LSRR

[
|

EROBIOTN G Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2005; 25:29-34

Articulo original

Caracterizacion de plasmidos de resistencia a antibioticos en aislados
nosocomiales del Hospital Universitario de Caracas

.. , b
Patricia Narvaez®, Raquel Pedroza™,

Guillermina Alonso™®” Vidal Rodriguez Lemoine™*¢
* Instituto de Biologia Experimental, Facultad de Ciencias
b nstituto de Medicina Experimental, Facultad de Medicina
¢ Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos
Universidad Central de Venezuela. Caracas, Venezuela
4 Academia de Ciencias Fisicas, Matemdticas y Naturales

Recibido 15 septiembre, 2005. Aceptado 11 octubre, 2005

Resumen: La presencia de plasmidos transmisibles confiere a las bacterias propiedades que complementan su capacidad para colonizar
ambientes adversos, favorece el intercambio genético intracelular, y garantiza la diseminacion horizontal de genes de resistencia a antibi-
oticos, y de otras funciones, entre géneros distintos. En este trabajo se determino, en aislados nosocomiales, la presencia de plasmidos
auto-transmisibles y co-transferibles que exhiben complejos patrones de resistencia a antibidticos. El analisis del contenido plasmidico
revelo la coexistencia de moléculas de diferentes tamafios. Entre las de mayor tamafio se establecieron cinco patrones de restriccion dife-
rentes, dos de los cuales se encontraron con alta frecuencia. Estos resultados sugieren que, entre los plasmidos identificados, un grupo
bien definido es responsable de la diseminacion de un amplio conjunto de genes de resistencia entre la muestra nosocomial estudiada.
Plasmidos como los descritos permiten explicar el flujo de genes entre bacterias, y la adaptabilidad de las poblaciones para colonizar
nuevos ambientes.
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Characterization of antibiotic resistance plasmids from
nosocomial isolates at the Caracas University Hospital

Abstract. Plasmids confers to bacteria properties that allow them to colonize adverse environments and to facilitate gene exchange. Plas-
mids are responsible for horizontal dissemination of resistance genes between bacteria from different genus. In this work auto and co-
transferable plasmids exhibiting complex antibiotic resistance patterns were found in nosocomial isolates. Presence of plasmid of diverse
sizes was found. The existence of five different plasmid restriction patterns was confirm being two of them the most frequently identified.
These results suggest that plasmids carrying antibiotic resistance determinants are responsible for resistance genes dissemination between
the nosocomial populations. Presence of these plasmids could explain gene flow among bacteria as well as adaptability to colonize new
environments.
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conocido como resistencia multiple a los antibidticos. La

Introducciéon adquisicion de estas propiedades puede deberse a mutacio-

nes en el cromosoma bacteriano (menos del 5% de los

Los agentes antimicrobianos ejercen una fuerte presion casos conocidos) o por la incorporacion de genes o conjun-

selectiva sobre las comunidades bacterianas que comparten to de genes transferidos desde otros organismos por medio
un nicho particular, promoviendo la seleccion y acumula- de elementos genéticos extracromosémicos o plasmidos.

cion de genes de resistencia, dando origen al fendémeno
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En general, se asume que los plasmidos codifican fun-
ciones consideradas como no esenciales para la actividad
fisiolégica normal de las bacterias. Sin embargo, estos
elementos portan genes para una enorme variedad de fun-
ciones que les confieren a los organismos hospedadores
ventajas competitivas frente a otros en el proceso de colo-
nizacion de nuevos ambientes. Los plasmidos mejor estu-
diados son aquellos capaces de conferir resistencia a una
amplia variedad de antibidticos, metales pesados y otros
inhibidores del crecimiento [1,2].

En un ambiente hospitalario los pacientes tienen un alto
riesgo de contraer infecciones, generalmente producidas
por microorganismos que han acumulado, a través de un
acelerado proceso selectivo, determinantes de resistencia a
los antibidticos cominmente usados para el tratamiento de
infecciones causadas por esos agentes, reduciendo la efica-
cia del tratamiento de las infecciones nosocomiales.

