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RESUMEN

Enterobacter spp. es un patégeno intrahospitalario que presenta multiples mecanismos de resistencia a los antibiéticos
B-lactamicos. Se caracterizaron fenotipica y genotipicamente las diferentes B-lactamasas presentes en 27 aislamien-
tos consecutivos e ininterrumpidos de Enterobacter spp. (25 Enterobacter cloacae y 2 Enterobacter aerogenes).
También se evalud la habilidad de diferentes métodos fenotipicos para detectar [3-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) en estos microorganismos. En 15/27 aislamientos (63%) se observo resistencia a las cefalosporinas de
tercera generacion. En 12 de los aislamientos resistentes se detect6 un alto nivel de produccién de cefalosporinasa
cromosomica, siendo 6 de ellos también productores de PER-2. Dicha resistencia en los 3 aislamientos restantes se
debid exclusivamente a la presencia de BLEE, PER-2 en 2 de ellos y CTX-M-2 en un caso. S6lo CTX-M-2 se detecté
con todas las cefalosporinas probadas en los ensayos de sinergia, utilizando el método de difusion, mientras que
cefepima mejor6 la deteccién de PER-2 en 7/8 aislamientos productores de esta BLEE, 4/8 utilizando la prueba de
doble disco y 7/8 comparando discos de cefepima con y sin el agregado de acido clavulanico. El método de dilucion
empleado solo detecté 1/9 BLEE al comparar las cefalosporinas con y sin el agregado de inhibidor.
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SUMMARY

Phenotypic and genotypic characterization of resistance to third-generation cephalosporins in Enterobacter
spp. Enterobacter spp. are becoming increasingly frequent nosocomial pathogens with multiple resistance mechanism
to B-lactam antibiotics. We carried out the phenotypic and genotypic characterization of 3-lactamases in 27 Enterobacter
spp. (25 Enterobacter cloacae y 2 Enterobacter aerogenes), as well as the ability of different extended spectrum
B-lactamase (ESBL) screening methods. Resistance to third generation cephalosporins was observed in 15/27 (63%)
isolates. Twelve resistant isolates produced high level chromosomal encoded AmpC B-lactamase; 6 of them were
also producers of PER-2. Resistance to third generation cephalosporins in the remaining 3 isolates was due to the
presence of ESBLs, PER-2 in 2 cases, and CTX-M-2 in the other. Only CTX-M-2 production was detected with all
tested cephalosporins using difusion synergy tests, while cefepime improved ESBLs detection in 7/8 PER-2 producers,
4/8 in the inhibitor aproximation test and 7/8 with double disk test using cefepime containing disk with and without
clavulanic acid. Dilution method, including cephalosporins with and without the inhibitor detected 1/9 ESBLs producers.

Key words: Enterobacter spp., expanded-spectrum (-lactamases, cefepime

INTRODUCCION

El género Enterobacter incluye 14 especies o
biogrupos clasificados de acuerdo a caracteristicas
bioquimicas y similitudes genémicas (1). Mientras que
E. cloacae y E. aerogenes son aislados habitualmente
como patdégenos intrahospitalarios, otras especies como
Pantoeae agglomerans, Enterobacter sakazakii, Ente-
robacter tayloreae (actualmente Enterobacter cancero-
genus), Enterobacter gergoviae, Enterobacter absuriae
son patdégenos humanos poco frecuentes (19). La resis-

tencia a los antibiéticos pB-lactamicos en este género, y
en muchos miembros de la familia Enterobacteriaceae,
usualmente es mediada por la producciéon de enzimas
con capacidad de hidrolizar dichos antibiéticos y proba-
blemente por alteraciones en la permeabilidad de la
membrana externa; y en ciertos casos, la combinacion
de estos mecanismos (9).

Enterobacter spp., igual que otras enterobacterias
como Citrobacter freundii, Serratia spp., Morganella
morganii, Providencia stuartii y Providencia rettgeri pro-
ducen B-lactamasas cromosomicas inducibles denomi-
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nadas Amp-C, no inhibidas por &cido clavulanico y otros
inhibidores de B-lactamasas (9). Los microorga-nismos
productores de estas enzimas son resistentes a las
aminopenicilinas con y sin los inhibidores de B-lac-
tamasas y a las cefalosporinas de primera generacion.
La resistencia a cefoxitina varia entre las distintas espe-
ciesy a las cefalosporinas de tercera generacion depen-
de del nivel de expresion de la enzima cromosomica. En
algunos casos la hiperproduccion de estas enzimas pue-
de otorgar resistencia a dichas cefalosporinas (6).

