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INTRODUCCION. El objetivo de este trabajo fue evaluar

la resistencia a betalactamicos en el género Proteus

y caracterizar las betalactamasas responsables

de dicha resistencia.

METtopos. Se analizaron 99 cepas (87 P. mirabilis;

10 P. vulgaris, y 2, P. penneri) aisladas de pacientes
atendidos en un Hospital Universitario. Los ensayos

de susceptibilidad a antibioticos se realizaron de acuerdo
con las recomendaciones del National Committee

for Clinical Laboratory Standards. La presencia

de betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

fue inferida por el método de difusion de doble disco

y por la concentracion inhibitoria minima (CIM) de
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion solas

y en presencia de acido clavulanico. Se estimo el punto
isoeléctrico (pl) por isoelectroenfoque y la presencia

de los genes codificantes se confirmoé por reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR).

ResuLTADOS. Una betalactamasa de amplio espectro

fue detectada en aquellos aislamientos resistentes a
penicilinas y cefalosporinas de primera generacion (28%),
mientras que la enzima CTX-M-2 fue detectada en los
aislamientos de P. mirabilis resistentes a cefalosporinas
de tercera y cuarta generacion (18%). Uno de los

P. vulgaris presento sensibilidad disminuida a cefotaxima
debido a una enzima de pl 7,4, mientras que la resistencia
a cefotaxima en un P. pennerifue relacionada con

una enzima de pl 6,8. Ambas enzimas fueron activas
sobre cefotaxima (1.000 mg/l) en el ensayo iodométrico.
ConcLUSION. La betalactamasa de amplio espectro

en el género Proteus fue TEM-1 mientras que

CTX-M-2 fue la BLEE responsable de la resistencia

a cefalosporinas de tercera y cuarta generacion

en P. mirabilis. En P. vulgaris y P. penneri esta resistencia
se asocio a la hiperproduccion de la betalactamasa
cromosoémica.
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Enzymatic resistance to Betalactam antibiotics within
the genus Proteus and evaluation of third and fourth
generation cephalosporins resistance phenotypes

and genotypes within Proteus mirabilis

INTRODUCTION. The aim of this study was to evaluate
betalactam resistance within the genus Proteus and
characterize the betalactamases responsible for this
resistance.

MeTHODS. We analyzed 99 strains (87, P. mirabilis;

10 P. vulgaris, and 2, P. penneri) isolated from patients

at one University Hospital. Antibiotic susceptibility tests
were performed according to NCCLS recommendations.
Presence of extended spectrum betalactamases (ESBL)
was inferred by both double disk diffusion tests and
minimum inhibitory concentration (MIC) of third and
fourth generation cephalosporins alone and in the
presence of clavulanic acid. Isoelectric points (pl)

of the enzymes were estimated by isoelectrofocusing
and the presence of the encoding genes was confirmed
by polymerase chain reaction (PCR).

REesuLTs. A broad spectrum betalactamase could be
detected in those isolates (28%) resistant to penicillin and
first generation cephalosporins while CTX-M-2 enzyme
could be detected in P. mirabilis isolates resistant to third
and fourth generation cephalosporins (18%). One of the
P. vulgaris displayed reduced susceptibility to cefotaxime
due to an enzyme of pl 7.4, while resistance to cefotaxime
in one P. penneri was related to an enzyme of pl 6.8.

Both enzymes were active on cefotaxime (1,000 mg/I)

in the iodometric assay.

ConcLusioN. The broad extended spectrum betalactamase
within genus Proteus was TEM-1, while CTX-M-2

was the ESBL responsible for the third and fourth
generation cephalosporins in P. mirabilis. In P. vulgaris
and P. penneri this resistance was associated with

22



Rodriguez C, et al. Resistencia enzimética a betalactamicos en el género Proteus y evaluacién de los fenotipos y genotipos de resistencia a cefalosporinas

de tercera y cuarta generacién en Proteus mirabilis

the hyperproduction of the chromosomal encoded
betalactamase.

Key words: Genus Proteus. Enximatic resistance.
Betalactam.

Introduccion

La sensibilidad a los antibié6ticos betalactdmicos difiere
entre las distintas especies del género Proteus.