Para lograr un manejo adecuado de este problema es
importante tener una clara comprension tanto de las causas
de la aparicion del fendmeno como del modo de dispersion
de los determinantes de la resistencia en areas particulares.
Esto permite establecer estrategias racionales de preven-
cion [3,4]. Un aspecto esencial de la investigacion epide-
mioldgica de las infecciones nosocomiales es la caracteri-
zacion de las cepas bacterianas involucradas y de los
plasmidos responsables de la resistencia. Aunque es bien
conocida la asociacion entre plasmidos y resistencia a los
antibidticos, pocas veces se relaciona la presencia de un
plasmido especifico con un brote epidémico de resistencia
a los antibioticos.

Los métodos de tipificacion, tanto para las bacterias
como para los plasmidos, se clasifican en dos grandes
grupos: fenotipicos (basados en caracteristicas fisiologicas
0 bioquimicas) y genotipicos (basados en el estudio del
ADN). Los métodos fenotipicos de tipificacion son menos
reproducibles y poseen menor poder de discriminacién que
los métodos genotipicos, debido a que la expresion de un
cardcter fenotipico es el resultado de la interaccion del
genotipo con el ambiente y, por tanto, es susceptible de
modificarse cuando las condiciones ambientales varian. El
extraordinario avance de la biologia molecular en los ulti-
mos afios ha permitido desarrollar nuevos métodos genoti-
picos de tipificacion.

En el ambito internacional, se han realizado numerosos
estudios de caracterizacion de cepas bacterianas y los
plasmidos de resistencia a antibioticos que comprometen
la salud publica de un pais [5,6]. En Venezuela se han
elaborado reportes sobre la tendencia de la resistencia
bacteriana a diferentas agentes antimicrobianos [7,8], pero
son escasos los trabajos relacionados con la identificacion
de plasmidos de resistencia y la habilidad de un organismo
para colonizar un determinado ambiente.

Desde hace mucho tiempo, nuestro grupo de trabajo ha
venido realizando estudios sobre la diseminacion y predo-
minio de cepas bacterianas causantes de infecciones intra-
hospitalarias [9,10]. Los estudios preliminares se iniciaron
con cepas de Enterobacterias aisladas de pacientes con
infecciones nosocomiales provenientes del Hospital Uni-

versitario de Caracas (HUC) [11]. El estudio inicial abarco
200 bacilos Gram negativos, utilizando como criterio de
seleccion la resistencia al antibidtico Amikacina. En estas
muestras se encontraron cepas con resistencia multiple
hasta a 17 antibidticos distintos [11]. La presencia de
plasmidos transmisibles fue puesta en evidencia mediante
experimentos de conjugacion.

En este trabajo nos hemos propuesto la caracterizacion
de los plasmidos identificados previamente, para tratar de
establecer su asociacion y grado de distribucion en entre
bacterias nosocomiales identificadas en el Hospital Uni-
versitario de Caracas.

Materiales y métodos

Crecimiento Bacteriano

Las muestras fueron aisladas e identificadas en el Labo-
ratorio de Bacteriologia del Hospital Universitario de Ca-
racas, y transferidas al Laboratorio de Biologia de Plasmi-
dos, del Instituto de Biologia Experimental. En el Centro
Venezolano de Colecciones de Microorganismos (CVCM),
se confirmo la identificacion y se almacenaron para estu-
dios posteriores. Las cepas fueron recolectadas entre los
afios 1997 y 1998 (Tabla 1), y la descripcion corresponde
al afio y orden en que fueron recolectadas. Todas las cepas
fueron crecidas en medio Luria-Bertani, a 37° C, en condi-
ciones aerdbicas. Los antibidticos para las pruebas de
resistencia se utilizaron a las concentraciones reportadas
en la bibliografia.

Conjugacion Bacteriana

Los experimentos de conjugacion se realizaron en filtros
bajo las condiciones establecidas en nuestro laboratorio
[11]. Como receptoras se emplearon cepas de E.coli con
los marcadores apropiados. Las caracteristicas de las cepas
transconjugantes obtenidas se describen en la Tabla 1.
Estas cepas transconjugantes fueron utilizadas como base
del presente trabajo.

Analisis de los Plasmidos

El DNA plasmidico fue extraido utilizando el método de
lisis alcalina [12], y almacenado a -20 °C. Para obtener el
patron de bandas, el DNA fue digerido con la enzima de
restriccion Pstl, siguiendo las indicaciones de la casa co-
mercial (Promega). El producto de la restriccion se some-
ti6 a electroforesis en geles de agarosa en buffer TBE [13].
Los geles fueron teflidos con Bromuro de Etidio y se vi-
sualizaron en un equipo Gel Doc 1.000 (Bio-Rad), y el
almacenamiento de la informacion y el andlisis se realizd
con el programa Multi Analyst (Bio-Rad).
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Tabla 1. Cepas transconjugantes portadoras de los plasmidos pertenecientes a los aislados bacterianos del HUC obtenidos en 1997 y 1998.

