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INTRODUCCION.

Uno de los problemas terapbuticos en el empleo de antimi-
crobianos de gran importancia, en las Wltimas décadas es-—
el fracaso en el tratamiento de los procesos infecciosos,
que con frecuencia respondfan al mismo adecuadamente,éato
no significa una eleccién errénea, sino la causa es debi-
da al uso indiecriminado de los antimicrobianos originan-
do un aumento de resistencia en las bacteriams gram positi
vas y gram negativas.(23). .
Con la idea de solucionar este problema, se introducen a-
la clinica nuevos antibiéticos sin llegar al resultado eg
perado, pues luego aparecen cepas resistentes al mismo(15)
Siendo necesario contar con pruebas de susceptibilidad -
que reporten mayor confiabilidad y efectividad en los tra
tamientos.

Por lo anterior se evalué en el Hospital Generel C.M. la-
Raza la resistencia para los microorganismos como: entero

bacterias, Pseudombnas, Staphylococcus aureus y Haemophi-

lus influensae a diversos antimicrobianos, seleccionados-
como antibidticos de primera eleccién, por presentar un -
porcentaje de resistencia menor al 10%,

~ En base a este estudio "in vitro®" se propone la realiza -
cién peribdica de estos exémenes, para detectar los incre
mentoe en el porcentaje de resistencia a los antimicrobia
nos de uso habitual e incrementar el empleo de nuevos an-
tibidticos de aparicidén en el comercio, como otra alterna

tiva en el tratamiento de las enfermedades infecciosas.
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FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA.

El uso y abuso de los antimicrobianos, ha sido un factor-
deteiminante en la aparicién e incremento de la resisten-
cia bacteriana. Cada veg que se introduce un nuevo anti -
bibdtico en la clinica aparecen cepas resistentes con ma -
yor o menor rapidez. Easte fenémeno ocurre prinecipalmente-
por una‘selecci6n que hace el antimicrobiano, facilitando
la proliferacién de clonas resistentes e incrementar en -
forma importante el intercambio de material genético res-
ponsable entre las bacterias(10).

Egste intercambio genético es la causa més importante de -
la resistencia clinica a los antimicrobianos. EL DNA ex -~
tracromosémico, es el responsable de esta resistencia, -~
puede reproducirse dentro de las bacterias y luego exten-
derse a otras por transduccién o conjugacién.

Cuando ocurre una alteracién en el DNA cromosémico se pro
duce une mutacién, estos cambios llevan a la formacién de
enzimas y otras protef{nas que inactivan férmacoé o hacen-~
diffcil e imposible su interaccién.

La transduccién es un tipo de transferencia genética donde
el DNA de una bacteria se introduce en otras por infeccién
bacteriéfaga, esta transmisién de resistencia entre bacte
rias se llama resistencia infecciosa.

La conjugacién es otro proceso de transferencia de genes-
de una bacteria a otra, transfiriendo resistencia a uno o
varios antibiéticos de la misma o diferente especie; du -
rante el apareamiento, a®n en ausencia del antimicrobiano

este intercambio genético es la causa mis importante de -
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resistencia epidémica a mdiltiples fédrmacos(2).

Los elementos genéticos que controlan la resistencia in -
fecciosa a los fdrmacos constituyen una forma de DNA que-
se conoce como plésmidos. Estos no son parte del gran cro
mosoma bacterianc eircular, sino que existen como peque -
fias moléculas de DNA capaces de reproducirse en forma in-
dependiente.

Los factores de resistencia en las bacterias gram negati-
vas, se denominan factores R.

Ellos se encuentran principalmente en las bacterias integ

tinales, en especial Escherichia coll, Enterobacter aero-

genes, Klebsiella pneumoniae, Salmonella, Shigella, Pro -

teus y Pseudomonas. Estos pueden ser transferidos de una-

especie bacieriana a otra sin importar su patogenicidad,-
-8e pueden transferir de E. coli resistente a Salmonella o
Shigella dentro del intestino humano.(2)

También se ha encontrado transferencia de resistencia de-

Bscherichia coli a Haemophilus influengae por conjugacién
(27). '

Las bacterias que contienen factores R constituyen un se-
rio pioblena en la quimioterapia de enfermedades como fie
bre tifoidea y disenterfia bacilar, puesto que retienen su
virulencia(2), '
Las enterobacterias y Pseudomonas son agentes etioldgicoe
de una gran diversidad de infecciones localizadas y sisté
micas, presentan una amplia heterogeneidad de resistencia

a los antimicrobianos. BEn tanto Escherichia coli eata 4590

ciada con septicemias, infecciones urinarias, nevinfas e

infecciones de heridas que exhiben hemolisinas, Las Kleb-
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siellas se les encuentra en infecciones sistémicas (bacte
riemias, neumonias, septicemias y localizaciones diversas),
afectando fundamentalmente a los lactantes y recién naci-
dos.

Las Pseudomonas estan localizadas en las heridas enfecta-
das en pacientes hospitalizados, y se ha inérementado en-
los pacientes ya sea por edad avanzada, inmunopresién, in
munodeficiencia, tratamientos agresivos, radiaciones, pa-
cientes sujetos a cirugia mayor y en general es frecuente
en venoclisis, transfuciones, endoscopia y manipulacién-
®invasiva" (11).

Staphylococcus aureus, su principal forma de contagio es-

por contacto directo con pacientes infectados y la puerta
de entrada es la piel, como impétigo, abscesos y furincu-~
loa; también producen infecciones graves como celulitis,-
osteomielitis, neumonf{as, endocarditis y meningoencefali-
tis., As{ mismo es responsable de infecciones intrahospita
larias y los principales factores predisponentes son la =
aplicacién de venoclisis 'y catéteres intravenosos.(6,20).
Los plédsmidos de penicilinasa en los Staphylococcus han -
creado un problema menos grave que los factores R de las-
bacterias gram negativas puesto que la resistencia milti-
ple, no se transmite por medio de dichos pldsmidos,
La resistencia a penicilina y cefalosporina, se debe a en
zimas hidrolfticas que abren el anillo beta-lactémico, -
presentindoes dos tipos generales,

1l.- una actua contra penicilina exclusivamente.

2.~ otra ataca penicilina y cefalosporina (2,12).
Las B-lactamasa de las bacterias positivas son extracelu-
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lares, con alta afinidad por el sustrato. Contrariamentie
a las bacterias gram negativas, se producen en pequefias -
cantidades y tienen una menor afinidad por el sustrato.
la . penicilinasa se sitda en la membrana citoplasmatica y
destruye al antibidtico al atravesar la pared celular(5).

Haemophilus influenzae es responmable de diversas enferme

dades humanas, desde 1la infeccién respiratoria, artritis-
meningitis, aunque causa también celulitis, neumonia, epi
glotitis y otitis media aguda, Su resistencia a la ampici
lina y penicilina es por adquisicién de plésmidos que le-
confieren a estos microorganismos la informacién para sin
tetizar la enzima beta-lactamasa, el porcentaje de resis~

tencia para la ampicilina varia entre 6 a 23% (13,20.21).

<k
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Bn la actualidad el abuso en el empleo de los antimicro -
bianos, tanto en hospitales como en la comunided, se ie -
reflejado en los numerosos estudios que muestran el aumen
to de resistencia a los antimicrobianos (18).

En este trabajo se determinaréd ls resistencia actual de -
los microorganismos aisiados en el Hospital General C.M,
la Raza, as{ como el desarrollo del método de dilucién en
agar. o

Con este método se obtéﬁdrén las susceptibilidades bacte-~
rianas, su concentracién mfnima inhibitoria (C./M.I.) y el
porcentaje de resistencia. Todo lo anterior en base a la-
concentracién méxima que alcanza el antibiético en 1los 11
quidos corporales. El método de difusién en agar se emplea

ré en forma comparativa.

'Ventajas y desventajas de ambos métodos,

MStodo de difusién en agar,

Ventajas,
a.~ este método, tal como se emplea normalmente, es una
prueba cualitativa que ubica a los microorganismos en -

la categorfa de: sensible, intermedio o resistente.

b~ el método realizado en forma correcta,es confiable-
a los resultados y comparable a los métodos de dilucién

en tubo o agar.
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c.~ generalmente el método es aplicable a los microorga

nismos de crecimiento rdpidc como son: enterobacterias-

y Staphylococcus.

4.~ como método de rutina es ieproducible y confiable.
(13).

Desventajas.,

Si no se realizan las indicaciones correctas, como tamefio

del inéculo, medicién incorrecta de los halos de inhibi -
eién y su interpretacién de acuerdo a las tablas estable-
cidas, la sensibilidad serd errénea.

a.~ se requiere de mfs cantidad de material para deter-
minar la sensibilidad en una especle bacteriana,

b.~ aumentando as{ el costo, al aumentar la cantidad de
material, medio de cultivo y sensidiscos.

c.~ requiriéndose més tiempo entre mds microorganismos-

se procesen.

d.~ es inaplicable en muchos microorganismos de crecimi

ento lento y la susceptibilidad serd inexacta.

Método de dilucién en agar ( replicador de Steers ).

Ventajas.

a.,~ en una placa pueden probarse 32 cepas diferentes.
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b~ permite descubrir la presencia de contaminantes.

c.~ 8o obtienen datos cuantitativos de susceptibilidad-
determinando la concentracién minima inhibitorie (C.M.I).

e.~ los resultados son reproducibles en un 95 % (10).
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HIPOTESIS.