P. mirabilis es uno de los miembros de la familia Ente-
robacteriaceae mas sensibles, debido entre otras causas a
la ausencia de betalactamasas cromosémicas. La resis-
tencia en esta especie se debe fundamentalmente a la ad-
quisicién de betalactamasas plasmidicas, siendo TEM-1 la
mas frecuentemente detectadal.

El aislamiento de cepas resistentes a cefalosporinas de
tercera generacién se ha ido incrementando, alcanzando
un 18% en esta especie en ArgentinaZ.

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) de
mayor prevalencia en este pais son CTX-M-2, una cefotaxi-
masa con escasa actividad sobre ceftazidima y aztreonam,
y PER-2, que a diferencia de CTX-M-2 tiene también acti-
vidad de ceftazidimasa®*. De hecho, el primer aislamiento
productor de PER-2 en nuestro pais fue P. mirabilis®.

Las otras dos especies del género presentan natural-
mente una mayor resistencia a los betalactamicos, debido
a la produccién de una cefuroximasa cromosémica induci-
ble, que confiere resistencia a penicilinas, cefalosporinas
de primera generacién y cefuroxima.

Los objetivos de este trabajo fueron evaluar el perfil de
sensibilidad a los antibiéticos betalactamicos en el género
Proteus, detectar las enzimas responsables de la resisten-
cia a estos antimicrobianos y evaluar los fenotipos y geno-
tipos de resistencia a las cefalosporinas de tercera y cuar-
ta generacion en P. mirabilis.

Métodos

Microorganismos

Se estudiaron 99 aislamientos unicos, consecutivos e ininterrum-
pidos de Proteus (87, P. mirabilis; 10 pertenecientes al complejo
P. vulgaris, y 2, P. pennert) aislados de pacientes atendidos en el Hos-
pital de Clinicas José de San Martin de Buenos Aires, Argentina,
durante el periodo comprendido entre septiembre de 1998 y mayo de
2000.

Pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos
y deteccion de BLEE

La sensibilidad a diferentes antibidticos betalactdmicos (solos y en
combinacién con inhibidores de betalactamasas) se determiné por el
método de dilucién en agar, siguiendo las recomendaciones del Natio-
nal Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)®. Los an-
tibiéticos ensayados fueron: amoxicilina, amoxicilina-4cido clavulani-
co (2:1), piperacilina, piperacilina-tazobactam (concentracién de
tazobactam: 4 mg/l), cefalotina, cefoxitina, cefuroxima, imipenem y
acido clavulédnico. Cefotaxima, ceftazidima, cefepima y aztreonam se
ensayaron solos y asociados a 4 mg/l de acido clavulénico.

Se detect6 la presencia de BLEE utilizando el ensayo de sinergia
de doble disco, colocando discos de ceftazidima (30 pg) y ceftriaxona
(30 pg) a 25 mm de un disco de amoxicilina-dcido clavuldnico
(20/10 pg) (Difco, EE.UU.)". Se incluy6 también el ensayo confir-
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matorio de BLEE propuesto por el NCCLS para Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae y K. oxytoca determinando la concentracién
inhibitoria minima (CIM) por dilucién en agar de cefotaxima, ceftazi-
dima, cefepima y aztreonam solos y asociados a 4 mg/l de acido cla-
vulénico®.

Se sospeché la presencia de BLEE cuando la CIM de una o més ce-
falosporinas de tercera o cuarta generacién fue mayor o igual a 1 mg/l.
Se confirmé fenotipicamente la presencia de BLEE cuando se observé
sinergia entre los discos de las cefalosporinas de tercera generacién y
amoxicilina-acido clavulédnico y/o cuando la relacién entre la CIM de
cefotaxima, ceftazidima, cefepima y/o aztreonam asociados al inhibi-
dor de betalactamasa disminuy6 por lo menos tres diluciones con res-
pecto a la CIM de las cefalosporinas solas.

