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1. RESUMEN 

Esta tesis se llevo a cabo en la laboratorio de M1crob1ología Industrial 

(Microbiología 10) en la Unidad de Posgrado de la FES Cuaut1tlan. con el objetivo 

de determinar la posible actividad antim1crob1ana que pudiesen presentar algunos 

derivados de los carbamatos (4-R-fenilcarbamatos de metilo). anle una sene de 

bacterias de importancia clínica Para lo cual se utilizaron pruebas de 

susceptibilidad microbiana 

Se realizaron pruebas de d1fus1ón en agar con sensid1scos impregnados de 

los diferentes 4-R-fenilcarbamatos de metilo. determ1nandose s1 había o no 

inhibición del crecimiento bacteriano, observando los halos que se formaron 

alrededor de los discos Así, determinamos que el producto que mh1b1ó el 

crecimiento de más bacterias fue el C4. que es el que tiene el radical -OH 

Por otro lado, se llevaron a cabo las pruebas de dilución en caldo y las 

cinéticas de crec1m1ento bacteriano con el producto C4 y con aquellas bacterias 

que resultaron más sensibles en la prueba de difusión en agar con sensidiscos 

La prueba de dilución en caldo nos ayudó a determinar la CMI y la CMB del 

producto C4 con las bacterias que resultaron sensibles a la acción este (V. 

cholerae ambiental ATCC 31221. V. cholerae !naba humana y Shigel/a spp.) 



En cuanto a las cinéticas de crecimiento que se corrieron, se hizo un 

análisis de éstas y encontramos las concentraciones de C4 con erecto 

bacteriostático sobre las bacterias que se probaron (V. cholcrae ambiental ATCC 

31221. V. cholerao lnaba humana y Shigella spp.) 



2. INTRODUCCION 

Las infecciones son las enfermedades que. sin duda, han constituido uno 

de los principales azotes para la humanidad El descubrimiento de las causas que 

originan las enfermedades 1nfecc1osas y el desarrollo de los métodos adecuados 

para su control se incluyen entre los logros más importantes de la c1enc1a médica 

(12) Entre estos métodos de control se encuentran el uso de diversos fármacos o 

principios activos 

En las civ1llzac1ones más antiguas (corno en las de China. India, 

Sudamérica. Mediterráneo, etc ). el hombre se enfrentó contra las enfermedades 

mediante el uso de plantas medicinales (47) Y al paso del tiempo se punficaron 

algunos principios activos naturales. y más tarde se estudiaron sus vanac1ones 

estructurales, (31) con lo que se desarrollaron métodos de síntesis de nuevos 

fármacos 

Los fármacos hoy en dia. son de ongen natural (vegetal. animal o mineral) 

y un gran porcenta1e son de origen sintético. algunos otros son sem1s1nté1tcos. 

esto es, que se obtienen por rnod1f1cac16n quim1ca de compuestos naturales (30) 

Por lo que, en los últimos años hay un gran interés en lo que se refiere al diseño 

de nuevos principios y al estudio de aquellas sustancias que puedan tener una 

aplicación terapéutica Esto. se ha debido principalmente a que los 



microorganismos han desarrollado mecanismos que los hacen resistentes a los 

agentes ant1m1crob1anos (19); fa causa principal de fo anterior es el uso 

indiscriminado que se fes ha dado 

Como ya se mencionó. fa mayoría de los medicamentos que se utilizan en 

la actualidad son de orrgen sintético. y por consecuencia muchos grupos de 

investigación están desarrollando diversos métodos de síntesis de productos 

químicos que tengan la pos1b1hdad de ser una alternativa más en el tratamiento de 

algunas enfermedades 1nfecc1osas 

Se ha puesto gran atención a aquellas bacterias que se presentan con 

mayor frecuencia en las muestras cfínrcas de los laboratorros. estas son 

principalmente bacterias Gram negativas pertenecientes a la fam1l1a 

Enterobacteriaceae (3). las cuales están ampliamente d1strrbu1das en la 

naturaleza. se encuentran en agua. suelos. plantas y en el tubo d1gest1vo de 

humanos y anrmales (25) Y también. muchas de éstas han desarrollado 

resistencia a los fármacos ya existentes 

Los ensayos ·1n v1tro· para medir fa actrv1dad ant1m1crob1ana determinan 

generalmente fa sensibilidad de un m1croorganrsmo ante una cantidad conOC1da 

de un agente antrm1crob1ano (22) 

- --'-------------------- --------------------- l 



Por lo tanto. la finalidad de esta tesis es determinar la act1v1dad 

antimicrobiana que puedan presentar algunos derivados de los carbarnatos. corno 

lo son los 4-R-fernlcarbarnatos de metilo sobre una sene de bacterias de 

importancia clínica (Gram negativas y Grarn positivas). utilizando para ello 

pruebas de suscept1b1lidad ya normalizadas o establecidas. como las técnicas de 

difusión con discos y la rnacrodilución en tubos para determinar la CMI (27), (7) 

Asi como la realización de cinéticas de crec1m1ento de bacterias susceptibles 



(, 

3. GENERALIDADES 

3.1. CARBAMATOS 

3. 1.1. ANTECEDENTES 

los carbamatos también llamados uretanos. son compuestos orgánicos 

que tienen un grupo -NH2, NHR- 6 -NR2 unido a un grupo carbónilo de 

éster.(13). la estrudura básica de los carbamatos es la siguiente (Ftg 1) 

R1, R2, R3, = H, Alquilo, arilo 

Fig. 1 Eslructura básica de los carbamatos. 



7 

El carbamato más simple es el ácido carbámico (R1 = R2 = R3 = H) (50) Al 

polirnerizarse producen compuestos conocidos como poliuretanos, los cuales se 

han usado en diferentes áreas 

La mayor parte de los carbamatos se han obtenido por sintesis quirn1ca. 

aunque algunos se han obtenido de fuentes naturales (corno las bleorn1c1nas que 

se obtienen del acltnom1ceto Stroptomyces verticil/us) (44). por lo que en la 

actualidad vanos grupos de 1nvest1gac1ón se encuentran desarrollando métodos 

de síntesis de nuevos productos quim1cos que tengan utilidad práctica 

La síntesis de los carbamatos se puede realizar a partir de 

a) lsoc1anatos 

b) Aminas 

c) Nitrilos, nitrenos. nitroaromát1cos y cuprolttiados. 

3.1.2. APLICACIONES Y USOS 

La aplicación que se les ha dado a los carbamatos está vinculada con 

diversas áreas. por lo que. algunos de los repones y estudios que se han 

realizado respecto a ellos. se exponen en la siguiente tabla 



Tabla 1. Reporles de Jos usos y/electos de algunos carbama1os 

EJEMPLO USOS Y/O EFECTOS REFERENCIAS 

CARBARIL Y ALDICARB Pest1c1das lnh1b1dores de la 33,15 

collnesterasa en ratones 

Tox1c1dad en peces 

DERIVADOS CARBAMA TOS Pesticidas lnh1b1dores de la 48,41 

colinesterasa en aves 

DERIVADOS CARBAMATOS Pest1c1das e insecticidas 34,45,43,28,35 

PIRIPROXIFENO Pest1c1da 37 

CARBOFURAN lnsect1c1da y nemat1c1da lnh1b1dor 26,21 

de la collnesterasa 

DERIVADOS CARBAMATOS lnh1b1dores de la colinesterasa en 14 

organismos acuáticos 

METOMIL (TIODICARB) Y Pesticidas.Se han hallado en 1 

CARBARIL frutas y vegetales 

BENFUCARB, Pesticidas 52 

CARBOSULFAN, CARBOFURAN 
-· --

ALDICARB Insecticida que se usa como 29 

rodentic1da 
-------

TERBUCARB Herbicida 51 
-------------

TIOCARBAMA TOS Herb1c1das lnh1b1dores de la 40 

aldeh1dodesh1drogenasa en ratón 
-- ----·------- -·-··-

PROPARGYL Fung1c1da (Interfiere con la 32 

d1v1s1ón celular de Botrytis 

cinerea) 

BENOMIL Fung1adá- (interfiere 
--------
con la 8 

m1tos1s) Tiene electos 



de:neurotóx1co. hepatóxico, 

teratogénico. mutagénico y 

carcinogérnco en ratas. conejos y 

oveias 

DERIVADOS CARBAMATOS Antagonistas de los receptores de 49 

3-(1 H-imidazol-4-1 )propano! la h1stam1na 

DERIVADOS CARBAMATOS Antagonistas y agonistas de los 11 

receptores leucocitanos de los N-

form1lpépt1dos 

ALKIL CARBAMATOS Aumentan la permeab1l1dad de las 2 

membranas b1ológ1cas 

DERIVADOS CARBAMATOS lnh1b1dores de la proteasa. la 46 

cohnesterasa y la elastasa 

MEBENDAZOL Anllhelmint1co de amplio espectro 44 

(N-( 5-Benzoil-2-benzimidazohl) 

carbamato de metilo. 