Debido al mal uso y/o el uso indiscriminado de los antimi
crobvianos para el tratamiento de las enfemedédes infece-
ciosas ,es de esperarse que la resistencia vaya en aumento
en los hospitales. Dicha resistencia se presenta en los -~
microorganismoes gram positivos y bacilos gram negativos -
teniendo una mayor importancia en los Wltimos, debido &
principalmente a su mecanismo de resistencia ee por con -
Jugacién de plésnidos R.
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OBJETIVOS.

l.- Determinar la resistencia, de las cepas de enterobac-

terias, Pseudomonas, Staphylococcus gureus y Haemophilus-

influenzae, por el método de dilucién en agar y difusién.

2.~ Bstablecer el patrén de susceptibilided pera Staphylo
coccus aureus.

3.~ Determinar las concentraciones minimas inhibitorias -
" ( C.M.I. ) para las bacterias gram negativas y gram posi-
tivas.

4.~ Comparar dos técnioas para la identificacién de la en

zima beta-lactamasa pafa Staphylococcus aureus.
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ANTECEDENTI:S .

No todas lae cepas bacterianas son por igual sensibles a-
un antibiético. El rango en que el microorganismo es inhi
bido por un antibiético,es llamado espectro bacteriano.

" Una poblacién sensible a un antibidtico presenta las for-
mas de resistencia que pueden producir cambios genéticos,
como mutacién o tramnsmisién de genes entre bacterias.
Dentro de una especie bacteriana se encuentran cepas sen-
8ibles y resistentes.

Con la introduccién a la clinica de la penicilina el por-
centaje de resistencia para el Staphylococcus se incremen
té gradualmente para 1946 era 5%. En 1950 fué 43.5%.

El mismo afio la penicilina fue reemplazada como otros an-
tibiéticos, y posteriormente la fraccién de resistencia =
‘decrecié, en 1953 a 22, 3%.

A partir de 1946 una serie de derivados de sulfonamidas~~
8e introdujeron en Japén, para tratar la disenterfa mos -
trdndose, altamente eficaces durante los primeros afios, -
reduciendo sensiblemente la enferwedad. Sin embargo des -~
pés de 1949, el amplio uso de las sulfonamidam, registréd
inerementos en la incidencia de la disenterfa por Shige--
d11as resistentes al férmaco.

El empleo sucesivo de nuevos antimicrobianos(estreptomioi
na, cloranfenicol, tetraciclima), para el tratamiento de-
la disenterfa provocada por Shigellas resistentes & las - (
Sulfonamidas, dieron inicialmente excelente resultado, re
@uccidén de la frecuencia de la enfermedads después de cua

tro afios se aislaron cepas de Shigellas--
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resistentes a estos antimicrobianos. A partir de 1957, se
registré un notable aumento del mimero de pacientes afec-
tados de disenterfa con una constante en la tasa de morta
lidad.

Cepas de Shigella resistentes a la tetraciclina o estrep-
tomicina fueron aislados a partir de 1953, Fué hasta 1955
cuando ge llegé al aislamiento de cepas portadoras de re-
sistencia mfiltiple (16).

Otros casos de resistencia miltiple fueron reportados por
el Hospital de Boston en 1965 (sulfonamidas, estreptomici
na, tetraciclina y cloranfenicol). Para 1967 la resisten-
cia miltiple llegaba a un 50% (26).

En los estudios realizados en el Hospital de Infectologia
del C.M. la Raza en los afios de 1982 y 1983, se reportaron
los siguientes porcentajes de resistencia para Staphyloco
ccus aurcus; ampicilina 80 y 61%, penicilina 84 y 83%, -
eritromicina 14 y 19%, gentamicina 9 y 11%, dicloxacilina
3y 15.4%, cefalosporina 1 y 7.1%.

En el casc de las bacterias gram negaﬁivas la resistencia
para E.coli a los siguientes antimicrobianos fué; ampici-
lina 74 y 78%, carbenicilina 69 y 70.5%, gentamicina 14 y
20.6%, para amikacina s6lo 0.0% en 1982.

Para K.pneumoniae: los porcentajes de resistencia son: am
plcilina 97 y 96%, carbenicilina 92 y 90%, gentamicina 30
Y 33% y amikacina en 1982 fué del 27%.

Proteus mirabilis; ampicilina 58.6%, carbenicilina 55y -

47.6%, gentamicina 27 y 32.5% y amikacina para el afio de-
1982 fué 9.0%. Salmonella typhi se obtuvo 0.0% de resis-—

tencia paras empicilina, amikacina, carbenicilina, cloran
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fenicol, gentamicina y para el afio de 1983 fué ampicilina -
1.3%, carbeniclina 6.4%,cloranfenicol 0.8% y gentamicina -
0.6%. Salmonella spp son: ampicilina 59% y 31.1%, carbenici
lina 39 y 38%, cloranfenicol 42 y 23%, gentamicina 21 y 13%
y amikacina s8lo se probd para 1982 con 0.0%.

Pseudomonés aeriginosa su porcentaje de resistencia son: an
picilina 98 y 100%, carbenicilina 66 y 43%, cloranfenicol -
90 y 93%, gentamicina 30 y 41%.(3,18).

En estudio de sensibilidad a 11 antimicrobianos por el méto
do de dilucién en agar se encontré lo siguiente: para cepas
aisladas de hemocultivos, coprocultivos y exudados diversos
Klebsiella fue mds sensible a la amikacina; E.coli fué geng
ralmente sensible a gentamicina, amikacina y trimetoprim/ -
sﬁlfametoxazol. y Pseudomonas a carbenicilina y amikacina,-
mientras que, Proteus mirabilis y Proteus indol positivos-

fueron generalmente sensibles sélo a gentamicine y amikaci
na. .
Salmonella enteritidis y Shigella mostraron alrededor de -~

60% de resistencia a ampicilina, cloranfenicol y trimeto --
prin/sulfametoxazol de 30 a 40%. Bn 1os urocultivos E.coli-
y Klebsiella ﬂxeroxi sensibles habitualmente al dc. nalidixi
co, nitrofurantofna, gentamicina, amikacina y TM/S2(10).
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TRANSFERENCIA GENETICA.

En las bacterias existen tres tipos de mecanismos de trans

ferencia genética que son los siguientes.

a.~ transformacién: involucra le transferencia de una-
_ fraccidén del DNA del medio ambiente & la bacteria.

b.~ transduccién: es la transferencie de uno o mis ge-
nes de una bacteria donadora resistente, a una recepto
ra sensible mediante la intervencién de un bacteriéfa-
&0, esta puede ser de dos formas: la generaligada im -
plica la transferencia de todos los genes y la restrin
gida Bélo algunos genes. Estos dos mecanismos son res-
ponsables de la resistencia en los cocos gram positi -

vos Staphylococcus,

¢.~ conjugacién: requiere del contacto de una bacteria
donadora y una bacteria receptora, donde el material -
; genético es transferido através de un canal que une a-
las dos bacterias 1llamado pilo. Esta mis relacionado ~

con los bacilos gram negativos. enterobacterias.
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GENETICA DE LA RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS.

Resistencia intrfnseca:

El término resistencia intrinseca, es empleado para indi
car la resistencia natural al antimicrobiano para las bac
terias de una especie. Esta resistencia, es evidente al -~
inicio del emplec de antimicrobiancs.

1la resistencia beta-lactamasa a la cefalosporina de espe—
cies de enterobacterias y resistencia a la penicilina de-

Pseudomonas aeruginoga es debido en parte, a la especifi-

dad cromosbémica de la B-lactamasa. Es probable que casi -
toda la resistencia B-lactamasa sea intrinseca, en parte-
por 1la actividad de }a misma.

Resistencia por Mutacién:

Le mutacién esponténea a la resistencia a fdrmacos es in-
frecuente, ocurriendo por 1o general sflo en 1 de 10 millo
nes a un billén de células bacterianas (2).

En general, la resistencia produeida por mutacién es dife
rente a la asociada por plésmidos; por ger su mecanismo -
de tipo recesivo., El resultado de la mutacién es insténté
"neo produciendo un gens que reduce o elimina la afinidad-
con el fdrmaco. Después el sitio blanco del antibibtico,-
es afectado o el transporte de broteinas. Otro pogible --
efecto podri{a ser el incremento total de sitios blancos o
la reduccién necesaria de la célula para un metabolito en
particular.

¥n las bacterias haploides sélo existe un gene funcional-

part uana propiedad celular,
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La alteracién de estos, producird la reduccién en 1a capa
cidad de unién a1l antibiético; y el microorganismo expre-
sard algunos niveles de resistencia, después el fenotipo-
retardaré las necesidades reemplazando parte o todo el ge
ne normal por el gene defectuoso. Un ejemplo de resisten-
cia por mutacién, es cuando se elevan 108 niveles de es -
treptomicina, involuerando el gene srtA.

Esta mutacién afecta la protefna S12 de la subunidad ribo
somal 30S., Las mutaciones resultan en uno ( o raramente -
dos ) aminodcidos, en uno de los dos sitios de la protei-
na 512. La protefna retarda las funciones en el ribosoma,
impidiendo la unién de la subunidad 30S con la estreptomi
cina.

El efecto de 1la mutacién en la protefna S12 causa una re-
duccién en la proporcién de translacién del ARNy aunque -
aparentemente el error es bajo se efectda la translacién.
La mutacién del gene srtA puede también resultar, de una-
dependencia de la bacteria sobre la estreptomicina para -
su crecimiento.