Determinacion de los puntos isoeléctricos
de las betalactamasas

Los extractos enzimaéticos se obtuvieron a partir de cultivos de los
microorganismos en 50 ml de caldo cerebro-corazén con 100 mg/l de
ampicilina (Argentia, Argentina) o 50 mg/l de cefotaxima (Roche, Ar-
gentina) para las cepas productoras de BLEE. Los cultivos se centri-
fugaron a 8.000 rpm (Sorvall, Rotor SS 34) a 4 °C durante 20 min y las
células se resuspendieron en 2 ml de buffer fosfato 20 mM de pH 7,0.
Las suspensiones celulares se sometieron a rotura ultrasénica en bafio
de hielo para evitar la desnaturalizacion proteica, utilizando un soni-
cador Vibra Cell (Sonics & Materials Inc, EE.UU.). Se eliminaron los
restos celulares por centrifugacién a 15.000 rpm (Sorvall Rotor SS 34)
a 4 °C durante 30 min.

Se determiné el punto isoeléctrico (pI) de las enzimas por isoelec-
troenfoque analitico® empleando geles de poliacrilamida de amplio ran-
go (pH 3-10). Se incluyeron enzimas de pI conocido como patrén. Se
emple6 un equipo LKB 2117 Multiphor II (LKB Produkter AB, Suecia).
Las betalactamasas fueron reveladas por el método iodométrico en
agar utilizando ampicilina (500 mg/1) y cefotaxima (1.000 mg/1)°.

Deteccion molecular de los genes codificantes
de BLEE

Se amplificé el gen codificante de la BLEE utilizando iniciadores
deducidos a partir de la secuencia del gen blaCTX-M-2%: bla
CTX-M-2 I: 5TTAATGATGACTCAGAGCATTC 3 (GIBCO BRL,
EE.UU.), bla CTX-M-2 II: 5 GATACCTCGCTCCATTTATTG 3’ (GIB-
CO BRL, EE.UU.)%.

Se utilizé6 ADN plasmidico obtenido por lisis alcalina!! de las cepas
de P. mirabilis resistentes a cefalosporinas de tercera y cuarta gene-
racion.

Los parametros de amplificacién cumplidos fueron: desnaturaliza-
ci6én del ADN a 95 °C durante 5 min, annealing a 48 °C durante
15 min y 30 ciclos que incluian 1 min a 95 °C, 1 mina48°Cy 90 s a
72 °C; y un periodo de extension final de 20 min a 72 °C. Se empleé
un termociclador Matercycler 5330 (Eppendorf, Alemania).

Los fragmentos amplificados por reaccién en cadena de la polime-
rasa (PCR) se secuenciaron autométicamente en ambas cadenas em-
pleando el ABI PRISM 3700 DNA.

Resultados

Los aislamientos de P. mirabilis se dividieron en 3 gru-
pos de acuerdo a su sensibilidad a los antibiéticos be-
talactamicos. De las 87 cepas estudiadas, 47 (54%) fue-
ron sensibles a todos los antibidticos betalactamicos
ensayados (grupo I); 24 (28%) fueron sélo resistentes a
las aminopenicilinas y cefalosporinas de primera gene-
racion (grupo II), y 16 (18%) resultaron resistentes a al-
guna de las cefalosporinas de tercera generaci6n ensa-
yadas (grupo III). Los valores de CIMso, CIMyo y los
valores de rango de CIM de cada antibié6tico se detallan
en la tabla 1.
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TABLA 1. CIM de diferentes antibidticos lactamicos con y sin inhibidor de betalactamasa expresada en CIMj;, y CIMy,