Por otro lado, es notable la diseminacién a nivel mun-
dial de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) en
enterobacterias productoras de enzimas cromosomicas
inducibles, mecanismo que ya fue descripto en nuestro
medio a finales de los afios 90 (14, 16). Estas B-lacta-
masas confieren resistencia a las penicilinas, cefalos-
porinas de primera, segunda, tercera y cuarta generacion
y monobactamicos. Escapan a su accion las cefamicinas
y los carbapenemes, y son facilmente inhibidas por acido
clavulanico y otros inhibidores relacionados (5).

Distintos estudios realizados en nuestro pais, han
demostrado que las BLEEs prevalentes en la mayoria
de las enterobacterias son CTX-M-2 y PER-2. Un bajo
porcentaje corresponde a las -lactamasas derivadas de
SHV, que junto con las derivadas de TEM, son las mas
comunmente halladas en enterobacterias en Europa y
EEUU (3-5, 7, 15).

El objetivo de este trabajo fue investigar los mecanis-
mos enzimaticos responsables de la resistencia a
antibioticos B-lactamicos en aislamientos clinicos de
Enterobacter spp., asi como caracterizar las 3-lactamasas
presentes y comparar diferentes métodos fenotipicos de
deteccion de la presencia de BLEEs en este género.

MATERIALES Y METODOS
Microorganismos

Se estudiaron 27 aislamientos Unicos, sucesivos e ininte-
rrumpidos de Enterobacter spp. recuperados de pacientes aten-
didos en el Hospital de Clinicas “José de San Martin”, en el
periodo de Junio a Diciembre del afio 1999. La identificacion de
género y especie se realizé segin la metodologia convencio-
nal. Los microorganismos fueron conservados a -20 °C, en agar
cerebro-corazon con glicerol al 20%.

Determinacion de la susceptibilidad a antibiéticos

La determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM)
se realizé por el método de dilucién en agar siguiendo las reco-
mendaciones del NCCLS (actualmente CLSI) (11). Se incluye-
ron los siguientes antibiéticos: amoxicilina (AMX), amoxicilina/
ac. clavulénico, (2:1) (AMC), piperacilina (PIP), piperacilina/
tazobactam (PTZ) (tazobactam en concentracion constante de
4 ug/ml), cefalotina (CTN), cefoxitina (FOX), cefotaxima (CTX),
ceftazidima (CAZ), cefoperazona (CPZ), cefepima (FEP), az-
treonam (AZT), imipenem (IMI), meropenem (MER), ciproflo-
xacina (CIP) y gentamicina (GEN). Para la deteccién de
microorganismos productores de BLEE se incluyeron CTX, CAZ
y FEP combinados con concentraciones constantes de acido
clavulanico (2 pg/ml). Se confirm6 fenotipicamente su presen-

Revista Argentina de Microbiologia (2005) 37: 203-208

cia cuando la CIM de alguna de las cefalosporinas utilizadas
con el inhibidor, presenté un descenso de por lo menos tres
diluciones, con respecto a la cefalosporina sola.

Deteccién fenotipica de la presencia de
B-lactamasas inducibles

Se realizé un ensayo de doble disco, empleando discos con-
teniendo FOX (30 pg) (Laboratorio Britania), acido clavulanico
(10 pg) y acido 6-amino-penicilanico (6APA) (60 pg) colocados
a 2 cm de distancia borde a borde de discos conteniendo CTX
(100 pg), sobre placas de agar Mueller-Hinton inoculadas con
108 microorganismos/ml. Los discos conteniendo acido clavula-
nico y 6APA fueron preparados en el laboratorio. La induccién
fue interpretada como un achatamiento en el halo de inhibicién
del disco de CTX en la zona adyacente a los discos contenien-
do los distintos inductores. Los discos conteniendo 100 pg de
CTX fueron preparados en el laboratorio debido a que la mayo-
ria de las cepas no presentaban halo de inhibicién para este
antibiético empleando los discos comerciales de CTX (30 pg).