La resistencia ocasional por mutacién a los antibiéticos,
eatd limitada por el uso de los mismos, ( caso de la rifa
micina para una meningitis ) o como resultado del uso de-
dos firmacos cuando alguno de ellos es empleado, como ten
tativa para eliminar 1a resistencia mutante ( el tratami-
ento de tuberculosis con estreptomicina con uno o mds an-
timicrobianos )} ; en este casp la estreptomicina con un -
{ndice de mutacién aproximademente 10710 y la isoniacida~

de 10‘6 1la posibilidad de desarrollar resistencia en ambos
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antimicrobianos es sélo de 1 en 1016, divisiones celulares,
Bstg probalidad es tan pequefia, que el uso combinado en el
tratamiento de la tuberculosis cavitaria pulmonar cesi —-
nunca e8 seguido por el desarrollo de resistencia alguno-
de estos fArmacos.,

La matacién involucra la adicién, deleccidn o sustitucién
de uno o algunos nucleétidos, que probablemente sucede du

rante la replicacién del DNA, reparacibén o ambas.(4),

PLASMIDOS Y TRANSPOSONES,

La base genética de adquisicién de resistencia a los anti
bibticos por adicién de DNA en 1la célula bacteriana, da -
una nueva funcién celular. Dichas funciones pueden domi -
nar la susceptibilidad de la bacteria al antimicrobiano -
en orden de expresar la resistencia.
a.- modifican al antibiético por edicién de un grupo; -
produciendo acetilacién, fosforilacién o nicleotilacién,
b.- hidrélieis del anilloc beta-lactémico u organomercu-
riales,
C.~ representa nuevas enzimas con reduccién en la afini
dad del antimicrobiano.(dehidrofolato reductasa, dehi -
droptearato sintetasa).
d.- metilato espec{fico ue restos adenfnicos de 23S ARN,

RESISTENCIA POR PLASMIDOS.

El plédemido es DNA,puede existir como extracromosémico y-—
reproducirse independientemente o integrarse al cromosoma
bacteriano(episoma).

La resistencia de los plésmidos R, 1leva de uno a més genes

de resistencia al antimicrobiano. Ellos pueden ser trans --
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misible en la conjugacién o por transduccién.

En el Qltimo de los casos, la transmisién puede ser una mo-
vilizacién total del plésmido por su coexistente transmi --
8ibén, transduccidén o transformacién.

La transducciébn dé plédsmidos se lleva acabo en los Staphylo
'gggggg y otras bacteries gram positivas, presentando la vni
ca o predominante resistencia a firmacos mediada por plasmi
dos(4).

Los plidsmidos que son conjugados, pueden sufrir disociacién
produciendo plésmidos separados, siendo genes conjugacién -
( factor tramsferible de resistencia ) FIR y resistencia an
timicrobiana ( determinantes-r }. La secuencia contraria --
puede ocurrir.(4).

Este fenémeno, puede presentarse en muchos tipos de bacte -
rias, las cuales efcctdan conjugacién por plésmidos, esto -
se observa frecuentemente en los miembros'de los géneros -~

Salmonella y Proteus. Tambiénvel gene TEM B-lactemasa que =

se encuentra en Pseudomonas y enterobacterias se puede trang

mitir & H. influenzae y Neisseria ginorrhoeae. Muchos plés-

midos de E.coli no pueden ser transferidos a Pseudomonas y
_viseversa.(27). '

Casualmente la transferencia de determinantes-r y un plésmi
do conjugado, no requiere la formacién de moléculas que se-
recombinen entre 2 o mAs subunidades. La regién de los plés
midos seme jantes-F, esten unidos directamente por copias re
petidas una insercién continua de bases nucledtidas en su -
terminacién ( ISl ), es conocidc como un elemento tranaferi

ble ( transposén ). Este puede ser transpuesto a pldsmido o

un bacteriéfago.
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La principal propiedad requerida por un pldsmido, es que-
éste sea capaz de replicarse y segregar las sucesivas ge-
neraciones de bacterias., Los genes empleados para esta -
funcién, son genes replicacién (rep). Pueden presentarse-
funcionee diversas; incluyendo genes incompatibles (inc),
transferencia (tra), fertilidad inhibida (fin), exclusién
superficial o total, como también resistencia antimicro-r
biand.

La transferencia del factor R durante el acoplamiento de-
pende de apéndiées externos de tipo piloso, los pelos se-
xuales, que facilitan la transferencia de pldsmidos desde
las bacterias macho ( dadoras ) a las bacterias hembra =
( receptoras ) que no ticnen pelos. EL nimero de determi-
nantes-r, unidos a los PIR determina el ndmero de antimi-
crobianos & los que son resistentes las bacterias. Cuando
una bacteria se infecta con un factor R, las bacterias de
sarrollan pelos sexuales y se convierte en bacterie dadow
ra., La competencia dadora, o sea la capacidad de transmi-
tir resistencia por conjugacién, es mayor en las bacterias

que han adquirido recientemente el factor R.(2).
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LOS ELEMENTOS TRANSFERIBLES.

Los elementos transferidles son fracciones de DNA, capaces
de translocaciones seriadas desde una replicacién a otras,
preservardo. sus caracteristicas estructurales. ‘

La translocacién no requiere del sistema de recombinacién

egpecifico recA. Ellos ocultan caracteristicas fenot{pi -

cas espec{ficas incluyendo resistencia a los antimicrobia

nos, resistencia a los metales pesados, enzimas involucra

das en el matabolismo de la lactosa, rafinosa, tolueno, -

xileno o salicilato, produccibn de enterotoxina ant{geno-

superficial K88 bacterimno, genes histidina de E.coli K12,
transposicién inducible y probablemente otros muchos feno

tipos.

" Compresiblemente cualguier gene de un cromosoma, plasmido
0 virus replicén, pueden ser localizado sobre un transpo-
sén.

Los transposones pueden producir mutacién, rearreglos en-
€l DNA, ( e¢jemplo,, delecciones e inversiones ) y algunos
pueden ccmportarse como principio de transcripcidn y re -
primir sefiales, La transposicién puede ser al azar o en -
sitios especi{ficos del receptor replicdn, estas varia -
olones dependen de los elementos transferibles.

Los primeros son elementos simples, compuestos de inser -
ciones ( IS ) y se desconocce el cédigo de caracter{sticas
fenot{picas, El segundo grupo son transposones algunos de
ellos contienen unidades IS en su terminacién.

El tercer grupo representado por la fase ¥u pueden actuar

como un trasposén y virus libre,
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Los transposones tienen ciertas caracter{sticas estructu-
rales; casi todos tienen una secuencis repetida invertida
de bases nuclebétidas en la terminacién del DNA. Las excep
ciones, incluyen transposones (Tn)9, Tn(Raf) y Tn(R-det)-
conteniendo directamente repeticiones de IS1 terminal.
La fig ( 1 ) es un diagrama de la estructura general de un
elemento transferible de DNA. Las caracterfsticas fenotipi
cas presentes, son codificadas por la secuencia del DNA ~-
’ central. Por ejemplo, el gene para la produccién B-lactama
sa. El Tn) es un transposén pequetio con 38 pares de hases-
repetidas invertidas en su terminacién. La secuencia espe-
cifica central, para TEM B-lactamesa, en adicién a otros ~
polipéptidos. Unc es un polipéptido de peso molecular de =
1900 es una proteina reguladora, un sitio adyacente esté -
t codificado, por una proteina reguladora, siendo importante
por su fidelidad ¢: transposiciédn.
En 8dicién, un segundo polipéptido largo, de pesoc molecu =
lar aproximadamente 10500, impidiendo las funciones, para-
uns, deficiente transposicién fenot{pica.
Los estudios de deleccién e insercién de TnlO muestra que-
las delecciones afectan la secuencia central no repetida,
8in alterar la frecuencia de transposicidn.
Las secuencias repetidas de los elementos transferibles cé-
en dentro de dos clases, basado en lo largo de su secuen -
cia repetida. El primero tiene secuencia corta de 50 pares
de bases o menos; por ejemplo son IS51 y TnZ2,

El segundo tiene méds repeticiones T00 pares de bases este-~
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grupo incluye Tn5, Tng y TnlO. Probablemente es la secuen
cia mds corta previendo signos de reconocimiento para si-
tios especificos de recombinacién. ﬂas repeticiones lar -
gas, codificando funciones involucradas en la transloca «
cién, _

En el proceso de la translocacién Fig (1) los transposo =
nes producen wna duplicacién de los pares de bases 5, 9 u
11, sobre la insercién del transposén. Esto ocurre por --
dos enzimas que abren y translapan a la hebra-simple los-
pares de base 5, 9, 11 dependiendo del transposén; el DNA
complementario es sintetizado nuevamente produciendo una-
secuencis repetida unida directamente para la insercién -~
de elementos. Sobre la excisidn uno de ellos es removido-

con el elemento transposaén,
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{a) — T Doble hebra de DNA

pares de tases hendidura.

Receptor duplicacién DNA
(=) (pares de bases 5,9 o 11) (+)
J""*" o
B CY

secuencia re receptor replicon DNA
de DNA peti
central cién terminal

(directa o invertida)

(=)

(e) ___ Hebra simple secuencia central de DNA
[ ] ) '
;.%.;_. Hebra doble tallo consistiendo de termi-

ba nal repetida invertida.

Pig 1. El proceso de transposicién y la estructura
general de un elemento transferible; (a) el DNA recep~
tor inicia con una hendidura en la transposicién {b) la
doble hebra del replicén receptor sosteniendo un transe
posbén, mostrando la estructura de un elemento transferi
ble (c) Hebra simple del elemento transferible con un -
tallo doble hebra (horquilla o curva) produciendo la si
guiente desnaturalizacién y desarrclle de la estructura
mostrade en (b). La horquilla es répidamente identifica
da por el microscopio electrénico.
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El movimiento de los elementos transferibles, para un nue
vo sitio el transposén insertado no pierde la forma del -
gitio original. Las replicaciones y transposiciones gson -,
procescs de unién o enlace. .