de Proteus mirabilis
Proteus mirabilis (n = 87)
Antibiético GrupoI (n =47) Grupo II (n = 24) Grupo III (n = 16)
CIMs;, CIMj, CIMs;o CIMy, CIMs;o CIMy,
Rango (mgh) | (mg) Rango (mg) | (mg) Rango (mgh) | (mgh
Amoxicilina 0,5-8 1 1 32->512 > 512 > 512 512-> 512 > 512 > 512
Amoxicilina/4cido
clavulanico 0,5/0,25-2/1 0,5/0,25 1/0,5 2/1-128/64 8/4 64/32 8/4-256/128 16/8 128/64
Piperacilina 0,0125-1 0,5 1 0,25-64 16 64 32-512 64 128
Piperacilina/
tazobactam 0,016/4-1/4 0,125/4 0,5/4 0,008/4-16/4 0,25/4 1/4 0,25/4-2/4 0,5/4 2/4
Cefalotina 2-8 8 8 0,5->512 16 128 256- > 512 512 > 512
Cefoxitina 2-8 4 4 1-8 2 8 2-16 4 8
Ceftazidima 0,063-0,125 0,063 0,125 0,032-0,25 0,125 0,125 0,125-2 1 2
Ceftazidima/acido
clavulanico 0,016/4-0,125/4  0,063/4 0,125/4 0,016/4-0,063/4 0,032/4 0,063/4 0,016/4-0,125/4 0,063/4 0,125/4
Cefotaxima 0,008-0,032 0,016 0,032 0,004-1 0,008 0,125 16-512 128 256
Cefotaxima/acido
clavulénico 0,008/4-0,016/4 0,016/4 0,016/4 0,004/4-0,032/4 0,008/4 0,0324  0,063/4-1/4  0,125/4  1/4
Cefepima 0,063-0,5 0,125 0,125 0,125-2 0,125 1 8-256 16 128
Cefepima/acido
clavulanico 0,063/4-0,125/4 0,125/4 0,125/4 0,032/4-0,5/4 0,063/4 0,125/4 0,063/4-0,5/4 0,25/4 0,5/4
Aztreonam 0,008-0,032 0,032 0,032 0,008-0,032 0,008 0,032 0,125-2 1 2
Aztreonam/acido
clavulanico 0,008/4-0,032/4 0,032/4 0,032/4 0,004/4-0,032/4 0,004/4 0,032/4 0,008/4-0,032/4 0,008/4 0,008/4
Imipenem 0,125-1 0,25 1 0,25-1 0,25 1 0,063-2 0,5 2
Acido clavulédnico 16-256 32 64 16-256 128 256 64-256 128 128

CIM: concentracién inhibitoria minima.

TABLA 2. CIM de diferentes antibidticos betalactamicos
con y sin inhibidor de betalactamasa expresada en CIM;, y CIMg,

de Proteus vulgaris
Proteus vulgaris (n = 10)
Antibiético
CIM;, CIMyo
Rango (mg/) (mg/)
Amoxicilina 32-512 512 512
Amoxicilina-acido
clavuldnico 0,125/0,063-32/16 8/4 32/16
Piperacilina 0,125-4 0,25 4
Piperacilina-
tazobactam 0,004/4-0,125/4 0,125/4 0,125/4
Cefalotina 64-512 512 >512
Cefoxitina 2-8 4 8
Cefuroxima 16-> 512 512 >512
Ceftazidima 0,063-0,125 0,063 0,125
Ceftazidima-acido
clavulanico 0,063/4-0,125/4 0,032/4 0,125/4
Cefotaxima 0,016-1 0,032 0,032
Cefotaxima-acido
clavulénico 0,016/4-0,032/4 0,016/4 0,032/4
Cefepima (0,063-0,25) 0,125 0,25
Cefepima-acido
clavulanico 0,063/4-0,125/4 0,063/4 0,125/4
Aztreonam 0,032-1 0,032 0,125
Aztreonam-acido
clavulanico 0,004/4-0,032/4 0,016/4 0,032/4
Imipenem (0,125-2) 0,5 1
Acido clavulanico (64-256) 32 64

CIM: concentracién inhibitoria minima.

Todas las cepas de P. vulgaris y P. penneri estudiadas
presentaron la resistencia natural a amoxicilina, cefalo-
tina y cefuroxima. Un solo aislamiento de P. vulgaris
presenté una CIM de cefotaxima de 1 mg/l (tabla 2), y una
de las cepas de P. penneri fue resistente a cefotaxima
(CIM = 64 mg/).
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En 2 de los 24 aislamientos de P. mirabilis del grupo II
se observé una CIM de cefepima mayor o igual a 1 mg/l,
siendo en uno de ellos la CIM de cefotaxima de 1 mg/l. Sin
embargo, en ninguna de las cepas de este grupo disminu-
y6 la CIM de las cefalosporinas de tercera y cuarta gene-
racién cuando se asoci6 el acido clavulanico, ni se observé
sinergia con este inhibidor en la prueba de doble disco. En
todas las cepas del grupo II se detecté una enzima de pl
5,4, la cual hidrolizé ampicilina (500 mg/l) pero no cefota-
xima (1.000 mg/ml) cuando se revel6 por el método iodo-
métrico. Cuatro de ellas poseian ademads una segunda en-
zima con actividad sobre ampicilina (500 mg/1), de pI 5,6.

