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INTRODUCCION

Hace casi un siglo Sir William Osler aplicd a la neumonia la frase de —---—
John Punyon “capitdn de los hombres de la muerte" indicando con ello la grave-
dad y elevada mortalidad del padecimiento. Ochenta afios después, la neumonia -

aungue ya no capitin es aln "teniente de los hiombres de la muerte". (1)

Las neumonias son infecciones que afectan el parénquima pulmonar. Pueden-—
ser causadas por virus, bacterias, rickettsias, hongos ¢ pardsitos. Las neumo-
nias junto con las infecciones respiratorias agudas, constituyen un padecimien

to comian en México y pueden ser considerados como la primera causa de mortali-

dad en la poblacidén general.

Las neumonias siguen siendo wun importante problema de salud piblica en -
todos los paises tanto en aguéllos altamente desarrollados come en los gue su-
fren graves carencias. La mortalidad es significativa, particularmente en los-
extremos de la vida, a pesar de los avances terapéuticos, sobre todo en el cam
po de los antimicrobianos y del desarrcllc de unidades de terapia intensiva —-—

respiratoria, con notables avances tecnoldgicos.(2)

Desde el punto de vista epidemiocldgico se explica la frecuencia del pade-
cimiento porgue el hombre habitualmente aloja gérmenes causantes de neumonia,-—

en las partes altas del aparato respiratorio. En sujetos sanos es comun aislar



de las secreciones nascorofaringeas al neumococo, diferentes cepas de estrep-

tococo hemolitico, estafilococos, Haemophilus influenzae, diversos anaerobios

y en menoxr nimero bacilos gramnegativos. Se ha demostrado que la mayeria de -
las personas, sobre todo los ancianos, aspiran secreciones orcfaringeas duran
te el suefio, sin que por ello desarrollen neumonia, (3) a pesar de que la ---
gran mayoria de las neumonias bacterianas ocurren por la aspiracidn de gé&rme-
nes gue se encuentran en las vias aéreas superiores. En las neumonias por vi-

rus, por Mycoplasma pneumcniae o legionella es la exposicidn a una fuente de-

contagio lo que origina la infeccidn.

Sin embargo, a pesar de la frecuente colonizacidn por las bacterias, la-
neumonia, aun cuando se desarrolla en un reducido nlmero de individuos, no de
ja de ser importante en una comunidad. Esto se debe a la eficiencia de lus me
canismos de proteccidén del aparato respiratorio: configuracidn de las vias aé
reas, cilerre de la glotis, secrecidn de moco traqueobronquial, presencia de -
un activo epitelio ciliado , la tos come mecanismo expulsive, presencia de in
munoglobulinas séricas y secretoras, asi como células fagocitarias (macréfa--
gos alveolares y polimorfonucleares). Cuando por alguna razén fallan uno o va
rios de esos mecanismos protectores el parénquima pulmonar es invadido por ~-

gérmenes que han sido aspirados.

Asi mismo diversas deficiencias inmunoldgicas favorecen el desarrollo de
una neumonia, ejem: produccidn insuficiente de inmunoglcbulina, deficiencia -

en el nimero o funcién de los polimorfonucleares, entre otros. Situaciones co
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desnutricidn; uremia; cirrosis; tratamiento prolongado con esteroides; anti--
biéticos o inmurosupresores; diabétes; enfermedades mieloproliferativas; tran
splantes renales, etc., causan defectos en distintos niveles de las defensas-
del huésped. Los defectos marcados en los mecanismos de inmunidad celular, se
asocian con una maySr susceptibilidad a los patdgenos bacterianos usuales, --

asl como los menos comunes como: Pneumocystis carinii, Mycobacterium avium-in-

tracellulare, Legionella pneumophila y Citomegalovirus. (4)




I. ANTECEDENTES

1. CLASIFICACION DE LAS NEUMONIAS
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Las neumonias se pueden clasificar de acuerdo a ciertas caracteristicas -~

tales como: radiologia, forma de presentacidn c¢linica y situacidn en gue se ad

guirié la enfermedad. (4)

De acuerdoc a la forma de presentacidn clinica, ésta puede orientar hacia-

la eticlogla de la neumonia y permite clasificar a las neumcnias en tipicas o

bacterianas y en atipicas, con las siguientes caracteristicas:

CARACTERISTICAS DE

LAS NEUMONIAS BACTERIANAS Y DE LAS ATIPICAS

~ Dolor toréacico

- Exploracidn tord
cica.

- Cuenta Jeucocita
ria.

- Hemocultivos

- Serologia

- Patrén radioldgi
CO.

- Derrame pleural

Caracteristicas Neumonias Neumocnias
¢linicas bacterianas atipicas
- Prddromo Faringitis ocasional Malestar de vias
resp. altas.
= Imicio Sabito Gradual
- Expectoracidn Purulenta Ausente © escasa
Hemoptoica mucoide

Abundantes leucoci-=-
tos.

Bacterias presentes.

Comtn, pleuritico.
Condensacién

Desv. lzquierda

(+) en 10-40%

No atil

Alveclar, bronconeu-
monico.

occasionales

Pocos leucccitos

Sin bacterias

Raxo
Estertores

Normal

Negativos
Diagndstica

Intersticial, —
bronmconeumdnico

Raros




De acuerdo a la presentacidén radioldgica, las neumonias se pueden clasi-
ficar de las siguientes formas: (5)

a. Neumonia lobulillar o bronconeumonia
b. Neumonia intersticial o bronguiolitis
¢. Lobar o segmentaria

d. Formas especiales

Esta clasificacién es util pero no absoluta. La situacidn en que se ad--
quiridé la neumonia también corienta a la etiologia; asi se puede hablar de neu
monias adguiridas en el hospital y en la comunidad. Las neumonias hospitala--
rias son causadas por gérmenes que colonizan a los enfermos hospitalizados, -
que varian de hospital en hospital y en diferentes servicios del mismo hospi-

tal. Tienden a ser gérmenes gram negativos como: Escherichia coli, Xlebsiella,

' . I . N
Pseudomonas aerugingsa y Serrxatia. Estos germenes colonizan la orofaringe de-

los enfermos antes de originar la neumonia.