La diversidad de plésmidos es sn parte mencionada para los
elementos transferibles. Un ejemple de tres plésmidos aig
lados en diferentes partes del mundo, muestren el papel ~
de los transposones, en la evolucidén de la resistencia a~
los antibiéticos.

Bn Inglaterra Rl, Alemania R6 y Japén R100 (=NR1,R222) son
PII plésmidos R, los cuales llevan iguales transposones.
lasz estructuras de las porcionee de estos plédsmidos son-
nmostradas en la Fig ( 2 ).

Ta9
et ——, Tnd} Ap .
no{E- = Q—!——.——» {He-E-
B Tnd f@_
L = .
determinante~r RTF
-
. (&
xs ('- Sm Sa
[ N — . - ‘A‘“‘_v—b
determinante—y ¥
‘ el T
Rioo Inﬂc-ﬂ S $u |§ i 10
S B ’\—'\p——-’-
determinante-r riy

Pig. 2. Elementos transferidbles en pldsmidos R, R1,
R6 y R100, Cm=cloranfenicol, Km-Nm=kanamicina-neomi
cirm, Tc=tetraciclina, RTPe=factor transferible-de -
resistencia, Tn=transposén.
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Los tres contienen el mismo tranSpoeén cloranfenicol (Ci)
estreptomicina(Sm) y eulf-or;amida(Su). Sin embargo en R1,~
™n3 estéd insertido en o)l transposdn Saz-Su y B-lactamasa -
especifica (ampicilina(Ap)resistente). Las combinaciones-
de Sm, Su y Ap se encuentran en Tnd4. Rl también en un seg
mento codificando resistencia para neomicina{Nm)/kanamici
na(Km), en éste no se conoce su transposén.

Tn903 resistencia especifica Nu/Km estd insertado en R6 -
como se puede observar en la Pig 2.

Todo el determinante-r, ea transferible. Pinalmente el -
FIR componente de R6 y R100 lievan, Tnl0 resistencia espe
cifica & la tetraciclina.

La combinacién de plésmidon trensferibles entre bacterias
confiere a loa antimicroblancs, esto puede eipli.car la rd
pida diseminacidén de resistencia que estf aumentando en -
muchos géneros bacterianos.
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NECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIMICROBIANOS.

I.~ Inhibicién de reaccién metabblica.

Batas reacciones se llevan acabo en el citoplasma del mi-

coorganismo, su toxicida selectiva depende de la irhibi =

oién de una reaccién, esencial al microorganismo infectan

te, pero no para el huésped. Las sulfonamidas son los ‘fd;
macos que actudn de tal forma, por ser estructuras andlo=

ges al &c. para-aminobenzoico (PABA) el cual es precuraor‘
del £c. f6lico. Las sulfonamidas interfieren en la sinte-
sis del (PABA), teniendo actividad por lo tanto en micro-

organismos que sintetizan &c. félico.:

Kl trimetoprim, su mecanismo de accién es inhibir la re--

ductasa de hidrolato a tetrahidrolato. Cuando se combina-

el sulfametoxazol se logra una inhibieién en dos pasos de

la efntesis del &c. £81ico, logréndose por lo tanto un =-

o ofecto Bin‘r‘ico.(s.a"o

‘II.- Accién & nivel de la pared celular.

La penicilina y cefalosporinaj este grupo de antimicrobi-
anos poseen una caracterfstica comin en la estructura qui
mica, un anillo tiazolidfnico unido a un anillo beta-lac-
témico a 10os que se les unen cadenas laterales que son -
responsables de michas de las propiedades farmacolégicas-
y antimicrobianas. La regién activa en todcs ellos estd -
localizada en los anillos B-lactdmicos. Su mecanismo de -
accibén tiene lugar en la Yltima fase de la sintesis de la
pared ceclular, eésto es, en el entrecruzamiento de las ca-
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denas finales del mucopéptido (5).

IIT.- Antimicrobianos que afectan la membrana citoplasmi-
tica.

A diferencia de los inhibidores de la pared celular que -
son relativemente inofensivos, este grupo de antibibticos
presenta mée toxicidad sin embargo sélo unos cuantos tie~
nen aplicacién clinica. Por ejemplo; las polimixinas B y-
E, los polienos. Lias polimixinas se unen a la superficie-
externa de la membrana citoplasmitica, alterando su es =~
tructura y propiedades osmdticas, accién que se logra po-
siblemente por el desarreglo de los componentes fosfolipi
dos y lipopolisacAridos.

Los polienos, como la anfotericina, inhibe a los microor-
ganismos cuyas membranas, contienen esteroles. Alterando-
la permeabilidad, que resulta de la unién de esteroles-po
lienoa y la pérdida funcional y estructural de la membra-

na (5).

1V¥.~ Trastornos en la sintesis de protefnas.

Los ribosomas bacterianos pueden disociarse en las subuni
dades 308 y 50S. La eritromicina, lincomicina, clindamici
na y cloranfenicol se unen a la subunidad 505, mientras -
que la tetraciclina y los aminoglucésidos como; estrepto-
micina, kanamicina, gentamicina, tobramicina, amikacina y

dibekacina se unen a la subunidad 30S.
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1.~ Inhibicidén de lz transcripeidn.

Las rifamicine.~ en este grupo se encuentran compues~-
tos formados por varios anillos arométicos adyacentes-
a 103 que Se unen un radical alifétice. La rifamicina-
interactia con la ARN polimerasa de una de las.subuni-
dades, bloqueando su accién catalitica. La inhibicién-
tiene efecto en la sfntesis del ARN, y formacién de -~

Iy

protefnas (5).

2.-_Inhibic16n de la traduccidn..

Los aminoglucéeidos.- el efecto inhibitorio se origina
por unién al ribosoma; sin embargo, es muy diffcil de-
finir el evento preciso en que se lleva acab6 los efec
tos tan variados que aparecen después en las células -
gensibles de cualquier especie, se efectda en tres eta

pass
a.~ Pase no dependiente de energia.

Es una unién en la superficie bacteriana. En las bactg
rias gram negativas, incluye la difusién paéiva a tra-

vés de los poros de la membrana externa.
b.- Fase dependiente de energia.

Comienza cuando hay suficiente antibiético en el cito-
plasma para unirse a todos los ribosomas que participanA
ectivamente en la sintegis de protefnas. Las bacterias

resistentes a los aminoglucésidos 9élo muestran la pri
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mera fase., Las cepas sensibles, ademds de tener una inhi-
bicién total en la tercera fasc sufren uma traduccibn e -
rrénea por la lectura equivocade del mensaje del ARNp.

Ejemplos de estos aminoglucésidoss estreptomicina, neomi-

cina, kanamicina, paromicina, gentamicina (5,25).

Tetraciclinas.

Tiene una accién inhibitoria tanto & bacterias gram nega-
tivas como gram positivas e incluso a células eucaribticas,
La toxicidad selectiva se debe a la acumulacibn de estos-
compuestos en la bacteris, debido al sistema de transpor—
te, el cual estd ausente en células eucaribticas. Una vez
en el interior, iunterfiere en la fijacién de los aminofci
. dos ligados a su ARNy sobre la superficie ribosomal. La -
resistencia que aparece en una bacteria a las tetracicli-
nas es compartida completamente por cualquier otra del -
grupo (5,25).

Cloranfenicol.

o

Su unién -a 1la subunidad 50S se lleva acabo en una propor-
cién de 1:1 entre el nfmero de ribosomas y el nimero de -
moléculas de cloranfenicol. Su accién se origina por su -
fijacién al sitio activo de la peptidil transferasa, impi
diendo la formacién del enlace peptfdico de la cadena pro

tefca en crecimiento,
Eritromicina.

Bloquea la fase de translocacidn, especi{ficamente impide-

que el ARN{ sin un aminofcido, pero unido al sitio-A,-



- 30 -

se libere. De ¢sta forms, el ARNy queda inmovilizado o
se une a un sitio adyacente que no le permite efectuar

el enlace peptfdico. .

V.- Antimicrobianos que actden sobre el DNA.

Se conocen varios antimicroblianos que afectan la estructu
ra y funcién del DNA; sin embargo, 8élo unos cuantos tie-
nen una actividad aceptable para ser considerados en la -
préctica clinica. En realidsd, cualquier sustancia que al
tere la doble hélice del DNA es potencialmente teratogéni
co y es capaz de afectar profuidamente todas las fagses -

del metabolismo celular.
Acido nalidixico y dc. gquinolin carbox{licos.

Su accién es reversible, se lleva acabo sobre un compo
nente necesario para que actde una enzima denominada -
" girasa " del DNA, la cual interviene en el "desenro=~
llamiento de la molécula durante el proceso de replica
cién. Otro mecanismo asociado es el bloqueo de la elon
gacién del DNA.(5).

-
VI.- HNitrofuranos.

Los nitrofuranos ejercen su accién antimicrobiana por la-
interferencia con los sistemas degradativos de los carbo-
hidratos, primero en el ciclo anaerobio (glicélisis) y -
posteriormente en el ciclo de Krehs y ciclo colatefal de-
les fosfato pentosas; 1la universalidad de los sistemas me

tabflicos involucrados explica la amplitud del espectro -
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antimicrobiano y antiparasitario, asi como el que las ma~
nifestaciones de toxicidad son tan amplias y abarcan préc
ticamente todos los érganos y sistemas.(ll).