MEOLATO Usado para el tratamiento del mal 44 

Carbamato de clolenceno de Park1nson 

ETINIMATO Usado en medicamentos que 6 

Carbamato de 1-etinilciclohexano deprimen el SNC en forma 

selectiva 

DERIVADOS CARBAMATOS Usados como preservativos de 24 

pinturas vmihcas. mostrando 

res1stenc1a a Aspcrgillus, 

Penicillium, Trichoderma y 

A/tomaría. 
·--·--··------- -----

POLIURETANOS Ant1m1crob1anos. se encuentran en 10 

catéteres principalmente 
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3.2. AGENTES ANTIMICROBIANOS 

3.2.1. ANTECEDENTES 

Los siglos XVIII y comienzos del XIX. pueden considerarse decisivos para 

el desarrollo de la Química; ya que. en ese periodo se sientan las bases del 

estudio de los principios activos de las plantas que muchas veces se utilizaron 

empíricamente desde tiempos remotos para el alivio de enfermedades Los 

extractos de tales plantas presentaban l1m1tac1ones como escasa uniformidad. 

adulteraciones, dosificación variable. sustancias con distintos efectos y 

reacciones secundarias. ( 31) 

Con el aislamiento y punf1cac1ón de los pnnc1p1os activos se eliminaron 

muchos problemas, excepto la dependencia con la planta lo que condu¡o a la 

síntesis química. Sin embargo, eslo no siempre fue posible. por lo que surgiría asi 

fa modalidad de la variación estructural, que tiene v1genc1a actual Resullando de 

ésto, el descubrimiento de los mas potentes y eficaces med1camen1os 

Muchos de los agentes ant1m1crob1anos utilizados hoy en día. tienen ongen 

sintético o sem1sintét1co. y se pueden definir áe dos formas áependend1endo de 

la acción que tengan (22) 
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a) Bacteriostático: Que tiene la capacidad de inhibir la multiplicación 

bacteriana; la cual se reanuda cuando es retirado el agente. 

b) Bactericida· Tiene la propiedad de matar bacterias Es irreversible. o sea 

que el organismo muerto no puede reproducirse aunque sea retirado del contacto 

con el agente. 

3.2.2. MECANISMOS DE ACCION 

Los agentes antímicrobianos pueden afectar de formas muy diversas a los 

microorganismos, pero se pueden generalizar de ta siguiente forma (19),(22),(30) 

a) Compuestos que inhiben la síntesis de la pared bacteriana Por e1emplo: 

las penicilinas. cefalosporinas. bac1tracina y c1closenna actúan así 

b) Compuestos que actúan de modo indirecto en la membrana celular del 

microorganismo y que afectan su permeabilidad permitiendo la fuga de 

compuestos intracelulares Como la pol1m1x1na B. cohst1na. nistatina y anfoteric1na 

B. 

c) lnh1b1ci6n de la sintes1s proteica Algunos compuestos actúan sobre los 

nbosomas bloqueando la síntesis de proteínas (Cloranlenicol, tetraocl1nas, 

estreptomicina y demás am1noglucós1dos nfamp1c1na. l1ncom1c1na y entrom1cma) 



d) Inhibición de la síntesis de los ácidos nucleicos. Un ejemplo es la 

griseofulvina 

e) Antagonismo químico. Cuando un agente quim1co 1nterf1ere en la 

reacción normal entre una enzima especifica y su substrato Las sulfonamidas 

utilizan la enzima que normalmente actúa sobre el ac1do para-am1nobenzo1co 

(metabolito esencial bacteriano) e 1mp1den la metabol1zac1ón de éste último con la 

consiguiente inhibición del crec1m1ento bacteriano 

Es probable que surian nuevas categorias conforme se esclarezcan más 

mecanismos complejos, pero aún en la actualidad se desconoce el mecanismo 

exacto de acción de algunos agentes an!lm1crob1anos 

3.2.3. RESISTENCIA A LOS AGENTES ANTIMICROBIANOS 

Cuando menos el 30% de todos los pacientes hospitalizados en la 

actualidad recibe uno o más ciclos terapia con ant1m1crob1anos y los compuestos 

de está categoría han curado millones de 1nfecc1ones que pudieron haber sido 

letales. Sin embargo. al mismo tiempo, tales compuestos son de los más 

erróneamente utilizados El resultado de su amplia utihzac1on ha sido la apancmn 

de m1croorgarnsmos patógenos resistentes a ellos y esto a su vez ha creado la 

necesidad cada vez mayor de contar con nuevos fármacos 



Para que un antim1crobiano sea eficaz debe llegar al sitio predeterminado 

blanco y unirse a él. Los microrganismos pueden ser resistentes porque: 

a) El fármaco no llegue a su ob1et1vo 

b) El medicamento sea 1nact1vado. 

e) Se altere el objetivo 

Algunas bacterias producen enzimas que están en la supeñicie celular o 

dentro de la célula y que inact1van el ant1microbiano Otras tienen membranas 

impermeables que impiden la penetración del medicamento Los ant1m1crob1anos 

hidrófilos atraviesan la membrana exterior de los microorganismos por medio de 

conductos o canales acuosos compuestos por proteínas especificas (por1nas). las 

bacterias con def1c1encia de dichos conductos pueden ser resistentes a los 

antimicrobianos mencionados Otras no poseen sistemas de transporte que se 

necesitan para la penetración del fármaco dentro de la bacteria Muchos 

antimicrobianos son ácidos orgánicos y por ello su penetración puede depender 

del pH; además. factores como osmolal1dad o C<Jt1ones en el medio externo. 

pueden alterar la penetración El transporte de algunos fármacos depende de 

energía y por ello no son activos en cond1c1ones anarerób1C<.Js 

Una vez que el fármaco ha llegado al s1t10 predeterminado debe e¡ercer un 

efecto nocivo para el m1crob10 pat0geno La variación natural o los cambios 



adqumdos en el "blanco· que impidan la acción o la unión del fármaco pueden 

culminar en resistencia.(19) 

Tal resistencia puede ser adquirida (s1 el microorganismo está 1nact1vo en 

su metabolismo o pierde la estructura de blanco especifico para un agente) o 

génetica (mutaciones) (22) 

La resistencia bacteriana. es de fundamental importancia clínica. así el 

mejor método actualmente para prevenir el desarrollo de dicha resistencia es el 

de Ehrlich· actuar rápidamente con fármacos potentes que exterminen todos los 

microbios lo antes posible. preferentemente con una dós1s y así no habrá tiempo 

de que se produzca y se manifieste alguna mutación.(30) 

3.2.4. INDICACIONES DE LOS ANTIMICROBIANOS 

Respecto a las indicaciones de los anlim1crob1anos en el tratamiento de las 

enfermedades se han establecido dos parámetros (s1 el !lempo lo permite) 

a) Usar el an!lm1crob1ano que ha de destruir el microorganismo que 

produce la 1nfecc1ón Por lo que se requiere un d1agnóst1co clin1co y bacteriológico 

para que la terapéu!lca sea apropiada siendo necesaria muchas veces la 

determ1nac1ón de la sens1b1lldad o suscept1b1lldad de los microorganismos a los 



antimicrobianos, es decir, el antibiograma. Una vez realizado esto, se eligirá el 

antimicrobiano más potente, el de menor toxicidad. y si es posible. el más 

económico 

b) Asegurar el acceso del ant1microb1ano al microorganismo infeccioso No 

es lo mismo un estado septicémico donde las bacterias en sangre y te11dos 

blandos no ponen obstáculo a la llegada del fármaco. que la presencia de un 

absceso rodeado de una capa avascular que 1mp1de el acceso del fármaco 

Muchas veces un tratamiento aparentemente bien realizado puede fracasar 

debido a varias razones res1stenc1a bacteriana. microorganismos persistentes. 