Deteccién de la presencia de BLEEs por difusion en agar

Se realiz6 el ensayo de deteccién de la presencia de BLEE
en 15 aislamientos que resultaron resistentes a alguna de las
cefalosporinas ensayadas. Se emplearon discos conteniendo
CTX (30 pg) y CAZ (30 pg) solos, y con el agregado de 10 pg de
acido clavulanico, CTXC y CAZC, de acuerdo a las recomenda-
ciones del NCCLS para la detecciéon de BLEE en E. coli y
Klebsiella spp. (12). Se incluy6 en el ensayo los discos de FEP
(30 pg) y FEP-acido clavulanico (FEPC) (30 pg/10 pg), para
evaluar su utilidad en la deteccién de BLEE en microorganismos
productores de enzimas AmpC inducibles.

Se realiz6 también otro ensayo de sinergia, colocando discos
de CTX (30 ug) y FEP (30 pg) a 20 mm de un disco de AMC (20/
10 ug) (8).

La presencia de BLEEs fue interpretada como un aumento en
el halo de inhibicién de la cefalosporina asociada al inhibidor = 5
mm con respecto a la cefalosporina sola, y/o observacion de si-
nergia en el ensayo por aproximacion de disco.

Determinacién de los puntos isoeléctricos (pl) de las
B-lactamasas

Los extractos enzimaticos se obtuvieron a partir de cultivos
de los microorganismos en 50 ml de caldo cerebro-corazén con
100 pg/ml de ampicilina, mediante ruptura ultrasénica en bafio
de hielo para evitar la desnaturalizacién proteica, utilizando un
sonicador Vibra Cell (Sonics & Materials Inc, USA). El pl de las
enzimas fue determinado por isoelectroenfoque analitico em-
pleando geles de poliacrilamida de amplio rango (pH: 3-10) (10).
Se emple6 un equipo LKB 2117 Multiphor Il (LKB Produkter AB,
Suecia). Como patrones se incluyeron enzimas de pl conocido.
Las B-lactamasas fueron reveladas por el método iodométrico
en agar utilizando ampicilina (500 pg/ml) (18). La inhibicion de
las enzimas se evalué sumergiendo el gel en una solucién 1mM
de clavulanato de potasio y revelando posteriormente por el
método iodométrico, empleando ampicilina 500 pg/ml como
sustrato (14).

Deteccién molecular de los genes codificantes de
las B-lactamasas plasmidicas

De acuerdo a los resultados observados en los ensayos an-
teriores, se amplificaron los genes codificantes de las -lacta-
masas empleando distintos pares de cebadores (5™-3") (GIBCO
BRL, USA) blaTEM-1a: ATAAAATTCTTGAAGACGAAA, blaTEM-
1b: GACAGTTACCAAYGCTTAATCA, blaCTX-M-2 I:TTAAT-
GATGACTCAGAGCATTC, blaCTX-M-2 II: GATACCTCGCTC-



Tabla 1. Valores de la concentracion inhibitoria minima (CIM, en ug/ml) de distintos antimicrobianos en los 15 aislamientos resistentes a las cefalosporinas de tercera generacion
(grupo 1)

AMX AMC PIP PTZ CTN FOX CTX CTXC CAZ CAzC CpPz FEP FEPC AZT IMI MER CIP GEN
Eael5 512 256 512 256 >512 256 256 256 256 128 256 16 4 256 0,25 0,063 32 512
Ecl 3 512 128 256 256 >512 512 128 256 128 128 128 8 4 32 0,125 0,063 16 0,125
Ecl 6 512 128 256 128 >512 64 256 512 128 128 64 4 4 16 0,125 0,016 0,002 0,125
Ecl 7 512 128 256 256 >512 256 128 128 64 64 256 2 2 16 0,5 0,125 16 >512
Ecl 9 512 256 256 256 >512 128 128 128 128 256 128 4 4 32 0,125 0,032 16 0,125
Ecl 11 512 256 256 256 >512 256 256 512 512 256 256 16 1 256 0,25 0,063 0,004 128
Ecl 16 512 256 512 256 >512 256 128 256 256 128 256 16 4 256 0,125 0,063 32 256
Ecl 20 512 256 256 128 >512 >512 128 128 64 128 128 2 2 32 0,25 0,125 32 >512
Ecl 21 512 128 64 32 >512 >512 32 32 32 32 64 2 1 32 0,125 0,063 64 512
Ecl 25 512 256 256 128 >512 >512 64 128 64 128 128 2 2 32 0,25 0,25 64 >512
Ecl 28 512 256 256 128 >512 >512 128 128 64 128 256 2 2 64 0,25 0,25 64 >512
Ecl 30 512 128 64 64 >512 >512 64 64 64 64 64 0,25 0,25 64 0,125 0,016 0,002 0,5
Ecl 35 512 256 256 256 >512 >512 512 512 >512 512 >512 32 16 512 0,25 0,016 32 >512
Ecl 36 >512 128 512 256 >512 256 512 256 64 64 >512 256 256 128 0,5 0,125 4 256
Ecl 37 512 256 32 16 >512 >512 16 8 8 8 16 0,5 0,5 4 0,25 2 2 0,5