El conocimiento de los gérmenes productores de neumonias en la comunidad
es limitado. En todas las series de pacientes con neumonias, existe un porcen
taje sin diagnéstico etioldgico (entre el 30 y 50%),(4) no existe un estudio-
exhaustivo de enfermedades crénicas predisponentes ni de etiologias no bacte-
rianas y por tdltimo, en general las series constan de pacientes hospitaliza--
dos y no incluyen pacientes ambulatorios. Por estas razones es posible que --
subestimemos la importancia de los gérmenes no bacterianos en pacientes sanos
con neumonias comunitarias, sobre todo en los ambulatorics. Teniendo en mente

esta limitacidn se considera que los gérmenes més conunes causantes de neumo-
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nias en la comunidad, en adultos sanos, son: Streptococcus pneumoniae, Staphy-

lococcus aureus v Haemophilus influenzae, que tienden a dar un cuadro neumdni-

co bacteriano y el Micoplasma pneumoniae, que tiende a presentarse como una --

neumonia atipica. (6)

Los enfermos alcohdlicos, diabéticos y con enfermedad pulmonar obstructi-

va, tienen mayor frecuencia de gérmenes como: H. influenzae, Klebsiella y ow=~-

tros coliformes, ademds de los mencionados en neumonia comunitaria. (6)

El enfermo inmunocomprometido puede tener neumonia por un gran nlmero de-
gérmenes gue incluyen bacterias y algunos otros microorganismos como. Citome-
galovirus. P. carinii, Aspergillus, Candida o Nocardia, entre otros, cuya pre

sentacidn puede ser variable, qgue requiere, en general de estudios invasivog=-

para precisar la etiologia. (6)

Varias neumonias difusas pueden presentarse como un Sindrome de Insufici-
encia Respiratoria Pragresiva del Adulto (SIRPA), especialmente las neumonias

virales, las atipicas y las producidas por Legionella. (7)

Sin duda alguna la produccidén de un proceso neumdnico es relativamente --
frecuente en el paciente inmunocomprometido, en donde el crxrden de frecuencia -
de los agentes causales no guarda ninguna relacidn en especial, no asi en el -

paciente no inmunocomprometido en donde el S$. pneumoniae, sigue siendo la cau-

sa mas comin de la neumonia bacteriana en adultos de todas las edades, H. in--
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fluenzae solo'o en asociacidn con S. pneumoniae, es la segunda causa en frecuen

cia de neumonia, seguida muy de cerca por los bacilos gram negativos. (8)

Con la posible excepcidn de Legionella, todos los otros microorganismos --
causantes de cuadros neumdnicos son poco comunes si se les compara con S. pneu-
moniae. En estudios realizados se ha visto que Legionella rivalizaba con el neu
mococe como causa de neumonia, sin embargo otros investigadores no han podido -

verificar estos resultados a pesar de cuidadosos estudios. (4)

Si al principio de este siglo pocos agentes microbianos se consideraban co
mo posibles agentes productores de neumonia en la actualidad la lista se ha en

riguecido considerablemente.
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2. DEFINICION DE TERMINOS

UIna neumonia nosocomial (adquirida en el hospital) es la que se desarro-

lla durante la hospitalizacidn vy no estd presente o incubidndose en el momento

de ingresc en &l. (9)

Por convenio, las neuronias que se producen dentro de las 48 horas del
ingresc del paciente al hospital se consideran adgquiridas en la comunidad; a-
quellas que se producen después de las 48 horas se consideran adquiridas en -

el hospital, & menos que claramente se estén incubande.(9)

Las irnfecciones relacionadas con los procedimientos invasivos, sin tenex
en cuenta el momento y hospital donde se realizaron estos procedimientos, tam
bién pueden entrar en la categoria de infecciones nosocomiales. Las coloniza-
ciones infecciosas secundarias, los organismos miiltiples hallados en el culti
vo, ¥ los altos niveles de contajes bacterianos que no producen sintomas, ¢li-
nicos significativos también pueden clasificarse como infecciones adquiridas-—

en el hospital en ciertos momentos. ©)
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3. FACTCRES PREDISPONENTES A LA ADQUISICION DE NEUMONIAS

Existen factores del huésped que favorecen las infecciones pulmonares.

FACTORES DEL HUESPED QUE FAVORECEN LA TINFECCION

~ Patologia pulmonar crdnica previa (enfermedad pulmo-
nar obstructiva crdnica, patologia intersticial, tu-
berculosis, neumoconliosis).

- Tratamiento con drogas inmunosupresoras (esteroides)

- Uso de drogas citotdxicas

— Procesos mieloproliferativos y cancer en general
- Extremos de la vida

- Diabetes mellitus

- Insuficiencia renal crdnica

— Alteraciones neuroldégicas que modifiquen los mecanis
mes de defensas pulmonares

- Inmovilizacidn prolongada

- Cirugia abdominal alta

- Hébito tabidquico y alcohélico o useo de otras drogas
- Colonizacidn de bucofaringe por gramnegativos

~ Intubacidn, traqueostomia, ventilacidn asistida

La intubacidn endotraqueal, tragueostomia y la enfermedad pulmonar obs
tructiva crénica pueden favorecer el paso de bacterias a la regidn subgléti
ca. (10) E1 aclaramiento mucociliar puede ser deprimido por el uso de alcohol
o narcdticos, exposicidén prolongada al frio, infeccién viral reciente o pa-
decimientos puomonares crdnicos. (7) La ventilacién asistida continua puede
llevar gran cantidad de bacterias al parénquima pulmonar. (7) La obstru--=--
ccién bronquial (por cualguier causa) es capaz de alterar ios necanismos de
aclaramiento normales. Ademds, hipoxia, uremia, acidosis y tratamiento con-

esteroides y drogas citotdxicas, alteran varios de los mecanismos de defen-
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sa pulmonar.(7) Por otro lado, bacteremias con inicio en otro sitio del orga--
nismo pueden llegar al par&nquima pulmonar, por via hematdgena, o bien, las in
fecciones de zonas contiguas al térax pueden diseminarse a la cavidad torédcica

e infectarla. (7)
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Es evidente que las bacterias responsables de las neumonias se han ido-
modificando en el curso de las Gltimas décadas, y hoy dia existe una notoria
diferencia entre los gérmenes causales de las neumonias gue se adquieren ex-
tra o intrahospitalariamente.