Todas las cepas del grupo III presentaron sinergia con
4cido clavulanico cuando fue utilizado en la prueba de do-
ble disco y también mostraron una disminucién en la CIM
de por lo menos tres diluciones al asociar este inhibidor
con las cefalosporinas de tercera y cuarta generacién y az-
treonam. Por otra parte, la CIM de cefotaxima y cefepima
en todas las cepas fueron mayores a 1 mg/l, mientras que
s6lo 10 de 16 aislamientos presentaron CIM de ceftazidi-
ma y aztreonam mayor o igual a 1 mg/l. Las seis cepas res-
tantes presentaron CIM de ceftazidima y aztreonam entre
0,125 y 0,5 mg/1.

Por isoelectroenfoque, en todas las cepas del grupo III se
detecté la presencia de dos betalactamasas diferentes, ac-
tivas sobre ampicilina (500 mg/l), una de ellas de pI 5,4 y
otra de pI 8,2. Esta ultima hidrolizé también cefotaxima
(1.000 mg/1), al ser revelada por el método iodométrico en
agar.

El fragmento de amplificacién obtenido por PCR tuvo un
tamaiio aproximado de 0,9 kb en concordancia con el gen
blaCTX-M-2. La secuenciacién de 12 de los productos am-
plificados por PCR correspondieron a CTX-M-2 (100%
identidad) y ninguno correspondi6 a otra enzima relacio-
nadal®.
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TABLA 3. Distribucion de las probables betalactamasas observadas en las especies de Proteus resistentes a uno o mas antibioticos
betalactamicos y analisis de la cantidad de estas cepas con CIM > 1 mg/l a cefalosporinas de espectro extendido y aztreonam

X . Betalactamasa Numero de cepas con CIM = 1 mg/l
Especie Numero pl babl
probable
Cefotaxima Ceftazidima Cefepima Aztreonam

P. mirabilis (30)
Grupo II (24) 20 54 TEM-1 1 0 2 0
4 56+54 TEM-2 + TEM-1 0 0 0 0
Grupo III (16) 16 5,4 +8,2 TEM-1 + CTX-M-2 16 10 16 10
P. vulgaris (10) 9 54 TEM-1 0 0 0 0
1 54+74 TEM-1 + crom. 1 0 0 0
P. penneri (2) 1 , TEM-1 0 0 0 0
1 5,4+6,8 TEM-1 + crom. 1 0 0 0

CIM: concentracion inhibitoria minima; CTX: cefotaxima.

Todos los aislamientos de P. vulgaris y P. penneri pre-
sentaron una enzima de pI 5,4 que hidrolizé ampicilina
(500 mg/).

El aislamiento de P. vulgaris con CIM de cefotaxima de
1 mg/l, produjo ademés una enzima de pl 7,4, que corres-
ponderia a una de las cuatro betalactamasas cromosé-
micas descritas en esta especie'?, que hidrolizé tanto am-
picilina (500 mg/1) como cefotaxima (1.000 mg/1) al ser
revelada por el método iodométrico.

En P. penneri la resistencia a cefotaxima (CIM, 64 mg/l),
se asoci6 con la deteccién de una enzima de pl 6,8, coinci-
dente con la betalactamasa cromosémica, propia de esta
especie!?, que hidrolizé cefotaxima (1.000 mg/l) en el en-
sayo iodométrico.

La distribucién de las betalactamasas detectadas en las
diferentes especies del género Proteus, resistentes a uno o
m4s antibiéticos betalactamicos se observa en la tabla 3.

Los 18 aislados de Proteus resistentes a cefalosporinas
de tercera generacion (P. mirabilis [16], P. penneri [1],
P. vulgaris) fueron aislamientos unicos provenientes de
5 pacientes ambulatorios y 13 pacientes internados en di-
ferentes salas del hospital: clinica médica (7), terapia (5)
y neurocirugia (1).

Discusion

Las cefalosporinas de tercera generacion constituyen
una opcién terapéutica fundamental en el tratamiento de
las infecciones por bacilos gramnegativos. Debido a su am-
plia utilizacién se ha incrementado notablemente la resis-
tencia en la mayoria de los miembros de la familia Ente-
robacteriaceae, incluyendo P. mirabilis'®. El principal
mecanismo de resistencia a dichos antibiéticos en microor-
ganismos que carecen de enzima cromosémica de clase C
lo constituye la adquisicién de betalactamasas plasmidi-
CaSS’14_18.