Género o especie Origen Designacién E. coli Patron de

cepa donante aislados Transconjugante restriccion _ Perfil de resistencia E. coli transconjugante

Escherichia coli C1 T-9713 A Ak, Gm, Tm, Nt, Amo, Cft, Pic, Na, Tic

Enterobacter cloacae C1 T-9718 U Ak, Gm, Tm, Nt, Amo, Amc, Cft, Pic, Na, Tic

Klebsiella pneumoniae UTIN T-9728 U Ak, Gm, Tm, Amo, Cft, Pic, Tic, Na

Klebsiella pneumoniae P T-9729 U Ak, Tm, Nt, Amo, Amc, Cft, Pic, Na, Tic, Ctr

Klebsiella pneumoniae UTIN T-9734 A Ak, Gm, Tm, Nt, Amo, Cft, Pic, Caz, Atm, Na, Tic
Enterobacter spp. TR T-9740 B Ak, Tm, Nt, Amo, Amc, Cft, Pic, Na, Tic, Ctr

Enterobacter cloacae TR T-9751 B Ak, Gm, Tm, Nt, Amo, Amc, Cft, Pic, Caz, Atm, Tic, Na, Ctr
Pseudomonas spp TR T-9752 B Ak, Amo, Cft

Escherichia coli SI T-9757 B Ak, Gm, Tm, Nt, Amo, Cft, Pic, Caz, Atm, Na, Tic
Escherichia coli NC T-9758 U Ak, Tm, Nt, Amo, Amc, Cft, Pic, Ctx, Cro, Caz,Atm, Na, Tic, Ctr
Klebsiella pneumoniae T-9781 U Ak, Tm, Nt, Amo, Amc, Cft, Pic, Cro, Caz, Atm, Tic, Na, Ctr
Escherichia coli T-9782 U Ak, Tm, Nt, Amo, Amc, Cft, Pic, Caz, Atm, Tic, Na, Ctr
Klebsiella pneumoniae RN T-9784 U Ak, Tm, Nt, Amo, Amc, Cft, Pic, Caz, Atm, Tic, Na, Ctr
Klebsiella pneumoniae RN T-9790 D Ak, Tm, Nt, Amo, Cft, Pic, Ctx, Caz, Atm, Tic, Na
Klebsiella pneumoniae UTI T-9792 B Ak, Tm, Nt, Amo, Amc, Cft, Pic, Caz, Atm, Tic, Na, Ctr
Klebsiella pneumoniae M1 T-97102 C Ak, Tm, Amo, Amc, Cft, Pic, Tic, Na

Klebsiella pneumoniae SI T-97107 A Ak, Gm, Tm, Nt, Amo, Cft, Pic, Caz, Atm, Na, Tic
Klebsiella pneumoniae M1 T-97114 C Ak, Tm, Amo, Amc, Cft, Tic, Na

Klebsiella pneumoniae UTI T-97127 A Ak, Gm, Tm, Nt, Amo, Cft, Pic, Caz, Atm, Tic

Escherichia coli C2 T-97141 C Ak, Tm, Nt, Amo, Cft, Pic, Tic, Na, Ctr

Enterobacter spp Cc2 T-97145 E Ak, Tm

Providencia rettgeri C2 T-97146 E Ak, Amo, Amc, Cft, Na

Klebsiella spp SI T-98149 D Ak, Gm, Tm, Nt, Amo, Cft, Pic, Caz, Tic, Na

Klebsiella spp. SI T-98165 U Ak, Gm, Tm, Nt, Amo, Cft, Pic, Caz, Atm, Na, Tic, Nor, Cip, Ctr
Klebsiella spp SI T-98167 U Ak, Gm, Tm, Nt, Amo, Cft, Pic, Tic

Escherichia spp. SI T-98168 A Ak, Gm, Tm, Nt, Amo, Cft, Pic, Caz, Atm, Na, Tic, Ctr
Klebsiella spp. C2 T-98170 A Ak, Gm, Tm, Nt, Amo, Pic, Tic, Na, Ctr