defensas orgánicas defectuosas (diabetes. veiez). mala absorción del fármaco 

(vómito o diarrea). 1nactivac1ón de la flora normal. o una mala absorción del 

antimicrob1ano en los te11dos 

Uno de los peligros del uso ind1scrnrnnado de los ant1m1crob1anos es la 

aparación de reacciones adversas reacciones tóxicas por sobredós1s (poco 

comunes). reacciones de sens1b11tzac1ón alérgica e 1nfecc1ones sobreagregadas 

(que se desarrollan por la supresión de microorganismos sensibles y el 

crecimiento excesivo de los que son resistentes) (30) 
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3.3. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA "IN VITRO" 

3.3.1. ANTECEDENTES 

El uso "in v11ro· de las pruebas de sens1b11Jdad a los ant1b1ót1cos son un 

intento para determinar el grado de actividad de agente ant1microb1ano frente a un 

microorganismo infeccioso, proporcionando así una ayuda indispensable para 

decidir la quimioterapia correcta (ya sea que el patógeno no es predecible o que 

el proceso infeccioso no responde al tratamiento empírico). además de conocer la 

sensibilidad de patógenos nuevos, asi como la actividad de nuevos preparados 

El estudio de la sens1b1l1dad de las bacterias a los ant1b1ót1cos es necesario 

porque el espectro de actividad de los preparados es l1m1tado y las bacterias 

tienen la capacidad de desarrollar resistencia (42) 

Los primeros ensayos para cuantificar la potencia ant1bactenana de una 

sustancia fueron realizados por Flem1ng en 1924. al evaluar el efecto de 

diferentes ant1sépt1cos y en 1929 estableció el princ1p10 de la prueba de 

suscept1b1hdad por d1fus1ón en agar al depositar al agente ant1bactenano en un 

orificio cilíndrico hecho en el agar y m1d1endo su potencia segun el diámetro del 

halo de 1nh1b1c1ón del crecimiento del organismo (39) Luego en 1961 la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) señalo la necesidad de regularizar los 

métodos empleados por los Laboratorios Clinicos para la determ1nac1ón de la 
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susceptibilidad antimicrobiana (18). en los Estados Unidos la Food and Drug 

Administration ( FDA) en 1971, escogió la prueba de susceptibilidad en discos de 

papel filtro descrita originalmente por Bauer y col en 1966 (donde publicaron los 

criterios unificadores de esta prueba) (4) y la recomendó especif1camente en 

1972. 

Debido a la importancia de obtener resultados confiables y reproducibles. 

existen en la actualidad metodologías que se aceptan como referencia (después 

de algunas modificaciones) y que son representadas por el NCCLS 

3.3.2. PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA 

Existen diversas técnicas para efectuar las pruebas de suscephbihdad: 

A Pruebas de dilución. 

A.1. En agar 

A.2. En medio liquido 

B. Prueba de difusión en agar o sensidiscos. 

C. Automatizadas. 
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A Pruebas de dilución. 

Las pruebas por dilución se usan para determinar la concentración mínima 

de un antimicrobiano necesaria para matar o inhibir un microorganismo. Estas 

pruebas derivan de las recomendaciones del lnternat1onal Collaborallve Study o 

de las normas propuestas por el NCCLS (27) 

La técnica de d1luc1ón esta diseñada y estandarizada para el estudio de la 

sensibilidad de bacterias aerobias de crecimiento rap1do. en medios no 

enriquecidos y que crecen bien en atmósfera ordinaria Sobre todo se emplea 

para el estudio de la actividad de nuevos preparados (42) 

A 1. Dilución en agar 

En este método se incorporan d1st1ntas concentraciones del agente 

antimicrobiano (diluciones dobles en forma progresiva). en placas con agar (MH) 

para bacterias aerobias y anaerobias facultativas de crecimiento rápido se usa 

una placa para cada dilución El microorganismo en estudio se diluye (en CST) 

hasta obtener una suspensión con una turbidez igual a la del estandar O 5 de Mac 

Farland, y se coloca una gota sin extender de esta suspens1on sobre la superficie 

del medio sólido que ya contiene una concentrac1on determinada del 

ant1microb1ano que se prueba Luego de la 1ncubac1ón. se determina la CMI que 



representa la menor concentración de anlimicrobiano capaz de producir inhibición 

total. (27),(3),(39) 

Esta técnica tiene diversas venta¡as. Se pueden probar vanas cepas 

simultáneamente, tiene la capacidad de detectar contaminación m1crob1ana y es 

reproducible.La única desventaja seria que. no puede determinarse la CMB. 

A.2. Dilución en caldo 

Las pruebas de suscephbilidad a los ant1microbianos por dilución en caldo 

han sido empleadas durante décadas y representan sólo una mod1f1cac1ón menor 

del método de dilución en agar: sin embargo, algunas características son 

exclusivas de las pruebas de caldo La prueba de suscephb1hdad por d1luc1ón en 

caldo fue uhhzada primero en tubos grandes el cual se estandarizó hasta finales 

de 1977, y después se popularizó el procedimiento de d1luc1ón en caldo con 

volúmenes menores de 1 mi (27) 

Este método proporoona un resultado cuan11tatt110 de la concentración del 

agente antim1crobiano necesario para 1nh1b1r el desarrollo de un organismo dado. 

(3) Así mismo este método sirve para determinar la suscept1b1hdad ·in 111tro" de un 

microorganismo a un ant1b1óhco (16) 



En este método se colocan concentraciones decrecientes del agente 

antimicrobiano, generalmente diluciones al medio de factor 2 (1 2). en tubos con 

un caldo de cultivo que sostendrá el desarrollo del microorganismo El caldo más 

comúnmente usado para esta prueba es el de Mueller-H1nton (3) El ult1mo tubo 

no recibe agente antim1crob1ano y sirve de control de crec1m1ento Luego se 

prepara un 1nóculo a¡ustándolo a un estándar de turbidez (O 5 de Me Farland) 

Añadir a cada tubo el 1nóculo a¡ustado e incubar (39), (27). Después del periodo 

de incubación se determina la Concentración Mínima lnh1b1tona (CMI) que se lee 

como la concentración más ba¡a del agente ant1m1crob1ano que 1nh1bió el 

crec1m1ento v1s1ble del microorganismo (16),(27),(38). Sr se desea se puede 

determinar la Concentración Bactericida o Letal Mínima (CMB). subcult1vando a 

un medio sólido ltbre de ant1b1ót1cos el contenido de los tubos en que no se 

observó crec1m1ento y después de un periodo ad1c1onal de 1ncubac1ón la CMB 

será la dilución más ba¡a que haya 1mped1do el desarrollo de colonias (39) 

Prueba de difusión en agar. 