La nitrofurantoina,.actﬁa como bacteriostdtico al inhibir
las deshidrogenasas bacterianas. Es empleada contra cocos
gram positivos y bacilos gram negativos en las vias urina
rias.(14).

PROPIEDADES TERAPEUTICAS.,

Las propiedades que debe tener una substancia para poder
ser empleada como agente antimicrobiano, se resumen a -
econtinuacién.

1.~ Debe destruir o prevenir la actividad del pardsito
s8in dafiar las células del huésped, o bien causarle un-
dafio m{nimo.

2.~ Débe entrar en contacto con el pardsito penetrando
en las célulaes y difundiéndose en los tejidoe del huds
ped en concentracidn eficaz.

3.~ No debe interferir los mecanismos naturales de de-
fensa del huésped, como fagocitosis y la formacién de-
anticuerpos.(14).



- 3D -

Pruebas de susceplibilidad,

La determinacién de la sensibilidad de una bacteria a un-
antimicrobiano, "in vitro", es un procedimiento comin en-
los laboratorios de microbiologfa; el resultado de estas
pruebas permite la eleccién del antimicrobiano apropiade
para la terapia de pacientes‘con infeceidn bacteriana.
Las puebas de susceptibilidad tienen por objeto estable--
cer una correlacién “in vitro" de la susceptibilidad del-
microorgenismo con las concentraciones clinicamente facti
bles de un'antimicrobiano, necesarias para inhibir o ma -
tar al microorganismo.(15,23).

Métodos de susceptibilidad.
a.~ Dilucién seriada en tubo.
b.- Dilucién seriada en agar.
¢.~ Difusién en disco de papel.
d.- Sistema Automatizado (Autobac MSII).(8).

Pactores que influyen en las pruebas de susceptibilidad a
los antimicrobianos.

1.~ Nimero de pruebas que se procesen.

2.- Tipo de microorgenismo, sitio de aielamiento, mecg

nismo de patogenicidad, sensibilidad.

3.~ Agentes antimicrobianes, caracterfsticas fisicoqui

micas, espectro antimicrobiano, mecanismo de accidn,etc.

4.~ Huésped, estado general, via de administracién, do
sis, localizacién de la infeccién.(8,13).
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MATERIALES Y METODOS.

Tubos de enaayo 13 x 100

- “Tubos con tapdn de rosca 13 x 100
Probetas 100ml, 250 ml.
Matraces Erlen-Meyer . 1000m1, 500ml, 250ml
Vasos de precipitados ' 250m, 100ml, 10Oml
Matraces volumétricos 1000m1, 100ml.

' Cajas de petri

Pipetas Pasteur

Asas de eiembra bacteriolégicas

Gradillas, porta objetos, tubos capilares.

APARATOS .

Balanza anal{tica. Mettler Modelo H-18

Campana de flujo laminar. Modelo H-180

Congelador Reveco. Modelo US 5575B-L-A.

Aparato de Steers (replicador)

Soportes

Filtro de Millipore. Gelman.Acrodisc.Product 4184 0.45um.

MEDIOS DE CULTIVO,

Agar de Hinton-Mueller

Caldo de Hinton-Mueller

Agar soya- tripticas, Agar chocolate (Levinthal)
Caldo Hinton-Mueller con glicerol al 20%.

Caldo Levinthal suplementado con factores X y V.

Factores V y X. Bioxon
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REACTIVOS,

Reguladores de fosfatos 4
S0l. amortiguadora pH 6 y pH 8.
NaOH 10 N.

Dimetilformamida Q.P.

Acido léotico Q.P.

Etanol Q.P.

Sol. emortiguadora pit 6.4

Rojo de fenol al 0.5 %

Hidréxido de sodio 1 N.
Penicilina 1 millén de U y 10 millones de U.
Yoduro de potasio

Todo.

Sol. de almidén sl 0.4%.

ANTIBIOTICOS SALES PURAS.

Penicilina, gentamicina, amikacina, eritromicina, trimeto
prim-sul fametoxazol, &cido nalidfxico, cloranfenicol, ce-
falosporinas, carbenicilina, ampicilina, dicloxacilina, -
tetraciclina, nitrofuradantoina, clindamicina |

Discos individuales con antibiético.
Productos Bioclin S.A. '

Amikacina 10 meg Lote AK 0384
Ampicilina 10 mcg "o AM 0684
Cefalosporina 30 meg " CF 0484
Eritromicina 15 mcg " " ER 03684

Gentamicina 10 meg " " GE 0584
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Gentamicina 10 mecg
Penicilina 10 mcg
Ac. Nalidfxico 30 meg
Cloranfenicol 30 meg
Carbenicilina 50 mcg
Dicloxacilina 1 meg

Material Biolégico.

Cepzs de enterobacterias

Cepas de Pseudomonas

" % * Staphylococcus gaureus
® n v Haemophilus influenzsae

Cepas de referencia.

Klebsiella pneumoniae. ATCG 13883

Proteus vulgaris. ATCC 13315
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Bscherichia coli ATCC 25922

Lote GE 0584

"

PE 0384
CL 0684
GE 0584
DC 0484
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METODOS .

METGDO DE DIFUSION EN AGAR.

Se emplean discos de papel filtro impregnados con una caen
tidad precisa del antibiético, los cuamles se colocan sobre
ung placa con medio de cultivo, sembrada con el microorga
nismo aislado.

Cada antibibtico difundird de acuerdc a sus propiedades =
fisicoquimicas y a las del medio de cultivo, en caso de -
que la bacteria sea sensible & su accién, alrededor del -
disco se observarid un halo de inhibicibn del crecimiento-
bacteriano cuyo dilmetro estard en relacifén directa al -
grado de susceptibilidad del germen al antibiftico en ==
cuestién. Para este método se recomienda utilizar sola =-

mente agar Hinton-Mueller (7).

PREPARACION DEL INCCULO.

Cuetro a cinco colonias iguales morfolégicamente son toma

das del medio donde crecieron y transferidas s un tubo con
3 6 4 ml de caldo Hinton-Mueller. Los tutos son incubados

por 2 a 3 horas a 37°C para obtener un cultivo de creci -

miento logeritmico ( 1 x 106 unidades formadoras de colo-

nias U.F.C.). La densidad de la suspensién es estandariza

da con solucibn estéril o caldo Hinton-Mueller & una den-

sidad visusl equivalente a un estandar de sulfato de bario
( tubo # 1 de Mac-Farland ) (8,14).
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El Staphylococcus aureus se conservd en caldo Hintonelu -

ller con glicerol al 20% a - 20°C.

El tiempo de incubacién del inéculo fue de 3 a 4 horas a-

37°C aproximadamente 1 x 108 U.F.C.

Haemophilus influenzae s8e obtuvo un cultivo en crecimien~

to logaritmico empleando calde Levinthal suplementado con
factores V y X. Se incuban en atmésfers de 002 al 10% du-
rante 24 horas.(14,22).

La suspensién una vez corregida no debe permanecer més de
15 a 20 minutos antes de proceder & sembrarla en las cajas
de petri. Para inocular el agay ée ut®lizan hisopos de ma
dera con algodén, éate se humedece con la suspensién, eli
minando el exceso del caldb, presionando y girando el hi-
sopo sobre la pared interna del tubo, por arriba del ni ~
vel del caldo.

Dejar a temperatura ambiente de 20 a 30 minutos y colccar
cada uno de los discos con pinzas presionando para qué ——
tenga contacto con el inéculo, se incuban a 37°C de 18 a-
24 hrs. |

INTERPRETACION.

El tamaflo de cada zona de inhibicidén es tomado como refe-

rencia en una tabla de dos posibles categorias.

1.~ Sensible. Cuando el halo de inhibicién tiene el -
didmetro proporcional a la concentracién del antibibti
co, entonces la infeccién es tratable con dosis norma-

les.
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2.~ Resistente. Cuando el halo de inhibicibn presenta
el didmetro menor en 1la relacidén a la concentracidén -
del antibidtico.

DIAMETROS DE LAS ZONAS DE INHIBICION EN MILIMETROS
SEGUN EL METODC DE KIRBY-BAUER.

ANTIMICRO- POTENCIA R I K]
BIANO, neg

Ampicilina 10 20 21-~28 29
(8.aureus) : '
Ampicilina ,

{otros gérmenes) 10 110 . 12-13 14
Amikacina 10 11 1213 14
Ceafalosporina 30 14 15-17 18
Dicloxacilina 1 9 10-13 14
Eritromicina 15 13 14-17 18
Gentamicina 10 12 13-14 15
Cloranfenicol jo - 12 13-17 18
Carbenicilina 50 17 18~22 23
Ac. nalidixico 30 13 14.18 19
Penicilina 10 20 21-28 29
(5.aureug)

R= resistente
I= intermedio

5= sensible
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METODO DE DILUCIUN EN AGAR.

Utiliza diluciones seriadas al doble del antimicrobiano -
que van de 0.25 & 250 ug/ml. \

Para enterobacterias y Pseudomonas: se emplearon los si -
guientes antimicrobiancs: ampicilina, carbenicilina, gen-
tamicina, amikacina, cloranfenicol, bactrim ( trimetoprim

sulfametoxazol )}, dcido nalidixico y nitrofuradantoina.

Staphylococcus aureus $ ampicilina, cefalosporina, clinda

micina, dicloxscilina, eritromicina, gentamicina y penici

lina,

Haemephilus influenzae: ampicilina, ¢lindamicina, ecloran-

fenicol, tetracicline y penicilina.