Hasta este momento, las neumonias adquiridas en comunidades especificas

generalmente son ocasionadas por agenteg como: $treptococcus pneumoniae, Ha-

emophilus influsnzae, y en los casos de aspiracidn bucofaringea, por anero—--—

bios. En las neumonias adguiridas en el medio intrahospitalario, lo mas habi

tual es que sus gérmenes causales sean: Staphylococcus aureus y bacterias --

gram negativas aerdbicas o bacilos facultativeos como: Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus spp., etc. (11)

Sin embargo, actualmente se ha observado el surgimiento de otros micro-
organismos diferentes a los ya conocidos, ccmo capaces de produclir cuadros -

neuménicos de diferente indele, entre estos se tienen a: Mycobacterium tubeg

culosis, Legionella pneumophila, Coccidiocides immitis,; Histoplasma capsula--

tum, Aspergillus spp., Pneumocystis carinii, Citomegalovirus, etc., como se-

menciond al inicio de este trabajo. (4)

Para fines de informacidn, se hard un breve resumen de algunas de las -
caracteristicas de los agentes mis comunes productores de neumonia extra e -

intrahospitalaria, objetc de este trabajo.



19

4. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS AGENTES PRODUCTORES DE NEUMONIA

4.a. NEUMONIA NEUMOCOCICA

El gérmen causal de esta neumonia es el S. pneumoniae, microorganismo —-—
gram positivo, capsulado, inmdvil, no esporulado, con exigencias nutritivas -
compleijas. Es aerobio y anaerobio facultative. Su crecimiento se ve favoreci-
do por la presencia ambiental de CO, en una proporcidn del 5-10%, temperatura
de 37°C. y un pH de 7.4 (11}). Existe una sola especie, pero se conocen 86 se-

rotipos distintos. (12

La nasofaringe es el habitat natural y el humano es su inico huésped co-
nocido. No existe predisposicién racial a la neumonia neumocécica . La enfer-
medad afecta a los varones con una frecuencia tres veces mayor que las muje--—
res. La incidencia maxima es desde 30 a 50 afios de edad; y su aparicidn se ve

favorecida por la existencia de un proceso pulmonar crdnico obstructive. (12)

Existe historia de una infeccidén viral reclente de las vias respirato--—-—

rias cuando menos en un tercio de los cascs. (13) Habitualmente las manifesta-

ciones clinicas de la neumonia ocurren 8 & 10 dias después del ataque viral.

4.b. NEUMONIA ESTAFILOCOCICA

El gérmen causal de esta neumonia es el S. aureus, microorganismo gram--
positivo, agrupado en parxes, inmdvil, no esporulado, acapsulado, catalasa y -
coagulasa positivas. La mayor parte de las cepas de S. aureus fermentan el ma
nitol y pueden tcolerar concentraciones relativamente elevadas de sal (7.5 a -

10%).(11) . Produce varias toxinas .y enzimas que juegan un papel importante en
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las caracteristicas de la infeccidén. (4,6)

S. aureus puede estar presente en la nariz y faringe de individuos sanos.
La colonizacidn del personal de los hospitales es mas alta que en la poblacidn

general.(14) . Es una neumonia con elevada morbilidad y mortalidad y no rara =--

vez tiene un curso fulminante.

Factores predisponentes para las infecciones estafilocécicas son: enferme

dad hepatica, infeccioneés virales de las vias respiratorias particularmente la

influenza, diabetes mellitus , insuficiencia renal, adiccidn a narcdticos, uso

de antibidticos de amplio espectro, procesos mieloproliferativos. (15}

La forma primaria de neumonia estafilocdcica ocurre mids cominmente en lac
tantes menores de un afio, pero es guizd la forma secundaria la més frecuente,-

a partir de focos sépticos a distancia (endocarditis, osteomielitis, celuli--—-

tis) o bien como manifestacidn de una septicemia. {1%5)

4.c. NEUMONIA POR HAEMOPHILUS INFLUENZAE

Este microocrganismo es un cocobacilo gram negative, inmdévil, capsulado ,-
no esporulado, gque requiere medios enriquecidos para su c¢recimiento, el cudl-
resulta Gptimo a 37°C y con un pH de 7.4 a 7.8. La incubacién con 10% de COp-

incrementa o es necesaria para el crecimiento de algunas cepas. (11)

Las formas mas patdgenas son las capsuladas que no son parte gde la flora-
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nermal de adﬁltos sanes. Se presenta come un gérmen ocasional productor de --
neumonia en gente sana, especialmente en ciertos grupos de edad como en la in
fancia y en ancianos; también es causa de neumconias en neumdpatas, alcohdli--
cos y diabéticos. En los aGltimos afios las infecciones ocasionadas por H. in--
fluenzae han sido reportadas con mayor frecuencia y deben ser ampliamente sos
pechadas en nifios de 6 meses a 3 afios, tanto si presentan manifestaciones pul
meonares como empieméticos; en algunos casos hay antecedentes (previos o conco

mitantes) de otitis, sinusitis o epiglotitis. (19)

4.d. NEUMONIA POR GERMENES GRAM NEGATIVOS

En este grupo englobamos varias bacterias comunes en los hospitales, pro
ductores de neumonias y de otras infecciones adguiridas y en pacientes inmuno

comprometidos. Las comunes son Pseudomonas aeureginosa; E. coli; Serratia mar

cescens; Enterobacter; Proteus, Acinetobacter; Providencia; etc. (4)

Los enfermos ¢on neumonia por estos gérmenes son colonizados primeramen=
te, ¥y en general estdn inmunosuprimidos, tragueostomizados o ventilados meca-

nicamente. (4)

La colonizacién de la orcofaringe por gérmenes gramnegativos, es a menudo
un prerrequisito para tales infecciones. Normalmente la colonizacidn de la o-
rofaringe por &stos gérmenes es muy baja, sea que se trate de Enterobacterias
de Pseudcmonas o de otros.(21} Sin embargo la colonizacién aumenta en los an-

cianos, los alcohdlicos, los que sufren un padecimiento crdnice debilitante,-
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o los que han recibido antimicrobianos.( 18)

4.e. NEUMONIA POR KLEBSIELLA PNUEMONIAE

Es un microorganismo gram negativo, capsulade, inmévil, no esporulado,--
que crece especialmente en el medio de MacConkey. Va intimamente ligada a la-
desnutricidn y al alccholisme, avngque también hay ctras causas favorecedoras-—
como son: los padecimientos cronicos que debilitan al huésped o son motivo de
inmunocompromiso (diabetes mellitus, cirxosis, enfermedad broncopulmonar cré-

nica, insuficiencia cardiaca, etc.). (4, 6)

4,.f. NEUMONIA POR LEGIONELLA PNEUMOPHILA

L. pneumophila es un bacilo gram negativeo, aerdbico, de crecimiento len-—
to y dificil, acapsulado, inmévil, no esporulado,débilmente oxidasa y catala-
sa positiva.( 19) Produce una beta lactamasa.({ 20) Hasta la fecha se reconocen-—

veinte y cinco especies de Legionella y cuarenta y dos serogrupos. ( 29)

La infeccidn neumdnica es llamada enfermedad de los legionariocs y puede-
ocurrir esporadicamente o en epidemias. Afecta principalmente a los ancianos-

v a laos pacientes con enfermedades intercurrentes e inmuncosuprimidos.