Esta prueba también conocida como de d1fus1ón en disco o antibiograma. 

fue descrita inicialmente por Bauer y col en 1966 (4) y es la más ullltzada en la 

actualidad por los laboratorios de m1crob1ologia clin1ca (9) 
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Esta técnica se ha estandarizado pricipalmente para probar patógenos 

bacterianos comunes de crecimiento rápido como los miembros de la familia 

Enterobacteriaceae y Stapl1y/ococcus aureus. que muestran velocidades de 

crecimiento constantes s1 se prueban en cond1c1ones de estandarización (27) 

En este método se trata de ensayar la sens1b1lrdad de una cepa haciéndola 

crecer en placas de agar Mi.Jeller-H1nton. este medro garantiza cond1c1ones 

favorables de crec1m1ento. donde se depositan discos de papel filtro 1mprngnados 

con una cantidad conocida del ant11rncrob1ano a probar Se siembra la superf1c1e 

de la placa con una suspensión igualada al estándar O 5 de Me Farland de la 

bacteria problema en forma masiva utilizando un hisopo estéril se deia secar ta 

placa de 3 a 5 mm . a continuación se colocan los discos lo bastante separados 

entre si para 1mpedlf la superpos1c1ón de las zonas de 1nh1b1c1ón y después de 15 

min de aplicar los discos se incuba Después de 16 a 18 hrs de 1ncubac1ón se 

examinan las placas. s1 la bacteria es sensible al ant1m1crob1ano aparecerá un 

halo de inh1b1c1ón alrededor del disco el cual se mide con precisión de 1 mm (42) 

(27) El diámetro de la zona de 1nh1b1c1ón tiene una relación inversamente lineal 

con la CMI. ya que. a mayor zona de 1nh1b1c1ón mayor sera la susceptrb1lrdad del 

organismo y, en consecuencia la concentración necesaria del antrm1crob1ano 

para inhibir su crecimiento será menor (38), (39) 

Se deben cuidar todas las condiciones en las que se lleve a cabo la 

técnica, de acuerdo a la estandarización ya que ello evitará fuentes comunes de 
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error entre las que están el uso de otro medio de cultivo. el almacenamiento 

inadecuado de los discos inoculación inadecuada, retardo en los tiempos de 

inoculación e incubación. no leer cuidadosamente los limites de la zona de 

inh1b1ción. etc (18), (39) 

C AUTOMATIZADAS 

La automatización en el laboratorio clínico se ha extendido a las pruebas 

de susceptibilidad. La selección de un sistema semiautomat1zado depende entre 

otras cosas del número de muestras, el control de datos, las pruebas de 

sensibilidad, el costo del equipo y los reactivos. etc 

De los sistemas disponibles actuales, dos el AUTOBAC y el AVANTAGE se 

basan en la d1luc1ón en disco y la monotor1zac1ón fotométrica del crec1m1ento para 

proporcionar un resultado en aproximadamente 4 ó 5 h , las principales ventaias 

de estos s1temas son la flex1b1hdad en la selección de discos con antom1crob1anos 

y la rapidez del análisis 

El AUTOMICROBIC SYSTEM proporciona otro enfoque porque los 

antimicrob1anos están contenidos en receptáculos dentro de una taqeta de 

plástico; este sistema consiste en un mOdulo de relleno-sellador, un 1ncubador

lector, un módulo ordenador, una terminal de datos y una impresora pudiéndose 



obtener resultados a las 4h., sin embargo, el tiempo medio de 1ncubac16n para 

estudiar la sensibilidad anllmicrobiana es aproximadamente de 7 h (5) 

Varios equipos ya se han evaluado en estudios de colaborac16n y han 

revelado poseer alto grado de reproduc1b11idad E¡emplo de estos son 

El SENSITITRE. que determina la CMI de 11 anllm1crob1anos por 

m1crodiluc16n. (17) 

El MICROBIAL PROFILE SYSTEM. que contiene una bande¡a de 

microdilución. (20) 

EL SCEPTOR SYSTEM, que es un sistema de m1crod1luc16n que posee 

bandejas con antimicrobianos y que determina la CMI (23). 



4. HIPOTESIS: 

Si se realizan pruebas de sensibilidad antimicrobiana ya normalizadas, 

utilizando bacterias de 1mportanc1a clínica, entonces se podrá determinar que tipo 

de actividad ant1microbina (bactericida o bacteriostática), presentan algunos 4-R

renilcarbamatos de metilo 



5. OBJETIVOS 

GENERAL: 

Determinar la actividad antimicrobiana que presentan una serie de 4-R

fenilcarbamatos de metilo sobre bacterias de importancia clínica. 

PARTICULARES: 

Detenninar la actividad ant1microbiana de los 4-R-fenilcarbamatos de metilo 

en bacterias de interes clínico. utilizando la técnica de K1rby-Bauer o sensidiscos. 

Detenninar la Concentración Mínima lnh1b1tona (CMI) para cada uno de los 

4-R-fenilcarbamatos de metilo en las bacterias sensibles 

Realizar cinéticas de crec1m1ento con aquellas badenas que resulten 

sensibles a los 4-R-fenilcarbamatos de metilo 

Comparar los resultados obtenidos en el ensayo de la act1v1dad 

antimicroboana para los diferentes 4- R-fenolcarbamatos de metilo en estudio 



6. METODOLOGIA Y RESULTADOS. 

DIAGRAMA DE FLUJO 

Determinación de algunas 
propiedades físicas de los 4-
R-fenilcarbam tos de metilo 

1 • 

Selección de las bacterias a 
probar ante los 4-R

fenilcarbam tos de metilo 

Determinación de la 
suscept1b1hdad bacteriana 

mediante la técnica de d1fus1ón en 
aoar con discos 

-~ .-R-e_co_n_oc_1_m_1e-nto de-la_s..,b_a_c-te-r-1a_s_, 

que resultaron ser sensibles. así 
como de los productos que 

presentaron actividad 
antrm1crob1ana 

Determinación de la CMI y la 
CMB, para las bacterias 

sensibles mediante la técnica 
de dilución en caldo 

Análisis de los resultados 
obtenidos 

Realización de experiencias 
cinéticas. de las bacterias 

sensibles 

1 

1 
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6.1. CARBAMATOS 

Se probaron 5 diferentes 4-R-fernlcarbamatos de melilo Estos compuestos 

fueron sintetizados en el Instituto de Química de la UNAM, y fueron 

proporcionados para el presente estudio por et laboratorio de Química Medicinal 

de la Unidad de Posgrado de la FESC La reacción general de la síntesis de éstos 

se ilustra a continuación: (Fig 2) 

o 
'o)lo_..,,,. + S.flUma:no 

o 
11, )l / 

~o 
R 

Fig. 2 Reacción general de la slntesls de los 4-R-lenilcart>amatos de metilo. 

Los compuestos se ctasifícaron con las s1gU1entes letras 

Tabla 2 Clasiltcaaón ele los 4-R-fernlcaroomatos ele mehlo que se evaluaron 

COMPUESTO SUSTITUYENTE (R) NOMBRE 
----·----- ----·---------- ·-

C1 -H fenilcarbamato de metrlo 

---- ·--~~-- ___ ]_. 3,4 -CI 3.4-diclorofenrlcarbamato de metilo 

C3 -N02 -4..ru1ro1eni1caroañ13to. c1C-ffiei;10 ·-

C4 -OH 4-h1drox1fenilcarbamato de metilo 
- --··--- ···-~·-·-------es -CI 4-clorofentlcarbamato de metilo 



El primer paso que se realizó fue determinar las propiedades físicas de 

estos compuestos. como el color, apariencia y solubilidad 

Apariencia 

Se observó fa apariencia y color que presentaron los diferentes 4-R-

fenilcarbamatos de metilo en estudio, 

Solubilidad 

Se colocaron cada uno de Jos 4-R-fenilcarbamatos de metilo en diferentes 

tubos de ensayo y se les agregó cada uno de Jos solventes, los cuales fueron 

agua, cloroformo, acetona y DMSO, Observando Ja solub1l1dad de cada uno de 

ellos. 

Tabla 3, Propiedades lis1cas que se <letermonaron a los 4·R·lenilc."abamatos <le metilo 

COMPUESTO 

C1 

C2 

C3 

C4 

APARIENCIA SOLUBILIDAD 

Cristales pequeñoS--de · color Acetona. ·crorOforrTio y DMSO 

beige, brillantes 

Granos peq~e-fios-· ciC- 'C:Olill c1orotorr;1a· voi.1so · ------
blanco opacos 

verdi; olivo 

Cnstales pequC~O_s ___ b.,la_n_c_o_s-+-A-c_e_to --na --e¡-OrOt or:,:;o-yoMsO 
bnllantes 

1----c=s:-----i-:Gr:-a-n_o_s __ co_n_ .. _a_pa-r-1e_nc_1_a __ d_e,,,._A_ce_t_on_a_,_c_1_o_r_o_f_o __ r_m_o __ ;¡-o-M-S"'o--1 

algodón color blancos 
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6.2. ESTUDIO BACTERIOLÓGICO 

Cons1st1ó en determinar la suscept1b1lrdad de las cepas bacterianas de la 

Tabla 4. frente a los 4-R-fenilcarbarnatos de metilo. empleando para tal efecto la 

técnica de sens1d1scos ó Kirby-Bauer, determinando con esto las CMI y la CMB. 

asi corno también se llevaron a cabo cinéticas de crec1rn1ento con las bacterias 

que resultaron más sensibles 

Todas las cepas utilizadas fueron donadas por el laboratorio de 

Microbiología Industrial (Microb1logia 10) de la Unidad de Posgrado de la FES 

Cuautitlán. Las cuales se observan en la s1gu1ente tabla 
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Tabla 4. Bacierias empleadas en el ensayo de susceptibilidad bacteriana ante los 4-R· 

fen1lcarbamatos de metilo. 