Ecl: Enterobacter cloacae, Eae: Enterobacter aerogenes, AMX: amoxicilina, AMC: amoxicilina/ac. clavulanico, PIP: piperacilina, PTZ: piperacilina/tazobactam, CTN: cefalotina, FOX: cefoxitina, CTX: cefotaxima, CTXC:
cefotaxima/acido clavulanico, CAZ: ceftazidima, CAZC: ceftazidima/acido clavulanico, CPZ: cefoperazona, FEP: cefepima, FEPC: cefepima/acido clavulanico, AZT: aztreonam, IMI: imipenem, MER: meropenem, CIP:
ciprofloxacina, GEN: gentamicina. En negritas se indican los valores intermedios y resistentes, para los antibiéticos solos sin presencia de inhibidor.
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CATTTATTG, blaPER2-a: TGTGTTTTCACCGCTTCTGCTCTG,
blaPER2-b: AGCTC-AAACTGATAAGCCGCTTG. Como molde
se utiliz6 ADN plasmidico obtenido por lisis alcalina de las ce-
pas de Enterobacter spp. resistentes a cefalosporinas de terce-
ra generacion. La reacciéon de amplificacién consistié en
desnaturalizacion a 95 °C durante 5 minutos, “annealing” a 55
°C por 15 minutos (a los 6 minutos se agrego6 la Taq polimerasa)
y un periodo de extension de 6 minutos a 72 °C; seguido de 25
ciclos de 1 minuto a 95 °C, 90 segundos a 55 °C y 90 segundos
a 72 °C; y un periodo de extension final de 20 minutos a 72 °C.
Se empleé un termociclador Matercycler 5330 (Eppendorf, Ale-
mania). Los fragmentos amplificados fueron secuenciados
automaticamente en ambas cadenas empleando un se-
cuenciador ABI PRISM 3700 DNA.

RESULTADOS

En el periodo analizado se recuperaron 27 aislamien-
tos de Enterobacter spp., 25 correspondieron a E. cloacae
y 2 a E. aerogenes. Todos ellos presentaron las resis-
tencias naturales a AMX, AMC, CTN y FOX, y sensibili-
dad a los carbapenemes. Doce de los 27 aislamientos
fueron sensibles a CTX (grupo 1), mientras que 15 pre-
sentaron sensibilidad intermedia o fueron resistentes (gru-
po I1). Los aislamientos del grupo | fueron sensibles a
gentamicina y ciprofloxacina, excepto uno de ellos resis-
tente a ciprofloxacina (datos no mostrados). Todos los
microorganismos del grupo Il, excepto uno, fueron tam-
bién resistentes a CAZ, CPZ y AZT. Solo 5/15 presenta-
ron sensibilidad disminuida o resistencia a FEP. Las re-
sistencias asociadas en este grupo fueron: ciprofloxacina
en 12/15 y gentamicina en 10/15. En la tabla 1 se obser-
van los valores de CIM de los antibiéticos ensayados para
los aislamientos del grupo Il

Cuando se analizaron los valores de CIM de CTX y
CAZ en presencia de &cido clavulanico no se observo
disminucion de tres diluciones respecto de los valores
obtenidos de la droga sola, no detectandose la presen-
cia de BLEE por este método. La combinacion FEP/4ci-
do clavulanico permitio la deteccién de la presencia de
BLEE en un solo caso (cepa Ecl 11, Tabla 1).