4.g. NEUMCNIA MICOTICA

Existen diversas especies de hongos que pueden originar cuadros neumdni-

cos primarios o bien secundarios, por ejemplo: Coccidioides immitis; Histo --
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plasma capsulatum, Candida albicans, Aspergillus spp.

Estas neumonias micéticas, son enfermedades producidas por hongos carac=
terizadaz por reaccidn granulomatosa de los pulmones. Pueden presentar sinto-
mas o ser un descubrimiento de la radiografia de térax. Las micosis que revis
ten mayor interés en nuestro medio son la Histoplasmosis, la coccidicidomico-

sis y la aspergilosis.( 8,16)

HISTOPLASMOSIS. Enf. producida por el hongo Histoplasma capsulatum gue pre--

senta dos fases, una micelial (naturaleza) y otra levaduriforme (tejidos). ——
Tiene distribuccién geogré&fica, predomina en los estados del norte de la Repi
blica Mexicana y en la parte sur de los Estados Unidos. (21). El hongo vive -
el suelo de los lugares sombrios u himedos donde existe guano de murcidlago -
come en las cavernas. (21) Es una enfermedad general que afecta a caalquier =-
drganc, siendo los mds afectados en orden de frecuencia: los ganglios linfati
cos, €1 higado, los pulmones, el bazo, entre otros. La enfermedad predomina -

en el sexe masculino y particularmente en la edad adulta.

COCCIDIOIDOMICOSIS = Enfermedad producida por el hongo Coccidioides immitis.

La enfermedad se adquiere por inhalacidén de las artrosporas. Es una enferme—-—
dad endémica de los lugares desérticos y secos convientos fuertes; se encuen—
tra en el noroeste de ls Replblica Mexicana, en los Estados Unidos de América
en los Estados del Suroeste y en California, en el Valle de San Joaguin. Es -

la micosis pulmonar mds importante que existe en la Repiblica Mexicana (21 .



24

ASPERGILOSIS = Enfermedad producida por el hengo Aspergillus,del cual existen

3 especies: A.fumigatus, A.flavus, A.niger. Se conocen 3 formas habituales de

infeccidn. La puerta; de entrada del hongo, es la via aérea. (21)

4.h. NEUMONIA TUBERQULOSA

Es causada por el Myvcobacterium tuberculosis. Gérmen que es un bacilo-a-

cido-alcohol resisterite que se tifie peor la coloracidn de Ziehl-Neelsen, es a-—
erobioc estricto, muy sensible a la desecacién y a la luz solar. Se cultiva en
medios aprxopiados como el de Lowenstein-Jensen. Se transmite al hombre enfer-
mo al sano; la fuente de infeccidn mas comin es la expectoracién, la transmi-
gidén se hace prr medio de la inhlacidn de 1ls gotitas de flugge. Con menor fre
cuencia la transmisién se lleva a cabo por la ingestién de leche de vaca en—-—
ferma o de derivados de la leche. El periodo de incubacién de la enfermedad -
es de ©-8 gemanas. Atendiendo al mecanismo de produccidn de la enfermedad se=~
consideran 3 pericdos: primoinfeccidn tuberculosa, diseminacidn hematdgena y-

tuberculosis de reinfeccidn. ( 8)



II. HIPOTESIS

JEE

Son diferentes los microorganismos productores de

neumonia nosoccnial de la neumonia producida en -

la

OBJETIVOS

comunidad.

Demostrar gus los microorganismos productores-—
de neumonia nosocomial, son diferentes a los ~
que producer la neumonla adgquirida en la comu-

nidad.

Implementar técnicas y procedimientos de labo-
ratorlo, dirigidos & lograr el adecuado manejo

aislamiento = identificacién de L. pneumophila

Implementar técnicas y procedimientos diagnds-~
ticos qgue avuden a identificar a algunos de =--
los microorganismos causantes de las llamadas-
neumonias atipicas, que sirvan a la rutina de-
trabajo de un laboratorio de microbiologia —--—

diagnéstica.
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MATERIAL ¥ METODOS

1. OBTENCION DEL UNIVERSO

Utilizando la técnica de "Prueba secuencial', ( 23) para la obtencidn del-
universo para este estudio, se trabajd con pacientes de ambos sexos que tuvie
rédn el comin denominador de presentar un cuadro clinico y/o radioldgico de --
neumonia de evolucidn rdpida (1=2 semanas) y que tuvierdn, alguna situacidn -
que pudiera en determinado momento comprometer el estado inmunclégico del pa-

ciente. (Ejem: Enf. o padecimiento subyacente).

El total de pacientes estudiados fué de 100, con edades que oscilaron en
tre los 14 y 66 allos de edad, en un lapso de aproximadamente 2 afios. Cincuen-
ta de estos pacientes reunian las condicicnes descritas en el parrafo ante---
rior, y a éstos se les denomindé "Poblacidén esperada". A los cincuenta restan-
tes, aunque presentaban un cuadro neumdnico por el cual fueron admitidos en -
el hospital, no reunian la otra carcteristica necesaria para entrar al grupo-
de poblacidén esperada, ya que no manifestaban la presencla de un cuadro c¢lini

co subyacente inmunocomprometedor, por lo que se le denomind "Poblacidén de re

ferencia'".

2. OBTENCION DE LA MUESTRA

Las muestras objetoc de estudio fueron, los lavados bronquiales obtenidos
mediante broncoscopia.(4) Por medio de esta técnica, se obtuvieron 20 ml. de-

ligquido bronguial, los cudles fueron depositados en recipientes previamente e
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legidos y preparados adecuadamente para el transporte y almacenamiento de la-
muestra. Diez ml. de la muestra se utilizaron para el desarrollo del protoco-
lo de trabajo vy los diez ml. restantes fueron almacenados para su usc poste--

rioy de ser necesario.

3. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

3.a. TINCIONES

De los diez ml. destinados para la realizacién del protocolo de trabajo,
se obtuvieron varias asadas para la elaboracibén inmediata de frotis tefiidos =

mediante las siguientes técnicas: (23)

- Técnica de Gram = Utilizada para la visualizacidn de bacterias gram
positivas y gram negativas.

- Técrniica de Ziehl-Neelsen = Utilizada para la visualizacién de Baci--
los Acido Alcohol Resistentes (BAAR).

- Técnica de Schiff = Utilizada para la visualizacidn de especiles de -
Hongos.
- Técnica de Truant's = Técnica de inmunofluorescencia gue permite vi-

sualizaxr BAAR, permitiendo ademis indicar el -
nimero aproximado de ellos.

- Técnica de Inmunofluorescencia indirecta (IFA) = Utilizada para la —

visualizacidn de --
L. pneumophila

3.b. CULTIVOS

Una vez realizadas las tinciones y los procedimientos de inmunofluoresc-—

encia indirecta (IFAR), se procedid a centrifugar 5 ml. de los 10 ml. destina-
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dos al protocolo de trabajo, a 3,000 rpm. durante 15 min., resuspendiendo el-
sedimento en 10 ml. de agua destilada estéril, procedizndose posteriormente a

su inoculacidn en los medios de cultivo siguientes: ( 23)

- Agar sangre tripticasa y soya (ATS II) = Utilizado para el cultivo de micro
' organismos dificultoses y para la-
visualizacién més adecuada de las-
reacciones nemoliticas producidas~
por muchas sspecies bacterianas.

- Agar sangre con azida de sodic (AAS) Utilizado parz el aislamiento y dife
renciacidn de estreptococos de espe-

cimenes que contengan flora mixta.

- Agar =osina y azul de metileno (EMB) Utilizado para el aislamiento, cultdi
vo y diferenciacién de bacilos enté-

ricos gram negativos.

- Agar Mycosel (AM) = Medio de cultivo altamente selectivo, utilizado para el
aislamiento de hongos patdgenos ¥y de muestras contamina
das con otras bacterias y hongos.

- Agar dextrosa saboraud (ADS) = Utilizado para el aislamiento de hongos patd
genos y no patdgenos.
~ Agar selectivo para Legionella (BCYE + Anisomycina, colistin y vancomicina)

Utilizado para el aislamiento de las especies de Legionella.

- Medio de Lowenstein-Jensen = Utilizado para el aislamiento de M. tuberculo-
sis y otras especies de Micobacterias.

- Agar Middlebrook 7H-10, enriquecido con OADC (suplemento a base de Ac. oléi
co, alblmina, cloruro de sodio y dextrosa) = Utilizado para el aislamiento-
y cultivo de Micobacterias en-
un periodc mds corte que el de

L-J.

- Medio Middlebrook 7H-9 = Utilizado para estimular el crecimiento de Micobac
terias. -

Las muestras inoculadas en los medios ATS II; BAS, fueron incubadas a --

37°C, bajo condiciones de aercbiosis, durante 24-48 hrs., tiempo al final del
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cudl, al crecimiento bacteriano observable, se procedid a realizdrle las prue

bas de identificacién y diferenciacidn necesarias, tales ccmo: ('23)

- Tincidén de

Morfologia colonial

Gram

Prueba de la Coagulasa
Fermentacidén del Manitol
Coaglutinacidn:

- Para grupos de Streptococcus A,B,C,E,F,G.

- Para antigenos de S. pneumoniae y H. influenzae

Las muestras inoculadas sobre el agar EMB, fueron incubadas a 37°C, hajo

condiciones de aerobiosis, durante 24 hrs., tiempo al final del cudl al creci

miento bacteriano observable,

se procedid a realizarle las pruebas de identi-

ficacidn y diferenciacidn necesarias, tales como: (23)

- Morfologia
= Tincidn de
~ Produccidn

- Produccidn

colonial
Gram
de oxidasa

de catalasa

~ Reduccidn de nitratos a nitritos

- Reacciones

bioquimicas, utilizando el sistema API 20E para

la identificacidn de Enterobacterias.

Las muestras inoculadas sobre log agares Mycosel y ADS, fueron incubadas

a diferentes temperaturas, un

por un lapso de 4 semanas. El

par de cada una de ellas a 25°C y otras a 37°C,

crecimiento bacterianc observable durante este-

lapso de tiempo fué sometido a las siguientes técnicas de identificacidn: (23)

- Morfologia
- Tincién de
- Tinc¢cién de

- Tincidn de

colonial
Schiff
Kinyocun

azul de algocddn

- Microcultivo y observacidn microscopica de éste.
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Para el pfocesamiento de la muestra en busca de Micobacterias, se siguie
ron las indicaciones del South Texas Hospital Mycobactericlogy Laboratory de-

Harlingen,Texas. (24)

De les 5 ml. restantes para el protocolo de trabajo, se tomaron 2 ml. y-
se centrifugdé a 3,000 ¥pm. durante 15 min. Se decantd, y se resuspendidé el se
dimento en 1 ml. de agua destilada estéril, y se procedid a inocular 2 tubos-
de medio de Lowenstein-Jensen, y una placa de agar Middlebrook 7H-10, y un tu
bo de medic Middlebrook 7H-9, este Gltimo utilizado como estimulante para ei-
crecimiento de Micobacterias en casoc de necesitarse, e incubado a 37°C, bajo=-

una atmésfera con el 7-10% del CO, durante 21 dias.

Los 2 tubos de Lowenstein-Jensen fuerdn incubados a 37°C., bajo una at--
mosfera con el 7-10% CO, por un lapso de 6 semanas. Las placas de petri con -
el medio Middlebrook 7H-10 fuerdn incubadas a 37°C, bajo una atmésfera con el

7-10% CO5 por un lapso de 19-21 dias.

Los tubos de Lowenstein-Jensen, fuerdn revisados al finalizar la 3a. se-
mana de incubacién, con la finalidad de descartar contaminacidn o revisar la~
presencia de crecimiento bacteriano compatible con Micobacterias. Al finali--
zar la b6ta. semana de incubacidn del medio de Lowenstein-Jensen y los 21 dias

del medio de Middlebrook 7H-10.