BACTERIA ATCC 

Shigella spp. 

Staphy/ococcus aureus 

Escherichia co/i 25922 

Staphylococcus aureus 6538 

Pseudomona aeruginosa 9027 

Sa/monc//a typhl 

Baci//us ccreus 11778 
>---· 
Bordete//a broncl1iseptica 4817 

Streptococcus faeca/is 10741 

Micrococcus luteus 9341 

Salmonclla spp 

Proteus mirabí/is 

K/ebsie//a pneumoniae 
--------- --Serratia mcrccscens 

Vibrio cho/crac ambienta/ 31221 

Vibrio cho/crac /naba humana 4661 

Vibrio parahacmolytico 
--

Sa/monc//a typhimurium CDC-10 

Escherichia co/i 10536 

Pscudomona acruginosa 15442 

-- -~----------------- --



6.2.1. PRUEBA DE DIFUSION CON DISCOS 

Preparación de los discos 

En esta prueba, inicialmente se pesaron 500 y 1000 pg de cada producto y 

se disolvieron en 100¡¡1 de disolvente (acetona para C 1, C3. C4 y CS. y cloroformo 

para C2). posteriormente se impregnaron discos de papel f1llro (Watman no 1) de 

0.6 cm de diámetro con estas d1soluc1ones con ayuda de una m1cropipeta, en 

condiciones de esterilidad Se utilizaron dos controles uno de acetona y otro de 

cloroformo. Y se de¡aron secar pertectamente 

Medio de cultivo 

El medio empleado para esta prueba fue el agar Mueller-H1nton. el cual se 

sirvió en cajas Petri de IOOmm (25 mi aprol< ) y se de¡ó enfriar a temperatura 

ambiente. Antes de usar las ca¡as con el medio. se incubaron a 35ºC por 24 hrs. 

para eliminar aquéllas que se hub1er an contaminado 

Preparación del móculo 

Con una asa se tomaron S colonias aisladas de la bacteria a probar, la 

cual provenía de un cultivo ¡oven de 18-24 hrs de crec1m1ento en agar MH y se 

inocularon en S mi de CST Se incubaron a 35°C con agitación (200 rpm) hasta 

que apareció una leve turbiedad lo que ocurrió entre 2 a 5 hrs oepend1éndo de la 

bacteria, se a¡ustó la turbidez tomando como referencia el tubo O 5 de la escala de 

Me Farland Este a¡uste se realizo por comparación visual agitando los tubos 
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antes y durante el proceso con ayuda de un Vórtex y se utilizó un fondo blanco 

con una linea negra contrastante. 

Las placas de agar se sembraron ullllzando hisopos de madera con punta 

de algodón estériles. los que se sumergen en la suspensión estandarizada, 

quitando el exceso al presionar y girar el hisopo contra la pared del tubo por 

encima del nivel del caldo Se estrio el medio en tres d1recc1ones sobre toda la 

supeñicie del agar y por el borde del agar De¡ando secar el inóculo (3-5 mín.) 

antes de colocar los discos 

Colocación de los discos 

Se colocaron los discos que ya se habían impregnado con los productos 

sobre las placas inoculadas con pinzas esterilizadas Estos se presionaron 

suavemente sobre el agar, para asegurar un contacto completo con la superficie. 

Luego se incubaron las placas a 37ºC 

Lectura e interpretación 

A las 18-20 hrs de 1ncubac1ón se m1d1eron los halos de inh1b1c1ón con un 

Vernier, lomando como sensibles aquellas bacterias en las que hubo una 

completa inh1b1c1ón del crec1m1ento alrededor del disco. determinándose así el 

diámetro del halo de 1nh1b1c1ón 
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Resultados obtenidos 

Tabla 5 . Resullados de los halos de inhibición (mm) en las baclenas probadas anle 

scnsidiscos con 500 11g de los productos (4-R·fcnilcarbamatos de metilo) 

BACTERIA PROBADA ATCC C1 C2 C3 C4 es 
Shigel/a spp. R R R R R 

Staphy/ococcus aurous R R R R R 
·-

Escherichia coli 25922 R R R R R 

Slaphy/ococcus aureus 6538 R R R R R 

Pseudomona aeruginosa 9027 R R R R R 

Salmonel/a typhl R R R s (63) R 

Bacillus cereus 11778 R R R s (7 8) R 

Bordote/la bronchiseptica 4817 R R R R R 

Streptococcus faeca/is 10741 R R R R R 

Micrococcus luteus 9341 R R R s (7 5) R 

Salmone/la spp R R R R R 

Klebsíel/a pneumoniae R R R R R 

Salmone/la typhimurium CDC-10 R R R s (8 2) R 
----· --- -- ·- ·--
Escherichía coli 10536 R s (86) R s (8 7) s (8.3) 

Pseudomona aeruginosa 15442 R R R R -~ 

R= Resistente Creom1ento alrededor del disco 

S= Sensisble lnh1b1c1ón del crec1m1ento alrededor del disco 

··· - _ _ __ l 



Tabla 6 Resultados de los halos de tnh1btción (mm) de las bacterias probadas ante 

scns1d1scos con 1000 "ºde los productos (4-R-fcrnlcarbamatos de me11lo) 

BACTERIA PROBADA ATCC C1 C2 CJ C4 es 
Shigolla spp. R R R s (14 . 1) R 

-
Staphylococcus aurous R R R R R 

Eschorichia coli 25922 S(10 5) R R s (99) R 

Staphy/ococcus aureus 6538 R R R R R 
··- -·-

Psoudomona aoruginosa 9027 R R R R R 
·- ---

Sa/monel/a typhl R R R s (8 7) R 

Baci/lus cerous 11778 R R R s (7 .9) R 

Bordotol/a bronch/soptica 4817 S(102) R R s (9 .5) R 

Streptococcus faoca/is 10741 R R R R R 
--

Mlcrococcus /utous 9341 R R R s (80) R 

Sa/monol/a spp R R R R R 

Protous mirabilis R R R R R 
-- - · - - ----

Klebsiella pnoumoniae R R R R R 

Serratia marcoscens R R R s (7 4) R 

Vibrio cho/erao ambienta/ 31221 R s (9 5) R S(11 5) s (95) 

V.cholerae /naba humana R s (8 2) R S(11 .9) s (8 8) 
---- -- -- ---- - -----· 
Vibrio parahaemolytico 4661 R R R s (8 3) R 
- - --- ----- --- ---~- ·-
Salmonella typhimurium CDC10 s (7 4) R R s (8 7) R 
- ----- -5790) --- --~----·-

Escherichia co/i 10536 s (8 7) R s (9 3) s (8 8) 

Psoudomona aoruginosa 
-- - - ·-·-- ---------~---R-- - R --15442 R R R 

R= Resistente Crec1m1en10 alrededor del disco 

S= Sensisble lnh1b1c1ón del crec1m1ento alrededor del disco 

----------··--·----~--



6.2.2. DETERMINACION DE LA CMI 

Esta prueba se realizó a las bacterias que presentaron los halos de 

inhibición más grandes en la prueba de difusión con discos Las bacterias que se 

eligieron fueron Sl1igella spp. E. coli ATCC 25922. E.coli ATCC 10536, V. 

cholerae ambiental ATCC 31221 y V.cholerae /naba humana. 

Preparación de diluciones 

Se pesaron O 5, 1.0, 1.5, 2 O, 2 5, 3 O. 3 5 y 4 O mg del producto C4 que fue 

el compuesto que dió mejores resultados en la prueba de d1fus16n con discos. 