INTERPRETACION,

Se determina la concentracién minima'inhibitoria (C.M.I.)
( definida como 1la dilucién mis baja en ug/ml, que es capaz
de inhibir o matar el crecimiento bacteriano) ; en base a
este resultado se calculd el porcentaje de resistencia va
lorade como la concentraciédn méxima que el antimicrobiano

alcanza en sangre, esta es tomada como valor de corte(V.C.)
(1.10).
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El método de dilucibn en agar se simplificé para rutina w
tilizando el aparato descrito por Stecrs y colaboradores-
en 1959 con una modificacién en el ndmerc de varillas ing
culadoras.
le= Un cabezal de zluminio con 32 vsrillas inoculadoras,
2.~ Una unién de 3 patas para conectar el cabezal con,-—
mecanismo propulsor colgante consistente en una lémina-

triangular, pistén, cilindro y soporte.

Preparacién del inéculo.

Se prepara en igual forma al método de difusién en agar.
El indculo debe compararse visualmente con un patrén de -
sulfato de bario { tubo # 1 de Mac~Farland ) que equivale
aproximadamente a 106 U.F.C./ml, para bacterias de creci-
miento répido y 108U.F.c./m1, para bacterias de crecimien
to lento como; Staphylococcus y Haemophilus.

Transcurridas la incubacibén, se toman 0.8 ml de cada culti
vo, depositdndose en los orificios correspondientes de la
placa del replicador de Steers (el orden que sigue es de-
izquierda a derecha y al terminar una fila se¢ pasa a si -
guiente). Para inocular las cajas se colocan, sobre la -
base del replicador y la parte superior llamada cabezal -
con 32 varillas inoculadoras, cada varilla inocula, 0.001
ml, el indculo final en la superficie del agar es de 10%
U.F.C.

Las cajas inoculadas se dejan secar de 20 a 30 minutos, -
luego se incuban de 18 a 24 hrs. a 37°C. Se hace la lectu

ra gsi hay desarrollo o no en la concentracién indicada,
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Preparacién de Soluciones Stock.

las sales se disuelven de la siguiente manera: tomsndo en
.consideraci&n la potencia biolébgica, su capacidad de di ~
solucién y su variacién dependiendo del lote, lLa cantidad
del antibiético generalmente tiene un porcentaje menor al
100% de efectividad por dicho motivo se tiene que calcu -
" lar, Las potencias de las soluciones Stock empleadas en -
este trabajo fueron de 1000 ug/ml.
un mcg del antibidtico x 1000

EPECTIVIDAD
potencia biolbgica

Antimicrobiano P. Biolébgica en mcg Solvente
Ampicilina 880 7.5% de NapCO4
Cefalosporina 915 agua
Clindamicina 784 agua
Cloranfenicol 990 metanol
Dicloxaciline Q13 agua
Britromicina 1000 etanol
Gentamicina 653.6 agua
Nitrofuradantoina 1000 1 ml de dimetilformamida
Penicilina 1000 agua
Tetraciclina ‘ 967 agus
Trimetoprim 1000 dc. 1dctico
Sulfametoxazol 998 NaOH O.1 N.
Ac.nalidixico 1000 suspender en la cantidad

apropiada de agua, NaOH
10 N. gota a gota hasta
1la disolucién total.



Preparacién de las placas.

Se preparan matraces con voldmenes constantes de medio de
cultivo{ egar Hinton-Mueller ). Se calcula el volumen, ne
cesario de Sol. Stock del antimicrobiano, para ol matrag-
de la concentracién mfs elevada ( 256 meg/ml ).

conc. en la placa x vol. total del cultivo
Potencia biolégica

Yolumen =

Posteriormente se efectuarsn las diluciones necesarias has
ta obtener la conc. de 0.25 mcg/ml.

Las concentraciones de prueba, en mcg/ml

Staphylococcus aureus, enterobacterias y Pseudomonaa.

Haemophilus influenzae, on mcg/ml en agar chocolate,

0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 16.0, 32.0, 64.0

Las caejas de petri de 10x100mm, delben contener aproximada-
mente 20 ml de agar con la concentracién descada del anti-
biético. Una vez endurecido el agaxr en las placas, &stas -
se almacenan a 4°C.

de ha coaprobado que la actividad de los antimicrobianos~

en agar almacenados a 49C durante una semana no disminuye

o disminuye muy poco.
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Método Yodométrico,

Agua estéril 1 ml se agrega a la penicilina G potdsica ~
o sédica para inyecciédn con buffer USP 1 millén de U.I.
¥ezclar 0,05 ml de penicilina con 1.1 ml de solucidn de
yodo (usar dentro de las primeras horaa),

Disolver 1.5 g de KI y 0.3 g de I en 100 ml de fosfato -
buffer 0.1 M a pH 6.4 . La solucién de yodo se¢ guarda en
frasco marrén a 4°C,

Pruwi.

Una asa de microorganismos de prueba se remueve del creci
miento colonial en la superficie de una placa de agar y -
se emulsione en una gota de mezcla penicilina-yodo sobre-
el portaobjetos. Inmediatamente se agrega una gota de so=-
lucibén de almidén al O.4%.

La prueba negativa para penicilinasa estd indicada por 1la
formacidn de color pirpura ( azul oscwro ) o lavanda du ~

rante 5 minutos,

La aparicidn de color blanco en 5 minutos indica una prue
ba positiva. Casi todas las reacciones estén completas a-
los 30 segundos y la lectura final se hace a los 5 minutos
para detectar pequeflas cantidades de penicilinasa.



- 44 -

Prueha acidométrica rdpida para produccidén de B-lactamasa.

le= 2 m)l de 3zolucidn de rojo de fenol al 0.5% se afiaden a

16,6 ml de agua destilada estéril.

2.~ Bata solucidn se agrega a su vez & un frasco que con-

tiene 20 millones U.I. de penicilina G potédsica o sddi

ca,

3.- Hidréxido de sodio ) N se agregs gota a gota hasta que
1a 30lucifn de prueba se ponga violeta( pH 8.5 ).

4.~ La solucién de prueba se¢ usa inmediatamente,

Procedimiento.

Mojar un tubo capilar de 0,7-1.0 mm de didmetro en la solu
cién de prueda y dejar que el 1iquido fluya por accién caw
pilar una distancia de 1 a 2 cm.

La punta del tubo eapilar se raspa ligeramente contra va-

rias colonias, incubadas 24hrs, de modo que un tapfn de «

bacterias llene el fondo del tubo. No debe quedar aire a-

trapado en la solucién de pruedba y las bacterias, donde -

las dos deben estar en contacto directo.

Los capllarez llenos gse incuban a temperatura ambiente en

posicién vertical, Bsto se logra hundiendo el extremo va-

cfo del capilar en la plastilina y dejdndolo colgar resto

hacia abajo.

Interpretacibn.

Si un microorganismo produce B-lactamasa la solucibn de -

prueba toma wn color amarillo vivo en $ a 15 minutos,

Si el microorganismo no produce B-lactammsa la solucién -

de prueba no cambia de color o sflo llega a ser rosa pid -

lide.



R E S VUILTADOS
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RESULTADOS.

En el laboratorio de microbiologfa del Hospital General C.M.
la Raza, ha venido empledndose desde Enero de 1984 el méto--
do de Ailucién en agar para determinar la susceptibilidad -
"in vitro® a diversos antimicrobianos para los diferentes -
géneros bdacterianos a:laludps de muestras biolégicas envia -
das al laboratorio. v

Se encontré para los métodos de dilucidén y difusién en sgar
existe una correlacién del 95%, lo ocual noe indica la con -
fiabilidad de ambos lCtoGM. siempre y cuando se efectuen -
todas las indicaciones descritas por cada autor.

Por 10 que los datos'del porcentaje de resistencia a los an
timicrobianos se analigaron con los valores obtenidos.de la
concentracién mfnima inhibitoria ( C.M.I. ) por el método -
de dilucién en sgar.
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Porcentaje de resistencia de SHIGELIAS y SALNONELLA
a diferentes MNTINICROBIANDS

' valor dr corte Porcentaje de Resistencia
Aatinicrobiancs w/al Shigella spp 5. mnteritidis S, typhi

(0 (0} 7]
MIEACTNA R 0.0 .0 0.0
MPICILIM 2 e LX) 0.0
CARSENICILINA “ 2.2 7h0 0.0
CLOMWEENICNL ) 3.0 é.0 20.0
SENTANICIN 1% Y] .0 8.0
™me an 2 y X ] .8 0.0
1 ) wnero de copin N, 8. Centre Redice
13 A

Se determiné el porcentaje de resistencia a 128 cepas -
aisladas de coprocultivos.

Shigella spp ( 60 cepas ), Salmonella enteritidis ( 60-
cepas) y Salmonella typhi ( 8 cepas ).

En el caso de Shigellas spp s smikacina 0.0%, gentamici
na 4,4%, trimetoprim/sulfeametoxazol 29.4%, carbenicili
na 52,24 y ampicilins 81.0%.

Salmonella enteritidis: amikacina 0.0%, trimetoprim/sul
fametoxagol 23.5%, cloranfenicol 65%, gentamicina y car
benicilina entre 76%, ampicilina 90.0%.

