen 3 tipos de molé-
culas de carbapenemasas, “denominados A, 
B y D las de las clases A y D son serina-be-
ta-lactamasas, mientras que las de clase B, 
son metalo-beta-lactamasas, es decir, su ac-
tividad hidrolítica depende de la presencia 
de zinc” (27) 

Las carbapenemasas de clase A son las que 
presentan mayor diversidad y distribución. 
Se caracterizan por la capacidad para hidro-
lizar carbapenémicos, cefalosporinas, peni-
cilinas y aztreonam, y han sido identificadas 
en enterobacterias y en bacilos gramnegati-
vos no fermentadores.

Las carbapenemasas de clase B se caracte-
rizan por hidrolizar carbapenémicos, con 
excepción de aztreonam, y su acción es in-
hibida por el agente quelante EDTA (ácido 
etilen-diamino-tetra-acético). Debido a su 
clasificación y complejidad es común que 
los carbapenémicos se utilicen en los hos-
pitales para tratar infecciones severas como: 
Endocarditis (infección de las válvulas y 
revestimiento del corazón), Infecciones del 
tracto respiratorio incluyendo la neumonía, 
Infecciones del tracto urinario y abdomina-
les, Infecciones ginecológicas, Infecciones 
de la sangre, de la piel, de los huesos y de 
las articulaciones. Esta familia de antibióti-
cos se compone de otros fármacos derivados 
de los carbapenémicos como son: Ertape-
nem, Doripenem, Imipenem, Meropenem, 
debido a su complejidad la detección de 
carbapenemasas también supone un reto 
para los laboratorios de Microbiología Clí-
nica debido a que su detección fenotípica 
no es fácil, ya que en muchos casos los va-
lores de las concentraciones mínimas inhi-
bitorias (CMIs) de las carbapenemas frente 
a las EPC se encuentran en el rango de sen-
sibilidad, por debajo de los puntos de corte 
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clínicos. Por tanto, es necesario establecer 
una metodología que facilite su detección 
además de esto “la problemática se agudi-
za aún más con la aparición de organismos 
ambientales y de la microbiota humana por-
tadoras de resistencia” (28). En Colombia 
las Enterobacterias ocupan los primeros lu-
gares en la epidemiología de las infecciones 
asociadas a la atención en salud (IAAS) y de 
las “adquiridas en comunidad a los carbape-
némicos y esto es gracias a una combinación 
de mecanismos que incluye la producción 
de enzimas hidrolíticas y las mutaciones en 
proteínas de la membrana externa” (29).

“La detección de la resistencia a los car-
bapenemes, sobre todo cuando se trata de 
mecanismos transmisibles, es fundamen-
tal para orientar adecuadamente la terapia 
con antibióticos, implementar medidas de 
aislamiento adecuadas, y realiza investi-
gación. La mayoría de los métodos para la 
detección y confirmación tienen resultados 
en tiempos largos y/o son complicados y/o 
costosos. Es más, algunas pruebas carecen 
de sensibilidad y especificidad, por lo que 
los resultados son menos confiables” (30), 
gracias a los avances tecnológicos de labo-
ratorios a nivel mundial se desarrolló una 
prueba rápida que detecta Carbapenemes 
hidrólisados por bacterias productoras de 
carbapenemasas-: Enterobacteriaceae, Pseu-
domonas aeruginosa y Acinetobacter bau-
mannii. La hidrólisis acidifica el medio que 
produce el cambio de color del indicador de 
pH - indicando específicamente la presencia 

de resistencia a Carbapenemes transmisible, 
CARBA NP detecta (sin distinción) los 3 
tipos de carbapenemasas: Clase A: KPC es 
el representante principal, Clase B: ß-lac-
tamasas Metallo (MBL). NDM-1, VIM y 
IMP, Clase D: OXA carbapenemasas. Una 
de las grandes ventajas de esta prueba es que 
debes tener la bacteria en medio sólido y en 
menos de dos horas obtienes el resultado. 