Se preparó la solución antimicrob1ana d1solv1endo el producto C4 en O 5 mi 

de DMSO y luego d1luyendoló en tubos que contenian 9 mi de caldo MH a las 

concentraciones finales deseadas. las cuales fueron 50. 100. 150. 200, 250. 300, 

350 y 400 ~1g/ml de C4 El último tubo no rec1b1ó el producto solo el disolvente 

porque sirvió de control de crecimiento 

Inoculación de los tubos 

Se preparó un inoculo en un matraz Erlenmeyer de la bacteria a probar en 

caldo MH (la cual provenía de un cultivo de 24 hrs en agar MH). que se incubó a 

37ºC con ag1taoón 200 rpm (lncubator Shaker). hasta que se a1ustó al estándar 
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de turbidez de 0.5 en la escala de Me Farland para obtener unas 10' UFC/ml. 

Esto se comprobó sembrando 0.1 mi de una dilución en SSF de 10 ' del inoculo, 

en agar MH. contándose así 10 UFC en la placa 

Después se añadieron 0.5 mi de este inoculo a cada tubo, que ya 

contenían el caldo MH y el producto C4, para tener finalmente un volumen total 

del tubo que fue de 10 mi. Se incubaron los tubos a 37ºC durante 18 hrs. 

Interpretación de los resultados 

La menor concentración de ant1m1crobiano que mostró la inhibición 

completa del desarrollo visible representa la CMI 

Para determinar la CMB. se sembró en agar MH O 1 mi de los tubos que ya 

se habían observado en la CMI y se incubaron las ca¡as a 37ºC durante otras 18-

24 hrs. Asi la CMB fue la d1luetón más ba¡a que imp1d1ó el desarrollo de colonias 

en las ca¡as sembradas 
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Resultados obtenidos 

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA 

Tabla 7. Resultados preliminares para obtener la CMI 

TUBO BACTERIA 

Producto C4 Sh/gel/a E. coli E.coli V. cholcrae V. cho/erae 

(119/ml) spp. ATCC ATCC ambiental /naba hum. 

25922 10536 ATCC31221 

o Turbio Turbio Turbio Turbio Turbio 

50 Turbio Turbio Turbio Turbio Turbio 
-

100 Turbio Turbio Turbio Turbio Turbio 

150 Turbio Turbio Turbio Claro Turbio 

200 Turbio Turbio Turbio Claro Turbio 

Claro --e-------
250 Turbio Turbio Turbio Turbio 

300 Claro Turbio Turbio Claro Turbio 

350 Claro Turbio Turbio Claro Claro 

400 Claro Turbio Turbio Claro Claro 

Para la CMI, se hizo la interpretación de turbio o claro mediante la 

observación visual del desarrollo que pudiera observarse en el tubo Indicando 

que turbio es igual a crec1m1ento y claro a 1nh1b1c1on de la bacteria 



CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA 

Tabla 8. Resultados preliminares para obtener la CMB 

TUBO BACTERIA 

Producto C4 Shigo//a E. coli E.coli V. cholorao V. cholorao 

(119/ml) spp. ATCC ATCC ambiental /naba hum 

25922 10536 ATCC31221 
---o Incontables Incontables Incontables Incontables Incontables 

·-- ----
50 Incontables Incontables Incontables Incontables Incontables 

----- ------·-- ----
100 Incontables Incontables Incontables Incontables Incontables 

150 Incontables Incontables Incontables 27 UFC Incontables 

200 Incontables Incontables Incontables o UFC Incontables 

250 Incontables Incontables Incontables o UFC Incontables 

300 3 UFC Incontables Incontables o UFC Incontables 
-

350 o UFC Incontables Incontables O UFC O UFC 

400 O UFC Incontables Incontables O UFC O UFC 

las UFC señaladas en la tabla 8 son las que se contaron directamente de 

la caja. las cuales se obtuvieron al realizar la cuenta viable 

A conlínuación se muestran los resultados obtenidos con las bacterias que 

se seleccionaron para esta prueba 



Tabla 9. Resultados obtenidos de CMI y CBM en ~iglmt. para tas bacterias seleccionadas 
ante diversas concentraciones del produdo C4 

BACTERIA ATCC CMI (µg/ml) CMB (µg/ml) 

Shigel/a spp. 300 350 

Escherichia co/i 25922 n/d n/d 

Escherichia co/i 10536 n/d n/d 

Vibrio cholerae ambienta/ 31221 150 200 

Vibrio cho/erae /naba humana 350 350 

n/d = no se determinó. 

La razón por la que no se determinó la CMI y la CMB de las cepas E. coli 

ATCC 25922 y E. co/I ATCC 10536. fue porque resultaron resistenles a las 

concentraciones del carbamato C4 probadas. y no se aumentó la concentración 

de éste a más de 400 ¡19/ml porque el producto se precipitaba 



6.2.3. CINETICAS DE CRECIMIENTO 

Bacterias y compuesto empleados 

Se realizaron cinéticas de crec1m1ento por triplicado con las bacterias 

Vlbrlo cholerae ambiental, Vibrio cho/erae lnaba humana y Shlgella spp. y con 

el producto C4, tomando como base las experiencias realizadas en otros traba¡os 

de laboratorio ( Bemal Ayala) y por Pappano y col (36) 

Preparación del inóculo 

En 2 matraces Erlenmeyer (de 250 mi). que contenían 100 mi de caldo MH 

ajustado a un pH de 7 con buffer de fosfatos (esterilizados). se les maculó la 

bacteria a probar tomando vanas colonias (la bacteria tenia 24 hrs de crec1m1ento 

en agar MH). Se incubaron estos dos matraces a 37ºC con agitación orbital a 200 

rpm (lncubator Shaker). hasta que alcanzaron la turbidez de O 5 de la escala de 

Me Fartand (0.08-0 1 de O.O a una i.=625 nm). lo cual requirió entre 2 y 5 hrs 

dependiendo del microorganismo 

Técnica turbidímétnca 

Se prepararon 7 matraces Erlenmeyer (de 250 mi) con 125ml de caldo MH 

a un pH 7.0. Cada uno se inoculó con 3 mi de la suspensión bacteriana a¡ustada a 
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O 5 de la escala de Me Farland y también se les agregaron las diferentes 

concentraciones del producto C4 que se d1solv1ó en 2 mi de DMSO estéril Se 

corrieron 2 controles. uno que contenía el inóculo y DMSO y otro que contenía 

solo el 1nóculo 

Los matraces Erlenmeyer tenían un volumen total de 130 mi al m1c1ar la 

cinética de crecimiento y durante ésta, la ag1tac1ón y tempertaura fueron 

constantes (200 rpm y 37ºC). El desarrollo m1crob1ano se s1gu1ó 

turb1d1métricamente tomando muestras de cada matraz (3 mi) cada 20 mm y 

leyendo la D O a una longitud de onda de 625 nm con ayuda de un 

espectrofotómetro La toma de las muestras se realizó en cond1c1ones asépticas 

con pipetas esterilizadas. 