Klebsiella spp. UTI T-98189 E Ak, Gm, Tm, Nt, Amo, Cft, Pic, Caz, Atm, Tic

C1: Cirugia 1. M1: Medicina 1. NC: Neurocirugia. P: Pediatria. RN: Retén neonatal. RT: Radioterapia. TR: Traumatologia. UTL: Unidad de Terapia Inten-
siva. UTIN: Unidad de Terapia Intensiva. Neonatal. SI: Sin informacion. U: Patrén tinico. Ak: Amikacina, Gm: Gentamicina, Tm: Tobramicina, Nt: Netil-
micina, Amo: Amoxicilina, Amc: Amoxicilina/acido clavulanico, Cft: Cefalotina, Pic: Piperalicina, Ctx: Cefotaxime, Cro: Ceftriaxone, Caz: Ceftazidime,
Atm: Aztreonam, Tic: Ticarcilina, Na: Acido nalidixico, Nor: Norfloxacina, Cip: Ciprofloxacina, Ctr: cotrimoxazol.

Resultados

Las cepas de E.coli transconjugantes analizadas en este
trabajo fueron obtenidas por experimentos de conjugacion
bajo las condiciones descritas en Materiales y Métodos.
Los valores de las frecuencias de transferencia oscilaron
entre 2x10” a 3x107 transconjugantes por célula donante,
demostrandose la presencia de plasmidos transmisibles en
las cepas causantes de infecciones nosocomiales. Bajo las
condiciones descritas y la seleccion por Amikacina, se
logré la transferencia y co-transferencia de plasmidos de
diferentes tamafios moleculares. En la Tabla 1 se describen
las caracteristicas de las cepas nosocomiales estudiadas, el
servicio de procedencia en el hospital, y el nimero que
identifica a cada una de las transconjugantes originadas,

portadoras de los plasmidos transferidos. Entre los aislados
nosocomiales estudiados se encontré como predominante
el género Klebsiella (56,6%). Las células receptoras de los
plasmidos entrantes adquirieron multiresistencia a diversos
antibidticos. La capacidad de estos plasmidos para estable-
cerse en la célula receptora E. coli, independientemente del
género original en el cual se encontraran, demuestra no
solo la capacidad de transferencia de estos plasmidos, sino
el rango amplio de hospedador que presentan, el cual les
permite diseminarse sin barreras de género.

A los aislados originales (utilizados como donantes,
Figura 1) y a las cepas de E. coli transconjugantes (Figura
2) se les realizé el aislamiento de DNA plasmidico. En
todos los casos fue posible detectar la presencia de plasmi-
dos, y en algunas cepas se observo la presencia de mas de
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Figura 1. Aislamiento de DNA plasmidico obtenido de las muestras
clinicas del HUC. Carriles: 1: 9713; 2: 9718; 3: 9728; 4: 9740, 5: 9752; 6:
9758; 7: 9781; 8: 9782; 9: 97107; 10: 97127.

una molécula extracromosomal. E1 37% de las cepas trans-
conjugantes presentan mas de un plasmido. Estos resulta-
dos indican que ocurridé co-transferencia simultanea de
mas de una molécula plasmidica. Al comparar el contenido
plasmidico de las cepas donantes con el de las transconju-
gantes respectivas, se observo que no todos los plasmidos
detectados en las cepas donantes fueron co-transferidos
durante el proceso de conjugacion. Sin embargo, siempre
fueron transferidas las moléculas de alto peso molecular
(mayores a 60 kpb).
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Figura 2. Aislamiento de DNA plasmidico de las transconjugantes obte-
nidas en este trabajo. Carriles: 1: 9713; 2: 9728; 3: 9740; 4: 9751; 5:
9718; 6: 9782; 7: 9752; 8: 9758; 9: 9781; 10: 97127; 11: 97107.

