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Figura 1. Lesion vegetante blanquecina en la lengua.

en el andlisis histolégico una proliferacién de células escamosas,
epidermis papilomatosa con paraqueratosis y ligera atipia celu-
lar. La tincién inmunohistoquimica resulté positiva para el VPH, lo
que confirmaba nuestra sospecha inicial. Se le realiz6 una analitica
de sangre general, que no mostré ningln dato de interés, y una
serologia para VIH, que resulté negativa. El paciente fue sometido
a cirugia laser de diéxido de carbono, sin que mostrara signos de
recurrencia tras 3 afios de seguimiento.

La POF es una rara afectacién de la cavidad oral y labios que
consiste en la formacién de miiltiples crecimientos verruciformes y
papilomatosos que confluyen formando placas y vegetaciones’. Se
presenta mds frecuentemente en varones de entre 60 y 70 afios. El
tabaco se muestra como el factor de mayor importancia, y algunos
estudios han demostrado que la costumbre de masticar tabaco se
relaciona con el proceso de forma significativa2. El consumo impor-
tante de alcohol, lamala higiene bucal, los traumatismos o irritantes
crénicos y/o las situaciones de inmunosupresién también se han

visto implicadas en su etiologia®. Es considerada como una variante
de bajo grado de malignidad del carcinoma verrucoso de mucosa
oral, y los serotipos detectados han sido el 6, el 11 y el 16 del VPH'.
En ocasiones se desarrollan focos de carcinoma escamoso?, lo que
hace necesario una vigilancia estrecha y un tratamiento orientado
a laresolucién completa®.

Con este caso se demuestra el amplio rango clinico de afectacién
infecciosa cutaneo-mucosa provocada por el VPH y los diferentes
serotipos implicados.

Por tanto, las infecciones por el VPH, frecuentemente confun-
didas con infecciones flngicas, deberian ser tenidas en mayor
consideracion, sobre todo por el claro potencial de transformacién
maligna que presentan.
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Sensibilidad in vitro de biopeliculas de
micobacterias de crecimiento rapido frente a
diferentes antimicrobianos

In vitro susceptibility of rapidly growing mycobacteria biofilms
against different antimicrobials

Sr. Editor:

Las enfermedades causadas por micobacterias atipicas o no
tuberculosas, y especialmente por micobacterias de crecimiento
rapido (MCR), son un fenémeno cada vez mas extendido en todo el
mundo’2.De entre los muchos factores que inciden en el aumento
de casos comunicados se incluyen la ubicuidad de dichos microor-
ganismos en el medio ambiente y la capacidad de los mismos para
formar biopeliculas®>#. Dicha caracteristica les hace ser especial-
mente resistentes a antibiéticos comtiinmente utilizados para tratar
infecciones micobacterianas en la practica clinica actual (como son,

por ejemplo, amikacina, ciprofloxacino o claritromicina)°. Algunos
estudios estiman que la resistencia a antibiéticos de las bacterias
que se encuentran formando parte de una biopelicula es unas 1.000-
1.500 veces mayor en comparacién con las células plancténicas®,
aunque hay pocos estudios relacionados con dicha resistencia en
biopeliculas formadas por MCR>7:8,

El objetivo de este estudio es determinar la influencia de la for-
macién de biopeliculas por MCR en la sensibilidad frente a distintos
antimicrobianos mediante un sistema estandarizado. Para ello, se
estudiaron las cepas tipo Mycobacterium abscessus DSM 44196,
Mycobacterium chelonae ATCC 19235, Mycobacterium fortuitum
ATCC 6841, Mycobacterium mageritense ATCC 700351, Mycobac-
terium mucogenicum DSM 44124, Mycobacterium peregrinum ATCC
14467 y Mycobacterium smegmatis ATCC 607. Los antibidticos estu-
diados fueron amikacina (AN), claritromicina (CLR)y ciprofloxacino
(CIP) (Sigma, Alemania). Se establecié la concentracién minima
inhibitoria (CMI) de las cepas estudiadas mediante la técnica de
microdilucién en caldo para MCR de acuerdo con el protocolo


dx.doi.org/
www.elsevier.es/eimc
http://infection.thelancet.com/
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://jcm.asm.org/
dx.doi.org/10.1161/01.CIR.97.18.1791
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://www.journals.elsevier.com/diagnostic-microbiology-and-infectious-disease/
http://www.journals.elsevier.com/diagnostic-microbiology-and-infectious-disease/
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
mailto:bdiazp@salud.madrid.org
dx.doi.org/10.1016/j.eimc.2014.05.006
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0050
mailto:dr_ecordova@hotmail.com
dx.doi.org/10.1016/j.eimc.2014.05.005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0213-005X(14)00199-2/sbref0025
mailto:luismiguelpb@hotmail.com
dx.doi.org/10.1016/j.eimc.2014.04.011