Mediante el ensayo de induccion realizado en los 15
aislamientos pertenecientes al grupo 1, ésta fue detecta-
da en 7 de ellos, mientras que en el resto la metodologia
fue insuficiente para poder diferenciar entre un mayor
nivel de expresion de las enzimas cromosoémicas y la
derrepresion total de las mismas.

Utilizando el método de difusién propuesto por el
NCCLS para Escherichia coli, Klebsiella spp. y Proteus
mirabilis para la deteccién de BLEE, se observo aumen-
to del halo de inhibicién en 1/15 aislamientos del grupo lI
empleando CTX o CAZ con el agregado de acido
clavulanico. En cambio, con FEPC se increment6 la de-
teccién en 8/15 aislamientos. Del mismo modo, cuando
se empled la prueba de doble disco se observo sinergia
s6lo en 1 de 15 aislamientos del grupo Il enfrentando
CTXaAMCYy en 5 de 15 enfrentando FEP a AMC. En la
tabla 2 se observan los resultados de los distintos ensa-
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yos empleados para la deteccion de BLEE en los
microorganismos del grupo Il

Todos los extractos enzimaticos excepto uno, presen-
taron bandas detectables en el isoelectroenfoque. Pro-
bablemente en dicho caso la actividad enzimatica fuera
menor al limite de deteccion del método iodométrico
empleado en el revelado. El resto presenté enzimas de
pl 5,4 y/o 8,2 activas frente a ampicilina 500 pg/ml. To-
das las enzimas de pl 5,4 y sélo una de las de pl 8,2
fueron inhibidas por clavulanato. En el resto de los ex-
tractos la enzima de pl 8,2 no fue inhibida lo que sugiere
la presencia de una enzima de tipo AmpC.

En la Tabla 2 se observan, también, los resultados de
la caracterizacion fenotipica y genotipica de las B-lac-
tamasas presentes en los microorganismos del grupo II.

DISCUSION

La resistencia a las cefalosporinas de tercera genera-
cion en los aislamientos de Enterobacter incluidos en este
trabajo (15/27) fue similar a los niveles de resistencia
informados por el Sistema Informatico de Resistencia
(SIR) donde se observé aproximadamente un 60% de
resistencia a CTX y CAZ en el afio 2000 (2). Igual a lo
observado en otras enterobacterias, la resistencia aso-
ciada a antibitticos no B-lactamicos es mas frecuente en
aguellas cepas resistentes a cefalosporinas de tercera
generacion que en las sensibles (17). La frecuencia de
aislamiento de las distintas especies del género Ente-
robacter se vio representada en la muestra analizada (In-
forme SIR 2001, www.aam.org.ar).

Los 15 aislamientos resistentes a cefalosporinas de
tercera generacion correspondieron al grupo Il. En 6 ais-
lamientos de E. cloacae pertenecientes a dicho grupo se
observé un alto nivel de expresiéon de la pB-lactamasa
cromosomica de pl 8,2 no inhibible por acido clavulanico,
capaz de conferir resistencia por si misma a las cefa-
losporinas de tercera generacion. En este estudio no se
evalud la participacion de posibles alteraciones en la
permeabilidad que contribuyan a la resistencia a dichos
antibiéticos. Algunos de ellos fueron a su vez, producto-
res de la enzima TEM-1. El ensayo de induccion sélo fue
positivo en dos de estos aislamientos no detectandose
en el resto si correspondieron a altos niveles de expre-
sion de la enzima 0 a mutantes totalmente derreprimidas.
En este subgrupo la CIM de FEP oscil6 entre 0,25-16 ug/
ml. En otros 6 aislamientos (5 E. cloacae y 1 E. aero-
genes) en los que se observo alto nivel de produccion de
AmpC, también se detecto la presencia de PER-2. Esto
coincide con comunicaciones nacionales previas en cuan-
to al tipo de BLEE predominante en Enterobacter spp.
(13). En estos aislamientos, la CIM de FEP mostr6 un
rango de 2-16 pg/ml, coincidiendo con los valores espe-
rados para cepas productoras de esta enzima. En los
tres aislamientos restantes del grupo Il el mecanismo de
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Tabla 2. Caracterizacion fenotipica y genotipica de las B-lactamasas presentes en los 15 aislamientos resistentes a las

cefalosporinas de tercera generacion (grupo Il)