En todas las transconjugantes se observo la presencia de
un plasmido de alto peso molecular, el cual pudiera ser
comun y estar presente en los géneros identificados en las

muestras analizadas. Para demostrar si se trata de un plas-
mido unico, residente en los aislados nosocomiales sin
distincion de género, se obtuvo y compar6 el patrén de
restriccion (fingerprinting) del DNA plasmidico aislado a
partir de cada una de las 28 cepas transconjugantes exami-
nadas. Para el analisis de restriccion se empled la enzima
Pstl (Figura 3, Tabla 1). El 36% de las cepas demostro la
presencia de patrones unicos, diferentes entre si y no com-
partidos entre los aislamientos. Basandose en la similitud
entre las bandas obtenidas, en el resto de las bacterias
(64%) se pudieron diferenciar cinco patrones de restric-
cion, identificados con las letras A, B, C, D y E (Figura 3,
Tabla 1). El andlisis de estos patrones reveld un predomi-
nio de los patrones A (20%) y B (17%) entre los plasmidos
de las transconjugantes. El plasmido de alto peso molecu-
lar que gener6 el patréon de restriccion B, se encontrd en
cuatro de los géneros identificados en los diversos servi-
cios del Hospital: Enterobacter, Pseudomonas, Escheri-
chia y Klebsiella (Tabla 1), mientras que el plasmido que
genero el patron A se encontr6 en los géneros Klebsiella y
Escherichia.

M23 45 6 78 9 1 1112 13 14

kb i
23.13 I

9.42
6.56

4.36

2.32
2.03
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Figura 3. Patrén de digestion del DNA plasmidico obtenido de las cepas
transconjugantes. Con las letras mayusculas se designan los patrones de
restriccion obtenidos. Carriles: 1: M, marcador de Peso Molecular; 2:
9713; 3: 9729; 4: 9734; 5: 9740; 6: 9751; 7: 9752; 8: 9784; 9: 9790; 10:
9792; 11: 97102; 12: 97107; 13: 97114; 14:97127; 15: 97141; 16: 97145,
17: 97146.

Con base a la suma de los pesos moleculares estimados
de los fragmentos generados por la restriccion, se calculd
en 60 kpb el tamafio molecular aproximado de estos plas-
midos.
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Discusion

En los estudios epidemioldgicos se consideran cuatro
puntos de interés primordial: el paciente, el organismo, la
droga y el ambiente. Nuestro estudio esta centrado en la
caracterizacion de los organismos. Las bacterias resistentes
a los agentes antimicrobianos resultan de un proceso de
seleccion positiva ejercido por la presencia de estos com-
puestos toxicos en el medio ambiente, ya que al eliminarse
a la poblacion sensible, pasan a dominar el nicho ecolégico
antes compartido. En los centros hospitalarios este patrén
de seleccion es habitual, ocasionando que las bacterias
multiresistentes sean las causantes principales de infeccio-
nes intrahospitalarias. En nuestro pais, como en el resto del
mundo, se presentan reincidentemente problemas de resis-
tencia antimicrobiana en los ambientes hospitalarios
[7.8,14].

En nuestro laboratorio hemos venido estudiando la pre-
sencia y diseminacioén de los determinantes de resistencia
en cepas de bacterias Gram negativas, multiresistentes a
agentes antimicrobianos [9,10,11], evidenciando la aso-
ciacion de la resistencia multiple a los antibidticos con la
presencia de plasmidos transmisibles, convirtiéndose estos
en los agentes responsables de la diseminacion de la resis-
tencia entre diferentes especies bacterianas en un ambiente
hospitalario.

Por el uso y abuso de los antibidticos como agentes
profilacticos y terapéuticos, los hospitales funcionan como
agentes selectores y reservorios de organismos resistentes,
aumentando la incidencia de las infecciones nosocomiales.
Las cepas analizadas en el presente trabajo fueron locali-
zadas diseminadas en diversas zonas del Hospital. El ana-
lisis de los resultados no demostré ninguna relacion esta-
disticamente significativa entre el género aislado, el lugar
de procedencia de las muestras, el afio de aislamiento, ni
los antibidticos a los cuales ofrecen resistencia. Esto po-
dria sugerir una diseminacién estable de estas bacterias
portadoras de multiresistencia, en todas las areas del Hos-
pital, representando un problema clinico importante.

El estudio epidemioldgico molecular de las enfermeda-
des infecciosas tiene como uno de sus objetivos principales
el determinar la relacion clonal que pueda existir entre
varios aislados de una misma especie. Esta informacion
puede ser muy util, sobre todo cuando se producen brotes
epidémicos causados por cepas multirresistentes, porque
permite determinar el nimero de clones circulantes, identi-
ficar la fuente de contaminacion o reservorio y los vehicu-
los de transmision, evaluar la eficacia de las medidas de
control dirigidas a evitar la diseminacion de clones y dife-
renciar entre infeccion y recidiva. El problema en estos
estudios es que frecuentemente se obvia la presencia de
plasmidos que pueden ser los responsables de la multire-
sistencia de los agentes causantes de la infeccion.