Salmonella typhi: asikacina y trimetoprim/sulfametoxaszol
0.0%, cloranfenicol 20.0%, gentamicina 25.0%, carbenici-
lina 50.0%, ampicilina 90.0%.
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Porcoataje do mugu de ENTERGMLTERLIAS v PERUDONDING
o diferenten ANTINICRODIANGS

valer de corte . Perceataje ds Besistencls

fatiaicrobioss w/al €. coll Kisksinlla wpp s opp  Entersbacter spp Pasudoscras spp

' e (T m_ 10 m
MIEACINA R o, 6.0 10,3 (B 03,
L 28] + ”.0 na 74 w3 100.0
CAOENICILIN (] ne 1.8 o7 %5 .
LearFDItR " ne [/ X 5.4 1.4 13
SENTARICI " %.é 3. " s 031.0
e une n ) aé 3.2 ns u.l- m.o
() nuture de copas L3 I.lma Redice

De productos diversos; heridas quirdrgicas, exudados va
ginales, cultivos de L.C.R., punta de catéter y otros.

Se probaron 748 cepas de enterobacterias y Pseudomonas,

--Los porcentajes de resistencia fueron los siguientes,

cherichia coli (408 cepas) t amikacina 1.8%, gentami-
cina 6.6%, trimstoprim/sulfametoxaszol ( Tm/Ss ) 27.5%,-
carbenicilina 77,8%, ampicilina y cloranfenicol entre -
98 - 99-0‘.

ebsiella spp ( 155 cepas ) : amikacina 5.8%, gentami-
 oina 13.0%, 8s 23.2%, carbenicilina 76.8%, cloranfe-
nicol y ampicilina entre 83.0 - 88.0%.

Proteus spp ( 74 cepas ) : amikacina 10.3%, gentamicina
14.7%, Tw/Sz 29.4%, clorsnfenicol 54.4%, carbenicilina-
y ampicilina entre 65.0 - 79.0%.

Enterobacter spp ( 34 cepas ) s amikacina 6.9%, gentami
cina 27.6%, cloranfenicol, carbenicilina y ampicilina -
9300 - 96-“0

Pseudomonas spp ( 77 cepas ) 3 amikacina 3.6%, gentamici
na 31,0%, cloranfenicol 67.3%, T™m/Sz 38,0%, carbenicili-
na y ampicilina 83.0 -~ 100%, ‘ :
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CUAMRO 1T
URDCULTIVOS

Porcostaje de rasistencia de BITERMACTERIAS v PRELDONDNAS
4 difeventes ASTINICRODIANSS

valor de corte Purceatsje do Resistencia
fatisicrodisens wis) E. coli febsiolia spp  Protews app Pesudsssars sp)
o ({1 1] {7 (4]
ARIKACION i 0.2 “.e 02,0 00,3
MPICILING 18 1. "0 .0 1000
CARSENICILIMA % “.4 n.s n% 032.0
aC. MLl L w4 7.5 u.0 2
. EENTARICIM e 0.3 140.0 1.4 0438
NITROFURABANTOINA - "4 %.9 0.0 o7
T T » 3.6 .7 e Y
() nesare ée copae [ 3 l.l(.h.all': fedice

Los microorganismos probados procedentes de las vias uri
narias fueron 871 cepas. '

.Bscherichia coli ( 642 cepas ) s #doido nalidixico 0.6%,-
amikacina y nitrofursdentofna entre 1.2 - 1l.4%, Tw/Sz -
21.6%, carbenicilina y ampicilina 92.0 - 99.0%

Proteus spp. ( 64 cepas ) t écido nalidfxico y nitrofura
dantofna 0.0%, amikecina 2.0%, gentamicina 18.4%, Tm Ss-
42,868, carbenicilina 77.5% y ampicilina 92.0%.

Pseudomonas spp. ( 36 cepas ) 1 amikacina 4,3%, nitrofu-
radantoina 8.7%, €cido malidixico 26.0%, Tm/Ss 34.8%, gen
tamicina 43.5%, carbenicilina 52.0% y ampicilina 100%.
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WENCCLL T1¥08
Porcentade de resistoncis de ENTEROMCTERIAS y PREVSINS
2 difereates AMTIRICRODIADS '

valer de corte Purceataje do Resistencia

Mtisicredionss /el E. coll L. posummniae 5 tohi  Psevdessrns spp

: ta m 1 }] ]
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Para hemocultivos se enssyarom un total de 88 cepas.

\\\\\\\
PN

. Becherichia coli ( 14 cepas ) : amikacina, gentamicina y-

trimetoprin/sulfametoxazol 0.0%, carbenicilina 30.0%, =
cloranfenicol y smpicilina emtre 82.0 - 90.5%. ..

Klebsiella pneumonise. ( 38 cepas ) s amikacina 0.0%, —
gentamicina y w

Ss entre 30.0 - 35.0%, carbenicilina,--
cloranfenicol y ampicilina 85.0 - 100%.

Salmonella typhi. ( 28 cepas ) s amikacina, Tm/Sz, genta
micina 0.0, cloranfenicol 28.6%, carbenicilina. 50.0% y-
ampicilina 90.0%.

Pseudomonas spp. ( 28 cepas ) s uikae:l.na 0.0%, Tn/SE ==
36.7%, cloranfenicol, gentamicina, carbeniciline entre -
75.0 = 85.0 y ampicilina 100%.
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CUADRS ¥
Flcni e de resistescia d¢ STAPWYLICRDDLUS AARS
Y ILUS IFLUENIAE a diferenten ANTINICRORISNSS

valer @9 corte
© fatisicrobiams wglal S was L influma
’ "y 3
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Los porcentajes de resistencia para 113 cepas de Staph.

“aureus, aislados de exudados faringeos y cultivos nasa-
les, fucron los siguientes : dicloxacilina y clindamici
na 3,56, cefalosporina 9.8%, eritromicina 28.0%, ampici
lina 38.0%, gentsmicine 44.3% y pericilina 94.6%.

Fara Hauonhifl.\u i ensae. (J 15 cepas ) 3 cloranfenicol
0.0%, npic:llim'l.ja, tetracicline y clindamicina 20.0%

eritromicina 54.0% y penicilina 67.0%.
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Porcentaje acusulado de 14 concentraciones sinieas
Ishibitordas (C.M. L) para 113 copas de STAMVLICOCLUS AURELS

G 1. (whl)
fMatisicrodinos 023 00,3 08,0 02,0 4.0 0.0 10 30 4.0 1N %%
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Se representan los porcentajes acumulados de las (C.M.I.)
para 113 cepas de Staphylococcus aureus a diferentes snti
microbianos de uso en la terapéutica clinica., La 1inea =
divisoria en todo el cuadro indica el limite pars conside
rar ai las cepas son sensibles o resistentes, Por ejemplo
el 50.2% de las cepas son inhibidas por la cefalosporina
a una concentracién de 16 ug/ml,

Ia dicloxacilina $6.5% de las cepas son inhibidas a uns «
concentracidén de 8.0 ug/m), gentamicina 55.7% de las cepas
son inhibidas a una concentracién de 2.0 ug/ml, penicilina
el 5,3% a una concentracién de 1 ug/ml.
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inhibitorias de 19 capas de HAERCPHILUS TWFLLENIME
el 1 (ug/a)

fatisicrobionos 0.3 00,5 05.0 02.0 04.0 0.0 16,0 2.0 .0
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;III te corte
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la MIN

Se reportan los porcentajes acumulados para 15 cepas de
influenzae a diferentes antimicrobianos de-

Haemophilus

uso en la te

rapéutica cifnica.

La linea divisoria en todo el cuadro indica el 1{mite -
para considerar si las cepas son Sensibles o resistentes,

Por eajemplo, el 93.0% de las cepas son inhibidas a una-
concentracidn de 32 ug/ml, de ampicilina y 100% de las-
cepas son inhibidas a una concentracién de 8,0 ug/ml de
cloranfenicol.
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Pruets do DETA-LACTAMASA DE 113 cepas de STAPHYLDCOCCUS AUREUS

Tipo de nDero [ B Ca.l. owmers do cple
paciontes de copis < 1 uglal ) 1 ug/al positivis
HOSPITALITAROS ” 3 L »
CONSILTA EXTERIA 2 3 1 17
Ty b 1w 107

También se determiné la produccién de B-lactamasa por los
métodos acidométrico y iodométrico. Los resultados obteni
dos se analizaron por el método iodométrico, las cepas se
dividieron en dos grupos, el primero de 93 pacientes hos-
pitalisados y el segundo de 20 pacientes de consulta exter
na. Se encontré igual correlacién entre la produccién de -
B-lactamasa y cepas que su concentracién minima inhidbito -
ria ( C.M.XI. ) fué mayor al valor de corte { V.C. ) cue es
de 1 \l&/lﬂl.
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CURIRD 11
CM.1.90 ug/e) de £13 cepas de STAPNYLOCOCLUS AUREUS
y d0 15 cepas 4o HAEMOPHILUS INFLUENIAE

. C.M1, ¥ Cl. %0
Mtisicrobianes g avreus H. influenzae
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Se reporta para Staphylococcus aureus y H. influensae
sus concentraciones minimes inhibitorias 90, que indi-
ca la concentracién necesaria .para inhibir 0 matar el-
90 por ciento de las cepas expuestas a determinado an-
timicrobiano,

Por ejemplo, la dicloxacilina para Staph. aureus, su -
concentracién afnima inhibitoria 90 es de 0.5 ug/ml.

la ampicilina para Haemophilus influenzae su (C.M.I.90)
es de 16,0 ug/ml. Como se puede notar ambas concentre-~
ciones son inferiores a su valor de corte, por lo tanto

se les considera antimicrobianos eficaces en la terapéu
tica.
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DISCUSION.