Figura 14. Prueba Carba NP positiva / S. Quijano.

Prueba de beta galactosidasa (ONPG)

Mediante esta prueba se determina la pre-
sencia de la enzima β-galactosidasa, la cual 
rompe la molécula de lactosa como disacári-
do en los respectivos monosacáridos galac-
tosa y glucosa (31).
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En la fermentación bacteriana de la lacto-
sa participan dos proteínas y en este caso 
ocurre la fermentación rápida, o cuando 
la bacteria cuenta con una sola ocurre la 
fermentación lenta. La primera proteína 
que participa es la β–galactósido permea-
sa, la cual está localizada en la membrana 
celular y tiene como función el transpor-
te de la lactosa al interior de la célula y 
la segunda es la β-D-galactosidasa que es 
de tipo intracelular y su función es hidro-

lizar la molécula de lactosa en glucosa y 
galactosa (18).

La ruptura del enlace que une los dos mo-
nosacáridos que conforman la lactosa se 
verifica mediante el uso del compuesto or-
gánico o-nitrofenil–β-D-galactopiranósido 
(ONPG) que al ser hidrolizado produce un 
compuesto cromógeno amarillo, (la prueba 
de ONPG no sustituye la prueba de fermen-
tación de lactosa) (13). 

Figura 15. Estructura de la lactosa. 

Figura 16. Producción de β-D-galactosidasa a partir de ONPG.
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Prueba pirrolidonil arilamidasa (PYR)

Es una prueba rápida que permite detectar 
la enzima pirrolidonil arilamidasa, en esta 
se utiliza como sustrato el reactivo L-pirro-
lidonil- beta-naftilamida (PYR), para la 
identificación rápida de enterococos y es-
treptococos. 

Los microorganismos que producen esta en-
zima pueden hidrolizar el sustrato presente 
en los discos en forma rápida, con liberación 
del grupo pirrólico, el cual, reacciona con el 
reactivo revelador: N-N dimetilamino cina-
maldehído (32). En el pirrol, se encuentran 
presentes un par de electrones libres en el 
nitrógeno lo que incide en el mecanismo de 
la reacción.

Esta es una prueba presuntiva específica tan-
to para los estreptococos β hemolíticos del 
grupo A, como para los Enterococcus spp; y 
permite diferenciar los estreptococos del gru-
po A de otras especies de Streptococcus (33).

Es una prueba altamente sensible y reem-
plaza a la bacitracina y a la prueba de tole-
rancia al cloruro de sodio (crecimiento en 
solución de NaCl al 6.5%).

A menudo se usa esta prueba junto con la 
prueba de leucinaaminopeptidasa (LAP). 
Debe tenerse en cuenta que algunos Sta-
phylococcus (S. lugdunensis, S. scheleiferi, S. 
haemolyticus y S. intermedius) son general-
mente PYR positiva, por lo que también se 
puede utilizar para diferenciar especies de 
Staphylococcus, así como cocos y bacilos 
Gram negativos no fermentadores. (34, 35).
 

Figura 17. Prueba de ONPG (tubo de la derecha prueba 
negativa, izquierda prueba positiva). /L. Corrales.

Figura 18. Prueba PYR en tubo/ L. Corrales
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Solubilidad en bilis 

El desoxicolato de sodio, sal derivada del 
ácido desoxicólico, (C24H40O4) lisa la pa-
red de la bacteria, por lo tanto, se considera 
una autolisina (enzima degradativa de pep-
tidoglicano) que es liberada por la bilis a 
partir de la membrana de la célula y se une 
a los ácidos teicoicos que contienen colinas 
unidas al peptidoglicano (36). La autolisina 
entonces digiere la pared bacteriana celular 
resultando en lisis de la célula. Si las células 
crecen en etanolamina en vez de colina, la 
etanolamina se incorpora al ácido de teicoi-
co y la autolisina entonces no puede lisar la 
pared celular. El entendimiento de la forma 
como trabaja la autolisina, ha conducido a 
sugerir que los antibióticos (incluyendo pe-
nicilina) trabajan in vivo en cooperación 
con la autolisina para eliminar bacterias 
como el neumococo (37). Esta prueba per-
mite la diferenciación entre Streptococcus 
del grupo Viridans, los cuales son resisten-
tes a la lisis, del Streptococcus pneumoniae 
el cual es sensible a la acción del desoxico-
lato (31).