Las enzimas de espectro extendido mas frecuentemente
halladas en P. mirabilis, en Estados Unidos y Europa son
derivadas de enzimas tipo TEM, como TEM-3, TEM-10 y
TEM-2619-21, En Argentina, en cambio, las enzimas del
tipo CTX-M son prevalentes en esta especie?316. Recien-
temente en Israel se ha descrito por primera vez la pre-
sencia de CTX-M-2 en cepas de P. mirabilis de origen hos-
pitalario?2.

En este estudio la enzima CTX-M-217 resulté la tnica
BLEE hallada en P. mirabilis, no encontrandose deri-

25

vadas de SHV o de TEM, en concordancia con lo descrito
previamente por Quinteros et al’. La BLEE hallada se de-
tect6 con el punto de corte recomendado por el NCCLS
para K. pneumoniae, K. oxytoca y E. coli (CIM de cefotaxi-
ma mayor o igual a 2 mg/1%) y el recomendado por la Sub-
comision de Antimicrobianos de SADEBAC (CIM de
cefotaxima mayor o igual a 1 mg/l) para las mismas ente-
robacterias y P. mirabilis®®. En este trabajo, utilizando cef-
tazidima y aztreonam sélo se detect6 el 63% de las cepas
de P. mirabilis del grupo III productoras de esta enzima,
ya que el 37% restante presentaron CIM menor a 1 mg/l,
como ya se ha demostrado previamente?. Asimismo, la
CIM de las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion y
de aztreonam asociadas a 4cido clavuldnico descendian
en todos los casos por lo menos tres diluciones con respec-
to a las cefalosporinas y aztreonam solos, lo que confirmé
fenotipicamente la presencia de BLEE.

En todos los aislamientos de P. mirabilis de los grupos II
y III, se detect6 la presencia de una enzima de pl 5,4 com-
patible con una betalactamasa de amplio espectro, proba-
blemente TEM-1. Ademas, el 17% de ellos producia una
segunda enzima de pl 5,6, compatible con TEM-2.

Por otra parte, en P. vulgaris y P. penneri el mecanismo
mas frecuente de resistencia a las cefalosporinas de terce-
ra generacion se debe a la adquisicion de betalactamasas
plasmidicas®'*. Sin embargo, en nuestro estudio los aisla-
mientos resistentes presentaron enzimas de pI coinciden-
tes con los de las betalactamasas cromosémicas propias
de estas especies. Estas enzimas hidrolizaron cefotaxima,
pero no ceftazidima, cefepima ni aztreonam y fueron inhi-
bidas por acido clavulanico. La hiperproduccién de esta be-
talactamasa cromosémica es fenotipicamente indistingui-
ble de las cefotaximasas halladas en nuestros aislamientos
de P. mirabilis ya que ambas elevan la CIM de cefotaxima
y no la de ceftazidima y aztreonam y son inhibidas por 4ci-
do clavulédnico. La imposibilidad de diferenciarlas por el fe-
notipo de resistencia obliga a realizar su confirmacién por
isoelectroenfoque o por métodos genéticos.

Se puede concluir que la betalactamasa de amplio es-
pectro mas difundida en el género Proteus fue la enzima
TEM-1 y la de BLEE correspondié en P. mirabilis a CTX-
M-217, 1a cual es indistinguible fenotipicamente de la beta-
lactamasa cromosémica de P. vulgaris y P. penneri.

Si bien no se ha intentado la caracterizacién clonal de
los aislamientos resistentes analizados, si cabe recordar
que corresponden a diversas salas del hospital y que un
numero importante de ellos proviene de pacientes am-
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de tercera y cuarta generacién en Proteus mirabilis

bulatorios, parece improbable la diseminacién de un dni-
co clon.

La metodologia recomendada por el NCCLS para detec-
cion de BLEE en E. coli, K. pneumoniae y K. oxytoca re-
sulta adecuada para P. mirabilis empleando cefotaxima,
asi como también el ensayo de doble disco que seria de
gran utilidad en los laboratorios que no tienen acceso a
métodos cuantitativos.
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