Los resultados de resistencia reportados en este trabajo=
fueron obtenidos, empleando como método el de dilucién en
agar para la familia enterobacterias; Pseudomonas, Staph.
aureus, Haemophilus influenzae.

Las cepas probadas en coprocultivos, en caso de Shigellas
el porcentaje de resistencia fué menor para: aniimcim. -
gentamicina y trimetoprim/sulfametoxazol(Tn/Se).
Salmonella typhi 108 antimicrobiancs de eleccién son: ami-
kicim, Tn/Sz, cloranfenicol y gentamicina.

Se puede observar el incremento de resistencia para cloran
fenicol, ésto no limita su aplicacién para los casos de --
salmonelosis, sin embargo es importante evaluar su sensibi
lidad frente a este antimicrobiano.

Salmonella enteritidis, s6lo amikacina y Tm/Sgz fueron efi-
caces.

Para los demds antimicrobiancs el porcentaje de resisten -
cia fué superior al 65% por lo que se sugiere buscar nue -
vas alternativas. Sin embargo es el caso de gastroenteritis
no grave, se limita el empleo de antimicrobianocs, debido =
a su evolucién satisfactoria de esta infeccién, con una ==
adecuada hidratacién y dieta.

En los casos de septicemia por Salmonella enteritidis y ==
Shigellas se recomienda adminisirar; amikacina, Tm/Sz y si
la septicemia e8 producida por S.typhi se recomienda el --
cloranfenicol con su adecuada prueba de sensibilidad.



Para los microorganismos aislados de heridas quinirgicas,

exudados, cultivos de catéter y otros.

Se puede observar una marcada resistencia para E.coli, =

Klebsiella, Proteua y Pseudomonas a la ampicilina, carbeni

cilina y cloranfenicol.

Los antimicrobianos de eleccién para estos géneros son: -
amikacina, gentamicina y Tm/Sz.

Enterobacter spps los microorganismos de elecc16n son ami
kacina y gentamicina. Su porcentaje de resistencia es supe
rior a 55% para los demAs antimicrobianos.

Los microorgansimos més frecuentes en las infecciones de-
las vias urinarias fueron: Escherichia coli y en menor -
porcenta je Klebsiella, Proteus y Pseudomonhn. deteﬁin&n—
dose para estos géneros un increue_r_;to en el porcentaje de
resistencia para ampicilina y carbenicilina,

Los antimicrobianos que se administran en este tipo de in
fecciones presentardn valores de resistencia aceptables,-
 oonsiderdndoseles de primera eleccién s dcido nalidfxico-
con porcentaje de resistencia entre 0.0 - 26.06 ¥y la ni - .
trofuradantofna de 0.0 — 8,0%, Otra alternativa de empleo
terapéutico la gentamicina con 7.3 - 18.4% y de segunda -
eleccién Tm/Sz con 21.0 - 42.8%.

Los géneros aislados de hemocultivos fueron Klebsiella, -
Be.coli, Pseudomonas y Salmonella typhi, presentaron un -
porcentaje de resistencia para ampicilina entre 90- 100%,
carbenicilina 30 - 85%, cloranfenicol entre 75 - 100%.
S61c Salmonella typhi fue de 28.6% 10 que impica el empleo
de cloranfenicol, con su prueba de sensibilidad.
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Los antimicrobianos de eleccién son: amikacina, gentamici
nay To/Ss.

Se puede notar que para Pseudomonas sélo dos antimicrobia
nos son de eleccién: amikacina y Tm/Ss. Los otros 4 pre-
sentan un porcentaje de resistencia entre el 75 = 100%.

Para Staphylococcus aureus, el porcentaje de resistencia-
@ la penicilina fué de 94.6%, asf como su relacién direc-
ta con la pruebta B-lactamass por el método iodométrico.
Se encontré el siguiente poréentaje de resistencie; dicido
xacilina y clindamicina de 3.5%, cefalosporina 9.8%, eri-
tromicina 22.0% y gentamicina 44.0%, ampicilina 38%,

Los Antilicrobianoe de eleccién sons dicloxacilina y cefa
;ogporina. empleandose principalmente el primerc.

En la comparacién de los dos métodos para determinar cepas
B-lactamasa se encontraron méds ventajas en el método iodg
métrico como; estabilidad en los reactivos, rupidez, sen-
cillez, reproducibilidad y confiabilidad; pero en la pric
tica resulta inadecusda paru S, aureus, ya que la mayoria
de las cepas resultan ser B-lactamasa positivas en este -
caso 94.6%.

En el caso de Haemophilus influenzae las 15 cepas.probadas
no son representativas, por lo tanto el resultado no es -
del todo concluyente. Con estas cepas se encontraron los-
siguientes porcentujes de resistencias cloranfenicel 0.0%
ampicilina 7.0%, clindamicina y tetraciclina 20.0%, eri -
tromicina 54.0% y penicilina 67.0%.



Los antimicrobianos de primera eleccién son:. cloranfeni -
col y ampicilina. Para esate Wltimo es importante llevar -
un control de sensibilidad, debido a que empiezan & sur -
gir cepas de H. influenzae resistentes o en el dltimo de
los caaos afectuar la prueba B-lactamasa, para poder obte
ner un valor aproximado del aumento de resistencia y auxi
liar en el dihgndstico. :
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CONCLUNSIONES,

1.~ Se compararoy dos métodos de sensibilidad a los anti-
microbianoss difusidn y dilucién en agar, encontréndose -
las siguientes ventajas para el método:dilucién en agar:

a.- Se pueden determinar las concentraciones minimas -
inhibitorias en 32 cepas al mismo tiempo.

b.- Reducir el empleo de material, -tiempo y costo.

c.- No depender de productos comerciales ( por ejemplo
los discos para sensibilidad ).

d.- Se tiene veracidad de la concentracidn del antibié
tico.

2.- Es evidente que e) uso indiacriminado de los antimi -~
crobianos ha creado un .aumento en el porcentaje de resis-
tencia para las bacterias gram negativas ( enterobacterias
y Pseudomonas ), esto observado para los antimicrobianos:

ampicilina, carbeniciline, cloranfenicol y gentamicina.

3.~ De acuerdo & los resultados de susceptibilidad bacte-
riana se determiné que los antmicrobianos de primera elec
cién para los bacilos gram negativos facultativos, fermen
tadores y no fermentadores de la lactosa son: amikacina,-
. Tm/8z y en el caso de urocultivos se incluyen el Acido na
lidixico y la nitrofuradantoina.
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4.~ Bl género Pscudomonas es el microorganismo que con més
frecuencia presenta problemas en la quimioterabia antimi-
crobiana, aisléndose frecuentemente de productos diversos
y hemocultivos. Su porcentaje de resistencia fué: amikaci
na de 0.0% a 3.6%, carbenicilina 80-83.6% y gentamicina -
entre 31.0 a 85%.

5.~ Para las bacterias gram positivas; Staphylococcus «=°

aureus, el aumentc del porcentaje de resistencia para los
antimicrobianos de primera eleccibén: dicloxacilina y cefa
losporina, no ha sido significativo, Los otros antimicro-
bianos se han mantenido en su porcentaje de resistencia,-
8610 1a gentamicina ha aumentado en un 20% aproximadamen—
te.

6.- El método iodométrico para demostracién de B-lactamasa
es confiable comparado c¢on el método acidométrico, Permite
detectar los S. aureus penicilinasa positivos sin llegar-
a ser un método que ayude al tratamiento, ya que la mayo-
ria de las cepes dan la pruéba poesitiva., Sin embargo como
se encontré una cepa de H. influenzae resistente a la am-

picilina, es importante demostrar ei es una cepa producto
ra de B.lactamasa, con el fin de suxiliar en el inicio de

un tratamiento rdpido y eficaz.

7.~ E1 cloranfenicol y ampicilina son los antimicrobianos

de primera eleccién para H. influenzae.
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B.- Se sugiere la integracién del comité de antimicrobia-
nos en los Hospitales que promueven la vigilancia continua
en el empleo de los mismos y que prevengan la aparicidn de
cepas microbianas resistentes por el uso indiscriminado -

de los mismos y establecer normas para su empleo.

9,- En laboratorio clinico se pueden desarrollar pruebas-
de sensibilidad como dilucién en agar, la microdilucién o
sistemas automatizados que den mayor confiabilidad para =

los tratamientos de enfermedades infecciosas.

10.~ La actualizacién de los porcentajes de resistencia -
sfectudndose peridédicemente ( cada 6 meses ) para los ane
timicrobianos de uso rutinario, asi como la comprobacién-
in vitro® de la efectividad de nuevos antimicrobianos -

que van surgiendo en el comercio.
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Valoricion y recesendaciones de ATINICRODIANOS de espleo retingrio
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1} 1 1 s 1 H
MPICILIMA 1 81 1 9 H] s 1
i : ! : ' 1
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' 1 ! 1 1 )
@ENTAICTNA (6) 1 4 ] 1 ! 1
] s t ! ' 1
MIKACINA t ¥t ] ' 1 ' !
: 3 t ' 1 )
CLOMFERICIL 1t 4 [ 1 H] 1 ¢
! ! 3 3 t s
MCWIN (TW/SD) 3 ] ] ] 4 t ) 1 !
: : ' ! ' 1
. IR 1 ¥ ’ L] ] ] 1
3 ) : 1 3 !
RITROFURADNTOIA : ) ’ : ' s 1
' ! 3 3 1
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3 ] ! 3 ) 1
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] ) - 1 f [ !
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t 1 : : t 1
TETMCICLIM ) ! ' ' ! |
] 1 () 3 ] 1
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