Al crecimiento bacteriano observable se procedid a realizarle las si ——-

guientes pruebas y técnicas de identificacidn y diferenciacidn: (24 )



Tincidn de Truant's

Morfologia colonial

Produccidn de pigmento

Prueba de la catalasa

Prueba de la niacina

Reduccidn de nitratos a nitrites
Hidrdlisis del Tween 80
Reduccidn del telurito
Crecimiento en Agar de McConkey
Prueba de la Arilsulfatasa
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA EL AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE MICOBACTERTIAS

Especimen

Centrifugar 15 min. a 3,000 rpm.

}

Decantar

|

Resuspendex el sedimento en 1 ml,
de agua destilada estéril.

|

Procedimiento para aislamiento.

f

Inocular 2 tubogs de L=J.

Incubar durante 6 sema~——
nas, 7-10% COy, 37°C.

!

Revisar al final de la ~ -— Contami

3a.

Al

semana. naciodn.

I Crec. (+)

|

finalizar 6a. semana — HNo crec.

‘ &

Crecimiento positivo

l

Tincidn de Truant's
Morfologlia colonial
Pigmerntacidn

Pruebhas bioquimicas

S

Inocular una placa de me-
dio Middlebrook 7H-10.

Incubar durante 19 — 2]1~-
dias, 7-10% COp, 37°C.

!

Crecimiento positivo.

|

-~ Tincidén de Truant's

Morfologia colonial
— Pigmentacidn
- Pruebas bioguimicas
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El manejo de las muestras para la bisqueda de Legionella pneumophila, es

tuvo basado de acuerdo al Manual de Procedimientos del Centro para el Control

de Enfermedades Transmisibles de Atlanta, Georgia. (CDC), sobre procesamiento

de muestras procedentes de lavado bronguial. (25)

Los 3 ml. de lavado bronquial restantes destinados al protocolo de traba
jo, fueron centrifugados a 2,000 rpm., durante 15 min., posteriormente se re-
suspendid él sedimento en agua destilada estéril a 1/10 ml. A continuacién se
procedid a realizar el examen directo de la muestra bajo la técnica de Inmuno
fluorescencia indirecta (IFA). Al mismo tiempo se efectud la siembra de la —-
muestra problema por unlado y la siembra de una cepa control de L. pneumophi-
la, proporcionada por el CDC de Atlanta, Georgia, en agar sangre y €n un me—-—
dio de cultivo selectivo para Legionella,.(25) (ver apéndice 1) Todas las pla-
cas fuerdn sembradas utilizando la técnica de estria en 3 sectores, e incuba-
das a 37°C., bajo una atmdsfera con el 2.5% del COy, revisada diariamente y -
descartadas al completarse 5 dias de incubacidén. Al observarse crecimiento --
bacteriano sospechoso de Legionella, se procedidé a la realizacidn de las prue

bas de identificacién correspondientes que fueron: (25)

Morfologia colonial

Observacidén microscdpica directa mediante IFA
Ausencia de crecimiento en agax sangre
Reacciones bioquimicas

- Produccidén de catalasa

— Produccidn de oxidasa

- Fermentacidn de azlcares

— Hidrdlisis del hipurato

~ Produccidn de Beta-lactamasa

- Reduccidon de nitrato a nitritos.
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA EL PROCESAMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPECIES DE

LEGIONELLA PNEUMOPHILA

Lavado Bronguial

Centrifugar 15 min. a 2,000 rpm.

|

Resuspender sedimento en agua ——
destilada a 1/10 vol.

IFA

Agar selectivo i
i para 1
,/’_\\\Legionella -

'

A

\‘\ i 4 \\/
Legionella Problema

Control l
|
1

\

Colonias sospechosas

Pruebas y técnicas de
identificacidn

Examen directo (IFA)
Morfologia colonial

Reacciones bioquimicas

Agar %
Sangre |
b TN
(Y )
\_//: \
\\_/(
Legionella Problema
Control

|

Crecimiento (+)

Identificacién de Micro
organismos.
(No Legionella)
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RESULTADOS

Se trabajaron todas las muestras de lavado bronguial obtenidas mediante
broncoscopia y recibidas en el laboratoric para cultivo ordinario, haciendo-

éspecial enfédsis en el aislamiento e identificacién de Legionella pneumophi-

la; Micobacterias spp., Yy Hongos spp., con la finalidad de identificar los -

microorganismos patdgenos productores de neumonia nosocomial y neumonia ad--

gquirida en la comunidad.

Los resultados obtenidos fueron dividididos de acuerdo al grupo pobla--

cidén de estudio:

Poblacidn esperada: Se cbtuvieron 50 muestras de lavdo bronguial de 50 pa --—

cientes que resunian las condiciones que el protocolo de trabajo exigia, es -
decir, todos ellos padecian un cuadro clinico y/o radioldyico de neumonia de
evolucidén répida (1-2 semanas) y presentaban alguna situacidn que pudiera en
determinado momento comprometer el estado inmunolégico del paciente. (Enf. o-

padecimiento subyacente) .

Todos los pacientes de este grupo de estudio, desarrollaron su cuadro -
neuménico, en el transcurso de su hospitalizacién, y en un lapso de mayor de
8 dias, alrededor del cudl su estado de salud se fué deteriorando rdpidamen-
te. Tedos presentaron una enfermedad de base por la cudl fueron inicialmente
admitidos al hospital, y ésta junto con el maneijo terapéutico del que esta—-
ban siendo objeto, estaba condicicnando en cada uno de ellos el estado de --

inmunecompromiso. Condicidén propicia que muchos microorganismos aprovechan -



para invadir al huésped, colconizandolo y produciendo asi la enfermedad, sin -

olvidar que varios de estos microorganismos forman parte de la flora normal y

son causantes de infecciones endbdgenas en estos individuos.

Las enfermedades ¢ padecimientos de base encontrados en este grupo de in

L}

dividuos, fueron los que a continuacidn se enumeran:

ENFERMEDAD O PADECIMIENTO SUBYACENTE.