Cuentas viables 

Finalmente se realizaron cuentas viables durante las cinéticas a diferentes 

tiempos, para determinar si las lecturas correspond1an al desarrollo de la bacteria 

Esto se realizó tomando 1 mi de cada matraz y diluyéndolo en agua estéril 

(se hicieron diluciones de hasta 10 " ) sembrándo en agar MH de forma 

masiva, con hisopos de madera con punta de algodón. e incubando a 37ºC 

durante 24 hrs 



Resultados de las cinéticas de crecimiento 

CONTROL 1 = Medio de cultivo + bacteria 

CONTROL 2= Medio de cultivo + bactena + d1rnetilsulf6xido (DMSO) 

• = Concentración de C4 + medio de cultivo + bacteria 

Tabla 1 O Resullados obten1cJos (0 O ). de la cmehca de crecimiento de Shlge/la spp. 
anlc diversas concentracmnes del producto C4 

MINUTOS CONTROL CONTROL º76.99 "153.84 "230.76 "307.69 "384.61 

1 2 119/ml 11g/ml 119/ml µ9/ml µ9/ml 
.. 

o o 018 o 015 o 018 o 021 0.024 0025 0.020 

20 o 019 0023 0022 -0023 o 017 0.019 0.023 
------- ----1---· 

40 o 022 o 010 0021 0010 0020 o 010 o 020 

60 0.023 0035 o 024 0.035 o 024 0035 0.030 

80 o 034 o 024 0033 0022 0033 0022 o 031 

100 o 048 0052 0039 0046 0033 o 040 0.033 

120 o 061 0065 o 057 0.061 o 052 0058 0.042 

140 o 111 o 109 o 091 0091 0082 0088 0.067 

160 o 152 o 139 o 122 o 122 o 113 o 102 0094 

180 o 227 o 185 o 170 o 142 o 144 o 130 0.116 

200 0275 o 237 0200 o 180 o 162 o 164 o 132 

220 o 378 o 316 o 264 o 228 0204 0204 o 165 

240 0468 0408 o 351 0280 0256 o 237 0204 

280 o 510 0462 0404 o 337 o 291 o 275 o 218 

La curva correspondiente a estos datos se puede observar en la gráfica 1. 

a estas curvas se les determinó el área ba¡o la curva obteniendose los s1g 

resultados 



Grélica 1. Cinética de crecimiento de Shlgel/11 spp. 
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Tabla 1 1 Resullados oblerudos del atea ba10 Ja cuiva a d1feren1es concenlraoones del 
proouclo C4 . anle S/1/gel/a spp. 

MATRAZ CONCENTRACION AREA BAJO % CELULAS % CELULAS 

(¡19/ml) LA CURVA VIVAS MUERTAS 

CONTROL1 o 51 42 100 o 
---------- .. 

CONTROL 2 o 45 53 88 54 11 46 
-- -------------- ·-·--39 65 ·- --·--

10 mg 76 99 77 11 22 89 

20mg 153 84 34 55 67 19 32.81 

30mg 230 76 31 42 61 10 38.90 

40mg 307 69 30 30 5892 41 03 

50mg 384.61 25.74 50.05 49.95 

A continuación se muestran los resultados obtenidos de las cuentas 

viables: 

Tabla 12. Cuenla viables (UFC/ml) de Shlgel/a spp. en presencia del producto C-4 

MATRAZ O MINUTOS 280 MINUTOS 
--10mg 2 X 10· Incontables 

--------·--- ------·--------
20mg 1 8 X 10" Incontables 

----------- -------------
30mg 25x 10' Incontables 

----·-· 
40mg 1 7 X 10' Incontables 

------·---------------
50mg 2x 10· Incontables 



Tabla 13 Resullados oblenidos (D 0 .) . de la cinética de crecimienlo de V/brío cholerae 
ambiental ATCC 31221 anle diversas concenlraciones d el producto C4 . 

rlNUTOS CONTROL CONTROL '30.76 '61.53 '92.30 '123.07 '153.84 '184.61 

1 2 119/ml 11gtml µg/ml µg/ml 119/ml µg/ml 

o 0 .019 o 013 o 015 0 .017 0.010 0 .020 o 011 0 .017 
... 
~----·--·------ --·--- - - --

20 0016 o 012 o 015 0 .017 0015 o 017 o 013 --ciC510 
·- -- - - ·- -- -- -- - -

40 0023 0014 o 017 o 019 o 016 0 .019 o·i51'i3 - 0019 

60 o 012 o 010 o 016 0013 0013 0 .007 o 017 o 013 

80 o 019 --oa,-s- · 0016 0 .012 0012 0 .009 0008 0010 

100 0 .019 o 017 o 015 o 011 o 012 0 .010 o 010 0009 
- --

120 0.030 o 025 0015 0 .008 0 .011 0 .005 o 010 o 012 

140 0 .031 0027 o 018 0 .014 o 013 0 .009 0010 0 .007 

160 0 .053 o 041 0018 0 .015 0.015 0 .016 0008 0011 

180 o 074 o 060 0020 0 .017 0009 0 .011 0 .008 0 .009 

200 o 102 o 083 0 .024 0 .018 o 013 0 .012 0009 0010 

220 o 112 0093 0027 0 .014 0012 o 014 0 .007 0009 

240 o 153 o 131 0029 o 022 0013 0 .013 0009 o 010 

260 o 190 o 167 0 .030 0 .023 0018 0 .013 o 010 ºc)Q(i9 

280 0233 o 197 0 .032 0 .022 o 014 0 .014 o 011 0009 
-- · 

300 0286 o 242 0034 o 025 0015 0 .015 o 012 o 011 
... -- --·-----

320 0360 o 310 0040 o 037 0019 0 .016 0010 o 011 
------- . -

340 0454 o 402 o 043 0 .030 o 019 o 016 0010 o 011 
---

360 0560 o 506 0050 0 .026 o 021 0 .012 o 014 0007 
··-·- - ~0610- · · 380 o 553 0048 o 030 0 .022 0 .009 o 014 0007 

-
400 0690 0627 0066 o 031 o 021 o 016 0009 0003 

--- --· -
420 0804 o 714 o 071 o 036 0014 0 .018 o 003 o 011 

------- ··-440 0 .915 o 821 o 072 0034 0024 0 .011 
1 

0004 0009 

460 1 060 0966 0077 0 .046 o 019 o 017 
1 

o 010 o 011 
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Grafica 2 Cinét ica de etecimiento de Vlbrlo cho/erae ambiental ATCC 31221 
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La curva correspondiente a estos datos se puede observar en la gráfica 2. 

a estas curvas se les determinó el área baio la curva obteniéndose los sig 

resultados 

Tabla 14 Resultados obtenidos del arca ba10 la curva a diferentes concentraoones del 
producto C4 . ante Vibr/o c/1o/erae_ ambten1al A TCC31221 

MATRAZ CONCENTRACION AREA BAJO %CELULAS % CELULAS 

(J1g/ml) LA CURVA VIVAS MUERTAS 

CONTROL1 o 125 71 100 o 
---·--------- ----- -- -·- ---·-·- ---- ------ --·-- --11-6cf-CONTROL 2 o 111 13 88 40 

-·----·--- -·- ------------------- ~--------~-- -
4 mg 30 76 15 24 12 12 87 88 

----------- -- - -~----------- --~----

8 mg 61 53 10 11 8 04 91 96 

12 mg 92 30 --y-,-,---- -555 94 35 
·----

16mg 123 07 6 01 4 78 95 22 

20mg 153 84 4 69 3 73 9627 
---

24 mg 184 61 4 62 3.67 96.33 

A con1tnuac1ón se muestran los resultados obtenidos de las cuentas 

viables 

Tabla 15 Cuenla viables (UFClml) de Vibrio cho/erae amboental ATCC 31221 en 

presencia del produc10 C4 



Tabla 16 Rcsullados oblcmdos (0 O ). de la cmehca de crecnrnenlo de Vibrlo choterae 
b h d lna a umana ante 1vcrsas concentraciones del r>roduclo C4 

MINUTOS CONTROL CONTROL º23.07 º46.15 "69.23 ·92_30 "115.38 

1 2 ¡1g/ml ¡1g/ml ¡19/ml 119/ml 11g/ml 
·-'-· o o 005 o 002 0007 0005 0007 o 003 0008 