A una colonia en agar sangre de la cepa sos-
pechosa se le agrega una gota de desoxico-
lato de sodio al 10% y se mantiene a 37°C, 
durante 15 a 30 minutos, en incubación 
con la tapa hacia arriba. Las sales biliares 
hacen descender la tensión superficial en la 
interfase medio-membrana, provocando la 
descomposición de la membrana celular y 
acelerando el proceso autolítico natural del 

microrganismo, de tal forma que pueden 
desaparecer o verse como colonias aplasta-
das (13). 

Prueba de sensibilidad a la Novobiocina 
(Nb, 5 µg.)

Las pruebas de sensibilidad se basan en 
observar una característica de los microor-
ganismos frente a una sustancia química 
o antimicrobiano. La prueba permite de-
terminar si el microorganismo presenta 
sensibilidad o resistencia constante frente 
a dicha sustancia, lo cual permite confir-
mar o descartar la presencia del microor-
ganismo (38).

La novobiocina es un antibiótico conforma-
do por un éter aromático en el que el átomo 
de oxígeno une las diferentes partes y a par-
tir del cual se pueden obtener: un derivado 
del ácido benzoico (C7H6O2), un residuo 
cumarina (C9H6O2) y el azúcar novobiosa. 
Estudios con Cristalografía de Rayos X han 
determinado que el complejo droga-recep-
tor de la novobiocina con la ADN girasa 
(GyrB) muestra que el ATP y la novobio-
cina presentan uniones de superposición en 
la molécula girasa. La superposición de la 
cumarina y los sitios de unión del ATP es 
fuerte con aminocumarinas, los cuales son 
inhibidores competitivos de la reacción ca-
talizada por la GyrB ATPasa (39, 40).

Los Staphylococcus coagulasa negativos 
pueden diferenciarse en dos grupos, según 



Corrales et al. Catalisis, enzimas y pruebas rápidas

143

sean sensibles o no a la novobiocina (5 µg). 
Es activo frente a Staphylococcus epidermi-
dis y puede ser utilizado para diferenciar-
lo de Staphylococcus saprophyticus, que es 
resistente a la novobiocina, en cultivo (35). 
La prueba se realiza mediante siembra ma-
siva del microorganismo en una concentra-

Sensibilidad a la penicilina

La penicilina es un antibiótico que actúa 
sobre la formación de la pared celular de las 
bacterias alterando la síntesis de mureína 
ó peptidoglicano; este compuesto se carac-
teriza por ser un heteropolímero en que se 
encuentran de manera alternante de N-ace-
til-glucosamina y el ácido N-acetilmurámi-
co (41); este compuesto es un mucopéptido 
que se encuentra en un 60-80% en las bac-
terias grampositivas y en un 20% aproxima-
damente en las gramnegativas. Esta prueba 
permite observar la sensibilidad o resisten-
cia constante frente a dicha sustancia. La 
prueba se realiza mediante siembra masiva 

Figura 19. Prueba de sensibilidad a la Noboviocina 5 µg, micoorganismo sensible. /L. Corrales.

ción 0,5 escala de Mac Farland en medio 
de Agar Mueller Hinton. Luego se coloca 
en el centro de la siembra el disco de novo-
biocina (5 µg), se incuba a 37°C por 24 a 
48 horas; observar si hay o no inhibición de 
crecimiento alrededor del disco (13).