2. Diabetes Mellitus
3. Neumonia viral

5. Lupues Eritematoso Sistémico (LES)
6. Sindrome nefrdtico

7. Carcinoma testicular

8. Carcincma broncogénico

9. Insuficiencia renal crénica

1. Sindrome de Inmunocdeficiencia adgquirida (SIDA) 16

4. ENfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPQOC)

PORLACION ESPERADA

10

9

5

5

2

1

1

1

Total = 50

Los microorganismos aislados, cultivados e identificados en este grupo -

de pacientes, fueron los que a continuacidn se muestran:
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MICROORGANISMOS IDENTIFICADOS. POBLACION ESPERADA

1. Legionella pneumophila 2

2. Bacilos gram negativos 18

I
o]

- Pseudomonas aeureglnosa

H
(&)

- Klebsiella pneumoniae

- Enterobacter spp. = 3

3. Cocos gram positivos 5

- Staphylococcus aureus

1]
H

— Streptococcus pneumoniae

4. Micobacterias 12

- Mycobacterium kansasii =

- M. scrofulaceum =

- Mycobacterium szulgal =

[ N

- M. tuberculosis =

Candida albicans

. Agpergillus flavus

Aspergillus fumigatus

Aspexgillus niger

Ww W -1
(O -

Otros

Total = 50

Es destacable el hecho de que en dos ae estos 50 pacientes objeto de es-
tudio; mujer de 24 abos y vardén de 52 afos de edad respectivamente, se éencon-—
trd a L. pneumophila como causante de su cuadro neumdnico agregado a su pade-
cimieto de base (LES y SIDA rspectivamente). A ambos pacientes se les institu
yo una terapéutica a base de eritromicina, cediende el cuadro nemmdnico en un

lapso de 3 y 5 dias respectivamente,
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Poblacidn de referencia = En este grupo de pacientes, que reunian Gnicamente-

el criterio de presentar un cuvadro clinico y/o radioldgico compatible con neu
meonia, por el cudl fueron admitidos en el hospital, se asilaron, cultivaron e

identificaron los sigulentes microorganismos, causantes de su cuadro neumdni-

co:

MICROORGANISMOS IDENTIFICADQS. POBLACION DE REFERENCILA
1. Legienella pneumophila 1
2. Bacilos gram negativos 8

- Klebsiella pneumoniae

3. Cocos gram positivos 13
— Streptococcus pneumoniae = 9
- Staphvlococcus aureus =4
4. Mycobacterium tuberculosis = 22
5. Cocgidioides immitig 4
6. Histoplasma capsulatum 2
Total = 50

Resulta destacable nuevamente el hecho de haberse encontrado a L. pnemo
phila como causante de su cuadro neuménico en una mujer de 50 afios de edad,-—
que al igual que los dos pacientes del grupo de poblacidn esperada, a los --
gque se les aisld e identificd L. pneumcphila, respondié favorablemente a la-

terapéutica instituida a base de eritromicina en el lapso de 5 dias aproxima

damente.

En todos los casos en que se logrl-aislar a L. pneumophila, se obtuvie-
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al 4to. dia de incubacidn.

CUADRO COMPARATIVO DE MICROORGANISMOS AISLADOS EN AMBAS POBLACIONES
DE ESTUDIO '

MICROORGANISMOS POBLACION POBLACION DE
IDENTIFICADQOS ESPERADA REFERENCIA

1. L. pneumecphila » 2 1

2. Bacilos gram negativos 18 8

3. Cocos gram positivos 5 13

4, Micobacterias 12 22

5. €. albicans 2 0

6. A. fumigatus 4 0

7. A. flavus 1 Q

8. A. niger i 0

9. C. immitisg 0 4
ﬂo. H. capsulatum 0 2
1. Otros 5 0

w
(=}

Total = 50

39
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

La neumonia continua siendo un problema médico habitual y serio. Gran -
parte de la mortalidad ocasionada por neumonias estd constituida por casos -
adquiridos en hospitales. (.8) Por lo cudl ante un cuadro de neumonia que se

presenta, debe distinguirse si esta es adquirida en la comunidad o en el hos

pital.,

Muy variados son los microorganismos productores de estas neumonias, —-
tanto para la adguirida en la comunidad, como la nosocomial. Por lo gque de -
vital importancia resulta la identificacidn adecuada de estos micreoorganis—-

mos, para una pronta y adecuada instauracidn terapéutica.

La determinacidn de los agentes causales productores de neumonia es di-

ficil por 3 situaciones, a saber:(8)

a. Los agentes causales productores de estos cuadros neumdnicos

son muy diversos, asl come lo son también las técnicas para
demcstrarlos.

b. La presencia de miltiples especies de microorganismos coloni
zadores en el tracto respiratorio superior.

c. La dificultad para obtener muestras apropiadas para su exa-—-—
men microbiolegico por técnicas no invasivas.

En consecuencia, para hacer un diagndstico inicial presuntivo de neumo-
nia, el clinico debe recoger e interpretar de manera correcta, diversos ele-

mentos clinicos, epidemiolggicos y de laboratorio. Sin embargo es necesario-
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la identificacidén microbioldgica para un diagndstico etiolégico definitivo.

Es bien conocido gque los gérmenes patdgencs productores de neumonia ad—-—
quirida en la comunidad son generalmente los habitantes normales de orofarin-
ge, que la mayoria de las veces llegan a pulmdn mediante la broncoaspiracidn-—
§8=) v que la gran mayoria de la veces existe el antecedente de una infeccidén
viral reciente de las vias respiratorias o bien algin padecimiento pulmonar -

obstructivo cxdnico. (8)

En las neumonias adguiridas en el hospital, los gé&rmenes patdgenos no —-
gson necesariamente los habitantes normales de la orofaringe, sino que tltima-
mente han surgido otroes microorganismos diferentes a estos, come productores-—

de dichos cuadros, como por ejemplo: L. pneumophila; C. immitis; H. capsula—-—

tum vy Aspergillus spp. (8)

Si bien es cierto que los bacilos gram negativos y el S. aureus siguen -
siende los mas frecuentemente identificados en &stos pacientes, ( 6) se debe ~

tener en cuenta también a los anteriormente mencionados.