Deteccion de BLEE

pl revelado con

Aisla- El* Aumento del Sinergia de  AMPI 500 pg/ml PCR Posible mecanismo de
miento halo 2 5 mm doble disco a resistencia
CAZCI/ICAZ FEPC/ CTX- FEP- post- cefalosporinas de
0 FEP AMC AMC inhibicion  bla,,,  bla,,,  bla.,, tercera generacion
CTXCICTX

Ecl 3 - - - - 8.2 8,2 - - - AmpC

Ecl 6 - + - - 5.4 - + - PER-2

Ecl 7 + - - - 5,4/8,2 8,2 + - - AmpC

Ecl 9 - - - - 8.2 8.2 - - - AmpC

Ecl 11 + + - + 5,4/8,2 8,2 + + - AmpC + PER-2

Eae 15 + + - + 5,4/8,2 8,2 - + - AmpC + PER-2

Ecl 16 + + - + 5,4/8,2 8,2 + + - AmpC + PER-2

Ecl 20 + - - - 5,4/8,2 8,2 + - - AmpC

Ecl 21 - + - - 54 - + + - PER-2

Ecl 25 + - - 5.4/8.2 8.2 + + - AmpC + PER-2

Ecl 28 - - - - 5,4/8,2 8,2 - + - AmpC + PER-2

Ecl 30 - - - - 5.4/8,2 8,2 + - - AmpC

Ecl 35 - - 5,4/8,2 8,2 + + - AmpC+ PER-2

Ecl 36 - + 5.4/8.2 - + + CTX-M- 2

Ecl 37 + - - - - - - - - AmpC

Ecl: Enterobacter cloacae, Eae: Enterobacter aerogenes,CTX: cefotaxima, CTXC: cefotaxima/acido clavulanico, CAZ: ceftazidima, CAZC: ceftazidima/

acido clavulanico, FEP: cefepime, FEPC: cefepime/acido clavulanico, AMC: amoxicilina/acido clavulanico, AMPl:ampicilina.

*Ensayo de induccion

resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion
fue la produccion de BLEE, que correspondié a PER-2
en dos casos y CTX-M-2 en el restante. Esta Ultima enzi-
ma fue detectada con todos los métodos de difusion
confirmatorios de BLEE, mientras que PER-2 fue detec-
tada en 7/8 aislamientos con el ensayo de difusion em-
pleando FEP/FEPC.

La baja sensibilidad de las cefalosporinas de 32 ge-
neracion se deberia al balance entre el efecto inductor
del acido clavulanico sobre la expresién de la enzima
cromosomica inducible, y la inhibicion de la BLEE. El efec-
to final dependera del balance entre ambas actividades.
Como fue observado por otros autores (13, 14) y reco-
mendado por la Sociedad Francesa de Microbiologia (20),
la utilizacion de FEP mejora notablemente la deteccion
de las BLEE en Enterobacter spp. Los métodos de difu-
sibn ensayados para detectar la presencia de BLEE, fue-
ron superiores al método de dilucion. Esta diferencia pro-
bablemente se deba a la menor concentracion de
acido clavulanico utilizada en la CIM. La concentracién
constante de 2 pg/ml versus 4 pg/ml recomendada por
NCCLS (11) se eligié en funcién de trabajos anteriores
(21) y considerando que una menor concentracion pro-
vocaria menor efecto inductor en la B-lactamasa
cromosomica.

En el género Enterobacter la hiperproduccion de AmpC
resulté el mecanismo principal de resistencia a las
cefalosporinas de tercera generacion, asociada en mu-
chos casos con la produccién de PER-2. Si bien la pre-
sencia de BLEE fue detectada en 1 solo caso por los
métodos propuestos por el NCCLS para E. coli, Klebsiella
spp. y P. mirabilis, la incorporacién de FEP/FEPC
incrementd sensiblemente su deteccién. Discos de FEP
y FEPC podrian utilizarse para detectar BLEE en aisla-
mientos de Enterobacter spp. y probablemente en otras
enterobacterias con AmpC inducibles. La importancia de
detectar la presencia de BLEE en aislamientos sensi-
bles a FEP, radica en que esta cefalosporina no deberia
indicarse cuando se detecta la produccién de BLEE, aun-
gue un ensayo negativo no descartaria su presencia.
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