del microorganismo en una concentración 
0,5 escala de Mac Farland en medio de Agar 
sangre o Mueller Hinton de acuerdo con el 
microorganismo que se estudia. Luego se 
coloca en el centro de la siembra el disco 
de penicilina, se incuba a 37°C por 24 a 48 
horas y se observa si hay o no inhibición de 
crecimiento alrededor del disco. En la sen-
sibilidad de la penicilina se debe mencionar 
que la primera resistencia a este antibióti-
co fue por Streptococcus pneumoniae hasta 
que ocurrió el brote sudafricano de cepas 
multirresistentes a fines de la década del 
701 a través de modificaciones en mosaico 
de los genes que codifican sus proteínas li-
gadoras de PEN (PBP) (42).
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Prueba de susceptibilidad 
a la Optoquina (P) 

El clorhidrato de etildihidrocupreína (opto-
quina) es un compuesto químico que inhibe 
selectivamente el crecimiento de Streptococcus 
pneumoniae, el cual, a muy baja concentra-
ción, lisa el microorganismo por cambios en 
la tensión superficial en su pared (41). Esta 
prueba se emplea para la diferenciación de 
Streptococcus pneumoniae (sensibles) y Strepto-
coccus del grupo Viridans α-hemolíticos (re-
sistentes) con P a concentración de 5 µg/ml 
o menos; Aunque ya se informan cepas de S. 
pneumoniae resistentes (43, 44).

Para la prueba se toman tres o cuatro colonias 
con asa curva, se siembra por rejilla en agar 
sangre un área de alrededor de 3 cm2 y luego 
se coloca en el centro de la siembra el disco de 
optoquina de 5 µg/ml o menores. Incubar a 
37°C por 24 a 48 horas en atmósfera del 5 al 

7% de CO2; se observa si hay o no inhibición 
de crecimiento alrededor del disco (13).

Figura 20. Prueba de sensibilidad a la penicilina 10 (U), (el cultivo de la derecha muestra sensibilidad 
y el de la izquierda resistencia) /L. Corrales.

Figura 21. Prueba de sensibilidad a la optoquina/ L. Corrales.

Susceptibilidad a la Bacitracina (A) y 
al Trimetoprim – sulfometoxazol (SXT) 

La Bacitracina, es un antibiótico producido 
por una mezcla de polipéptidos cíclicos de 
síntesis no ribosomal relacionados unos con 
los otros y producidos por cepas de la varie-
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dad Tracy de la bacteria Bacillus subtilis ais-
lado en 1945. El antibiótico está indicado 
para el tratamiento de bacterias Gram posi-
tivas, especialmente provenientes de heridas 
y mucosas. Actúa sobre la formación de la 
pared celular, inhibiendola. Los Streptococ-
cus betahemolíticos del grupo A son sensi-
bles (45). 

El Trimetoprim y sulfametoxazol son dos 
tipos de antibióticos que por su actividad 
complementaria suelen utilizarse en con-
junto, recibiendo la asociación el nombre de 
cotrimoxazol. La proporción de los dos an-
tibióticos suele estar en una relación de 1:5, 
es decir, que 1 mg de trimetoprima suele 
asociarse a 5 mg de sulfametoxazol. La tri-
metoprima es un antibiótico bacteriostático 

derivado de la trimetoxibenzilpirimidina, 
mientras que el sulfametoxazol es una sul-
fonamida de acción intermedia. Ambos ac-
túan sobre la ruta de síntesis del tetrahidro-
folato, cuya inhibición provoca finalmente 
que las bacterias afectadas no puedan sinte-
tizar purinas (46). 

Para la prueba se toman tres o cuatro colo-
nias con el asa y se estrían desde el centro 
hasta la mitad en una placa de agar sangre. 
Luego se coloca un disco de Bacitracina (A) 
de 0,04 unidades y de SXT (1.25 µg de tri-
metoprima/ 23,75 µg de sulfometoxazol) 
equidistantes en el centro de la siembra, 
incubar a 37 °C por 24 a 48 horas en aero-
biosis. Se observa si hay o no inhibición del 
crecimiento bacteriano (13).