Estas neumonias nosocomiales guardan estrecha relacidn con el estado de-
inmuncocompromiso del paciente, que se puede ver afectado por la presencia de-—
situacliones como: padecimientos subyacentes, trasplantes, etc.,(8 ) que los~-

microorganismos aprovechan para originar dichas neumonias.
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El principal objetivo del presente trabajo, era gl demostrar que los mi-
croorganismos productores de neumonia nosocomial, son diferentes s 1os micro-
organismos que producen la liamada neumonia adquirida en la comunidad. Hipéte
sis que quedé confirmada, al obtener los resultados de este estudio, en donde
se demostrd que sin duda alguna, los microorganismos causantes de neumonia ad
quirida en la comunidad siguen siendo los %6cos gram positivos, en donde S. -
prneumoniae sigue ocupando el lugar principél dentro de los microorganismos —-—

productores de este tipo de neumonia, seguido por el S. aureus.

Interesante resulta también el hecho de haber encontrado a M. tuberculo-
sis eun un buen niimero de casos como gérmen productor de cuadro neumdnico en-—
la comunidad. Este microorganismo habitualmente causa la llamada neumonia de-
formas especiales (8 ) gue tiende a producir cavitacidn. Este tipo de newno--
nia es frecusnte en nuestro medio, sobre todeo en las comunidades de escasos —
recursos socioecondmicos, en donde predomina la desnutricién, el hacinamiento

y la falta de una buena educacidén higiénica, entre otros.

Los bacilos gram negativos aungue no tan frecuentes en este tipo de neu-
monia de la comunidad, pueden llegarse a presentar como productora de esta, -
sobre todo en aquellos pacienteées que son alcohdlicos, drogadictos o presentan

patologia oshtructiva crbnica predominantemente.

De particular relevancia resulta para este estudio, haber logrado el =--

aislamiento, cultivo e identificacién de L. pneumophila en ambos grupos de pa



43

cientes, ya que hasta la fecha no se tiene reportes de aislamientos de este-

microorganisme en nuestra comunidad.

En el caso de las neumonias nosocomiales, se demuestra que a pesar de -~
que los microorganismos causantes de ésta son tan variados, siguen siendo —-
los bacilos gram negativeos los que ocupan el lugar principal, seguidos por -

la presencia de especies de Micobacterias atipicas y M. tubexculosis, asi ~-

come la presencia de diversas especies de hongos.

Bien conocide es el hecho de que al haber un estado de inmunocompromiso-
por alguna situacidon determinada, muchos de estos microorganismos que forman
parte de la flora normal de nuestro organismo, sean capaces de producir infe
cciones ¢ superinfecciones, en las cudles el paciente puede morir a causa de

ellas.

Los resultados aportados por este trabajo demuestran el surgimiento de -
nuevos microorganismos patdgenos productores de cuadros neumdnicos tanto in-
tra como extrahospitalariamente, y la necesidad de implementar técnicas que -

ayuden al aislamiento correcto e identificacidn de estos gérmenes.

En el presente trabajo, aungue no incluide dentro del protocolo se imple
mentaron técnicas de identificacidén de otros microorganismos productores de-—
cuadros neuménicos intra y extrahospitalaria, como es el caso de_P. carinii-

Yy dlgunas otras especies de Hongos. Ambos utilizando para su diagndotico la-
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técnica de inmunofluorescencia.

Importante resulta el hecho de seguir tratando de implementar técnicas y
procedimientos de labcoratorio gue permitan un diagndstice rdpido y seguro de-
los diferentes microorganimos patdgenos de estos cuadros. Hoy en dia en que -

las situaciones que favorecen el inmunocompromiso del huésped se hacen mas =--

frecuentes,este se hace necesario.

En el presente trabajo se implementaron técnicas de aislamiento, cultivo

g identific¢acidén para L. prneumophila, Micobacterias atipicas, Hongos spp. ¥

mismds que pasaron a formar parte de la rutina del laboratorio de microbiolo

gia diagndostica del Hospital San José de Monterrey.
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RESUMEN

Con el presente trabajo se confirma que los microorganismos causantes -
de neumonias nosocomiales y neumonias adguiridas en la comunidad son diferen

tes. |

Hip6tesis que quedd confirmada , al estudiarse una poblacidén de 100 pa-
cientes, divididos a su vez en dos poblaciones de estudio: Poblacidn espera-
da y Poblacidén de referencia. Cada una con 50 pacientes en su haber, que tu-
vierdn el comin denominador de presgentar un cradro ¢linico y/o radiologico -
de neumonia y alguna situacidn o padecimiento subyacente que pudiera compro-
meter el estado inmunolégice del paciente, perc con la diferencia de gue cin
cuenta de estos pacientes adquirierdn su neumonia antes de ingresar al hospi
tal, vy los cincuenta restantes durante su estancia en él. De estos pacientes
se obtuvieron muestras de lavado bronquial mediante broncoscopia, a los cud-
les se les realizaron las técnicas de aislamiento e identificacidn correspon

dientes.

Los resultados obtenidos demostraron, que siguen siendo los cocos gram—
positivos los que predominan en las neumohias adquiridas en la comunidad y -
que dependiendo de factores como: desnutricidn, hacinamiento, y no propiamen
te alguna situacidén de inmunocompromiso, propiciaron la colonizacidn de mi--

croorganismos no tan comunes como en el caso de L. pneumophila; Micobacte---—

ryum tuberculosis y diversas especies de hongos.
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Si bien es cierto, gue en la neumonia nosocomial, en la cudl la meyoria-
de las veces existe alguna situacidn que compromete el estade inmunoldgico —-
del paciente, los bacilos gram negativos, son los micxoorganismos principal--
mente productcores de cuadros neumdnicos, en este grupo se pudd observar el —-
surgimiento de nuevos patdgenos que por carecerse de técnicas diagndsticas a-

decuadas para su correcta identificacidn en nuestro medic, pasaban desaperci-

bidos.

Al contar con dichas técnicas implmentadas ya en nuestro medio, se logrd

la identificacidn de los diversos microorganismos a los tradicionalmente cono

cldos. Algunos de los cuales como en el caso de Legionella pneumophlla dejara
de formar parte de las llamadas neumonias atipicas, pasando al rubro de las -

llamadas neumonias bacterianas o de etiologia conocida.
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Apéndice No. 1

Medio Selectivo para Legionella

- Extractc de levadura

- Carbén activado

- Pirofosfato férrico

- ACES Buffer

- Acido alfa-cetoglutarico
- Agar

- L-cisteina-Hcl.

=~ Vancomicina

- Colistin

- Anisomycina

10.0 gr.
1B GE:

0.25 gr.

10.0
1.0
17.0 gr.

0.4 mgr.

2.0 mgr.

3.75
10.0
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