La transferencia y la cotransferencia de los plasmidos
entre las bacterias son mecanismos que promueven la
diseminacion de un gran niimero de genes, y que pueden
permitir a las bacterias sobrevivir en ambientes adversos.
La transferencia puede producirse entre células de especies

y/o géneros diferentes, y capacita a la célula receptora de
funciones que inicialmente no estaban presentes, tales
como la resistencia a drogas, la produccion de antibioticos,
la resistencia a metales pesados, la produccion de bacterio-
cinas, entre otros [15,16].

En las cepas multiresistentes analizadas en este trabajo
observamos en todos los casos la presencia de plasmidos
de diferente tamafio molecular. No todos los plasmidos
residentes en las cepas donantes fueron cotransferidos
durante el proceso de conjugacion, pero siempre fueron
transferidas las moléculas de alto peso molecular. Estos
resultados demuestran que las bacterias causantes de in-
fecciones intrahospitalarias en el HUC. portan plasmidos
conjugativos, siendo capaces de transferirle a la cepa re-
ceptora hasta 14 determinantes de resistencia a diversos
antibidticos, lo cual representa un serio problema de Salud
Publica.

La identificacion y clasificacion de los plasmidos pre-
sentes en bacterias aisladas de ambientes hospitalarios es
un rasgo de interés particular en Medicina, ya que estas
moléculas extracromosomales pueden portar genes que
codifiquen para diversos determinantes de resistencia a
drogas, a metales pesados, factores de virulencia, etc. La
identificacion del plasmido y/o gen predominante en un
area en particular puede ayudar al desarrollo de una qui-
mioterapia mas racional. Una manera sencilla, eficiente y
confiable para caracterizar los plasmidos que se encuen-
tran en algun ambiente en particular, es mediante el uso de
endonucleasas de restriccion, enzimas que cortan el DNA
en secuencias especificas, generando un patrén determina-
do, caracteristico y Unico para cada molécula. Estos patro-
nes de restriccion (fingerprinting) proporcionan informa-
cion acerca de la diseminacion de los plasmidos dentro del
hospital, ya que su analisis permite observar posibles simi-
litudes, discriminar entre diferentes moléculas en un area
particular y establecer relaciones entre plasmidos de dife-
rente origen, y discernir la posible ocurrencia del proceso
de conjugacion entre géneros poco relacionados. Igual-
mente nos permite estudiar la evolucion de los plasmidos
en el ambiente hospitalario, incluyendo la adquisicién y
diseminacion de secuencias tipo transposones e integrones.

En las muestras analizadas en el presente trabajo, se
evidenci6é la presencia de cinco diferentes patrones de
restriccion predominantes, dos de los cuales se encuentran
considerablemente diseminados. Estos plasmidos son
mediadores de la multiresistencia a los antibidticos, y con
un amplio rango de hospedador, ya que pueden transferirse
y mantenerse, independientemente del género bacteriano
involucrado. Los plasmidos de este tipo son los candidatos
ideales para explicar el flujo de genes entre diferentes
bacterias, pero también son los candidatos ideales para
explicar la multiresistencia de las bacterias a los diversos
antibioticos de uso habitual en clinica.

Estos plasmidos con multiples determinantes de resis-
tencia han sido seleccionados en los ambientes clinicos por
el abuso de los agentes antimicrobianos. Como consecuen-
cia, la mayoria de estos antibidticos no son funcionales
para combatir las infecciones causadas por las bacterias
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que portan estos plasmidos. Asimismo, es preocupante la
capacidad de estos plasmidos de transferirse entre distintas
bacterias, sin importar el género.

El recurso mas eficaz para combatir una infeccion noso-
comial sigue siendo el uso adecuado y selectivo de los
agentes antimicrobianos. Estos deben ser administrados
racionalmente, y su seleccion adecuada para un tratamien-
to empirico exitoso dependera de un analisis pormenoriza-
do de los factores clinicos, microbioldgicos y farmacoldgi-
cos.
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