Figura 22. Prueba de sensibilidad a la Bacitracina (A) y Trimetoprim – sulfometoxazol (SXT). 
(Derecha A sensible e Izquierda SXT resistente) / L. Corrales.

Prueba de CAMP

Los Streptococcus del grupo B producen 
el factor CAMP (Christie, Atkins, Mu-
nich-Paterson) que es una proteína difusi-
ble y termoestable que aumenta la zona de 
β-hemólisis del Staphylococcus aureus β-lisi-

na, generando una hemólisis en forma de 
punta de f lecha ya que éste produce esfin-
gomielinasa C que se une a las membranas 
de los eritrocitos y los lisa (47, 48). Para la 
prueba se toma una colonia de Staphylococ-
cus aureus β- lisina y se siembra en una placa 
de agar sangre en forma horizontal; tomar 
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una colonia del microorganismo en estudio 
y sembrarlo perpendicularmente a la estría 
sembrada de Staphylococcus aureus evitando 
que las estrías se toquen. Incubar a 37°C 

por 18 a 24 horas en aerobiosis. Observar si 
se produce una zona de hemólisis ampliada 
en forma de punta de f lecha (49). 
 

Figura 23. esquema de la técnica para la prueba de CAMP/L. Corrales.

Figura 24. Prueba de identificación del factor CAMP. (izquierda micoorganismo CAMP positivo con hemólisis en 
punta de flecha, centro micoorganismo CAMP positivo con hemólisis en rectángulo y derecha microorganismo CAMP 

negativo). / L. Corrales

Esta prueba es utilizada para confirmación 
del Streptococcus agalactiae también denomi-
nado Streptococcus β-hemolítico del grupo 
B (EGB), debido a que es un agente etioló-
gico de un amplio espectro de infecciones, 
siendo un coco Gram positivo, anaerobio 

facultativo, saprofito del tracto gastrointes-
tinal y urogenital humano, pero relevante 
en aislamientos de gestantes pre-termino, 
por su alta riesgo de transmisión vertical 
generando afectaciones serias en el emba-
razo (50).
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Conclusiones 

Las enzimas como catalizadores y por tan-
to, como compuestos químicos inciden en la 
velocidad de las reacciones variando el me-
canismo de reacción de dichos procesos; en 
este sentido, la cinética de una reacción quí-
mica o bioquímica depende de la relación 
entre la disminución de la concentración de 
los reactivos y el consecuente aumento en 
la concentración de productos relacionados 
simultáneamente en función a la variable 
“tiempo”.

Las enzimas intervienen en las reacciones en 
su forma proteica aislada; sin embargo, hay 
algunas en las que esta parte, denominada 
apoenzima, se complementa con la acción 
química de un compuesto que se denomina 
cofactor, esta consideración reviste impor-
tancia en el contexto fisiológico y bioquí-
mico en atención a que en ausencia del co-
factor la enzima no cumple con su función 
catalítica. 

Factores como la concentración de sustra-
to, el pH y la temperatura, inciden directa-
mente en la actividad enzimática y se cons-
tituyen en puntos de regulación de dichas 
reacciones; así mismo, permiten controlar 
el curso de los procesos bioquímicos en los 
que intervienen. 

La identificación fenotípica en bacterias se 
apoya en la evaluación de las características 
que son observables tales como la morfolo-

gía macro y microscópica, las particularida-
des en el desarrollo y las propiedades bio-
químicas y metabólicas. En este sentido, la 
detección de enzimas hace parte de las téc-
nicas fenotípicas utilizadas en la rutina del 
laboratorio de microbiología; sin embargo, 
en la práctica se presentan limitaciones aso-
ciadas a factores fisicoquímicos relaciona-
dos con las condiciones de reactividad que 
tienen las enzimas y que marcan el curso y 
la velocidad de las reacciones. 
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