Scientific letters / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2015;33(2):133-140 137

Tabla 1
Concentracién minima inhibitoria (CMI) y concentracién minima de erradicacion de la biopelicula (CMEB) de las diferentes cepas frente a ciprofloxacino (CIP), claritromicina
(CLR) y amikacina (AN)
M. abscessus M. fortuitum M. chelonae M. mageritense M. mucogenicum M. peregrinum M. smegmatis
CMI (pg/ml)
CIP 2 0,06 0,5 0,5 2 0,12 0,25
CLR 0,03 1 2 8 <0,03 <0,03 2
AN 8 1 4 8 1 <1 <1
CMEB (jug/ml)
CIP 1.024 256 512 1.024 256 4.096 512
CLR 4.096 4.096 >4.096 2.048 2.048 4.096 4.096
AN 4.096 >4.096 4.096 >4.096 >4.096 >4.096 >4.096
recomendado por el Clinical and Laboratoy Standards Institute Bibliografia

(CLSI)°. Para determinar la concentracién minima de erradicacién
de la biopelicula (CMEB), la biopelicula se desarroll6 siguiendo
el protocolo basado en el sistema de Calgary usando las placas
MBEC™ Biofilm Inoculator (Innovotech, Canada)'?. Dichas placas
se inocularon con una suspension de densidad éptica 0,5 Mac-
Farland obtenida a partir de las cepas incubadas en Middlebrook
7H9 (7H9). Las placas inoculadas se incubaron a 37 °C en agitacién
(80rpm) durante 96 h. A continuacién las proyecciones de material
plastico sobre las que se desarrollé la biopelicula se lavaron con PBS
estérily se introdujeron en placas de 96 pocillos que contenian dilu-
ciones seriadas de los 3 antibiéticos, y se incubaron a 37 °C durante
48 h. Trascurrido dicho tiempo, las tapas con las proyecciones se
lavaron de nuevo con PBS y se sonicaron durante 5 min introducién-
dolas en placas con 7H9 sin antibidticos. Estas placas se incubaron
a 37°C en atmoésfera normal durante 7 dias, tras lo cual se realizé
la lectura visual de la CMEB. Se decidié utilizar la temperatura de
37°C(en lugar de 30 °C, temperatura recomendada para el estudio
de sensibilidad convencional) con el objetivo de utilizar unas
condiciones mas similares a las existentes en las biopeliculas aso-
ciadas a infecciones en humanos (que habitualmente se desarrollan
a temperaturas mas préximas a los 37 que a los 30°C). Por otra
parte, se trata de la temperatura recomendada por el fabricante.
En cualquier caso, y previamente a la realizacion de los estudios, se
comprobd la capacidad de las cepas estudiadas de crecer a 37 °C.

Los resultados obtenidos de CMI y CMEB se muestran en la
tabla 1. De acuerdo con ellos, se puede concluir que las MCR,
cuando se encuentran formando parte de una biopelicula, presen-
tan una resistencia a antimicrobianos muy superior respecto a las
micobacterias en estado plancténico, variando desde <100 veces
en el caso de M. mucogenicum cuando se expone a ciprofloxacino,
hasta >100.000 veces en el caso de M.abscessus y M. peregrinum
cuando se exponen a claritromicina.

De entre los antimicrobianos estudiados, ciprofloxacino resulté
ser el mas activo frente a biopeliculas de micobacterias de
crecimiento rapido, mientras que claritromicina y amikacina no
mostraron practicamente actividad frente a las mismas. Este dato
deberia tenerse en cuenta a la hora de plantear las opciones ter-
apéuticas en infecciones causadas por MCR asociadas a la formacién
de biopeliculas.
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