·- - --~f ----0007 20 o 005 o 011 0006 o 010 o 012 o 009 

40 o 009 o 007 o 011 o 007 

~:~ ' ~~: 
-0003 

60 o 020 0 .010 0008 o 010 0006 
--·- - - -- ·---··· ·-·-----·- -· 

80 0022 o 017 0014 o 015 o 010 o 008 0003 
··--·--

100 0 .040 o 033 0029 0022 o 023 o 013 0010 
-- ·- -- -· ··- -- -·------

120 0061 0 .050 0038 0028 - --ó- 625. o 015 0010 

140 0 .083 0 .066 0048 0 .033 c:i-020·-r-o 01-6 0 .011 

160 o 125 0 .101 0 .082 0049 o 029 o 019 o 013 

180 o 169 o 135 0.095 0056 o 033 0020 o 014 

200 o 242 o 190 0127 o 078 o 046 o 026 o 015 
----·- -· 

220 0 .312 0 .249 o 153 o 100 o 057 o 032 0 .016 
-- --- -·-·- ·--- -----

240 0406 0 .322 o 180 o 111 o 063 o 031 0016 
--- -------· ,__ 

260 o 502 0.410 o 232 o 132 o 078 0038 0019 

280 o 546 o 472 o 293 o 154 o 087 o 042 0 .019 
--- ------ -- · 

300 o 590 0 .530 o 361 o 171 o 094 0049 0020 

320 o 596 0 .554 0426 o 188 ·-oo9a·- 0054 o 021 
-~---

340 o 644 o 594 0506 o 222 o 112 o 058 o 021 
---------- ··---- ---

-0· 1~~~.J_--o 061 _ - -0027 360 o 676 0 .640 o 532 o 270 
·--- -

380 o 748 0690 o 586 0306 o 134 1 o 065 0026 

400 o 845 0800 0650 o 359 -~-~~~~~ - ·=°-~?~~-~ o-oil 
----- -·-----

420 o 915 0855 0676 o 392 o 153 o 070 o 027 

o .900 oT14- -------- --0-161· ---- íl-440 o 915 o 412 o 069 o 024 

o 810 ¡o-674-
------ -

460 o 825 0420 -o-1ss-·· o 069 o 023 

480 o 835 o 845 1 o 702 0450 o 165 -·-oon-- 0029 
------- -- - --

500 o 915 o 925 o 778 0496 o 183 o 079 o 030 
' 
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Gráfica 3. Cinética de crecimiento de Vlbrlo cholerae !naba humana 
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La curva correspondiente a estos datos se puede observar en la gráfica 3. 

a estas curvas se les determinó el área bajo la curva obteniéndose los sig. 

resultados 

Tabla 17 Resultados obtenidos del area ba¡o la curva a diferentes concentrac10nes del 

producto C4 . ante Vlbr/o cholerae_ !naba humana 

MATRAZ CONCENTRACION AREABAJO %CELULAS %CELULAS 

(¡1g/ml) LA CURVA VIVAS MUERTAS 

CONTROL1 o 211 82 100 o 
--·------- ----·--- -----

CONTROL 2 o 195 09 92 10 7.90 
---- ------------

3mg 23 07 150 71 71 15 28 85 

6mg 46.15 84 91 40 08 59 92 

9mg 69 23 38 90 18 36 81.64 

12mg 92.30 1916 9 04 9096 

15mg 115.38 8 52 4 02 95.98 

A continuación se muestran los resultados obtenidos de las cuentas 

viables· 

Tabla 18. Cuenta viables (UFC/ml) de Vlbrlo cholerae lnat>a humana en presencia del 
omductoC4 

ATRAZ 100 MINUTOS 200 MINUTOS 360 MINUTOS 480 MINUTOS 

3mg 62x10' 4 7 X 10· Incontables Incontables 

6mg 3 3 .x-10--;---- ·----------·-· --
70X10' Incontables 1 7 X 10' 

9mg 46X 10' 28X10' Incontables ! 12X 10 1 

--+-·---
12 mg 3 6 X 10' 8 7 X 10' 46X 10· j 1 1 X 10· 

15mg 23X10' 2.1X10' 23X 10· 2.0 X 10' 
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7. DISCUSION 

Dado que en el presente trabajo de tesis se conjuntan diversas técnicas de 

estudio, la discusión se presenta por partes, para finalmente correlacionar todos 

los resultados obtenidos. 

PROPIEDADES DE LOS PRODUCTOS 

Las propiedades que se evaluaron con los diferentes 4-R-fenilcarbamatos 

de metilo, nos sirvieron para diferenciar los productos y para determinar el tipo de 

disolvente que se usaría en las pruebas del estudio bacteriológico El cual resultó 

ser el DMSO con el que los productos presentaron una meior solubilidad 

PRUEBA DE DIFUSION CON DISCOS 

Inicialmente se realizó una prueba preliminar, que fue la de la técnica de 

difusión con discos, con el ob1eto de determinar cuales bacterias eran sensibles 

ante los diferentes 4-R-fenilcarbamatos de metilo asi como 1dentif1car los 

productos que presentaran actividad anllm1crobiana Por esta razón pnmero se 

probó con 500 ¡1g/disco. pero como no se obtuvieron muy buenos resultados. 

entonces se aumentó la concentración a 1000 11g/disco Los resultados obtenidos 

en esta prueba indican que 



El producto C1 (fenilcarbamato de metilo). 1nhib1ó el crec1m1ento de 4 

bacterias. siendo los mayores halos de 1nhib1ción para E. co/I ATCC 25922 (10 5 

mm) y B. bronchiseptica ATCC 4817 (10 2 mm) 

El producto C2 (d1c1orofenilcarbamato de metilo). inhibió el crecimiento de 3 

bacterias y el mayor halo de inhibición correspondió a V. cho/erae ambiental 

ATCC 31221 (9.5 mm). 

El producto C3 (4-nitrofenilcarbamato de metilo). no presentó acllv1dad 

antimicrobiana en ninguna de las bacterias probadas 

El producto C4 (4-h1drox1fenilcarbamato de metilo). 1nh1b1ó el crec1m1ento de 

12 bacterias detectándose los mayores halos de 1nh1b1c1ón con Shigella spp. 

(14.1 mm). V_ cholerae ambiental ATCC 31221 (11 5 mm) y V. cholerae lnaba 

humana (1 ~ .9 mm) 

El producto CS (4-dorofenilcarbamato de melllo). 1nh1b1ó el crec1m1ento de 

3 bacterias presentándo el mayor halo de 1nh1b1c1ón con V. cho/erae ambiental 

ATCC 31221 (9 5 mm) 

Al observar los resultados. se determinó que el producto con mayor 

actividad anllm1crobiana fue el C4. el cual se ullhzaria para los s1gu1entes estudios 

(CMI y eméticas microbianas) y las bacterias a probar serian las que presentaron 

los mayores halos de 1nh1b1c1on con dicho producto (Shigella spp., V. cholerae 

ambiental ATCC 31221 y V. cho/erae lnaba humana) 



5.1 

DETERMINACION DE LA CMI 

En los resultados obtenidos de la CMI y la CMB vemos que. no se 

determinó para E. coli ATCC 25922 y E. coli ATCC 10536 y ésto se debió a que 

ya no aumentó la concentración del producto, porque éste se prec1p1ta a más de 

400 ¡19/ml, lo cual impediría que estuviera distribuido unrformemente y que 

además no se observara con claridad si había o no turbidez en los tubos 

En cuanto a los resultados obtenrdos de la CMI para las demás bacterias. 

vemos que la más sensible o con una menor CMI fue V. cholerae ambiental 

ATCC 31221 (150 ¡19/ml), siendo más resistentes o que requrrreron una mayor 

cantidad de producto, V. cholerae lnaba humana (350 ¡ig/ml) y Shigella spp. 

(300 pg/ml). Los resultados de la CMB. nos 1nd1can que la bacterra que requirió 

menos producto fue V. cholerae ambiental ATCC 31221 (200 pg/ml). y que, V. 

cholerae lnaba humana y Shigella spp. requrrreron ambas de 350 119/ml de C4 

Por otro lado en la literatura se menciona que el inverso del diámetro de 

inhibición corresponde a la CMI. sin embargo. en el estudió que se llevó a cabo 

está h1pótes1s no se cumple en su totalidad, y esto podría deberse a que el 

producto C4 no es soluble en agua y por lo tanto no difunde en el agar tan 

fácilmente. siendo esto un factor determinante del tamaño del halo de 1nh1b1ción y 

tal vez una hm1tante 



Conjuntando los resultados de la prueba de d1fus1ón con discos y la de 

dilución en caldo (CMI). observamos que E. coli ATCC 25922 y E. coli ATCC 

10536 resultaron resistentes a las concentraciones probadas en la determ1nac1ón 

de la CMI, y esto. co1nc1de a su vez con el hecho de que en la prueba de difusión 

con discos (1000 pg/ml) sus halos de inh1b1ción son menores a 10 mm. en cambio, 

para las otras bacterias a las que si se les determinó la CMI y que fueron Shigel/a 

spp., V. cholerae ambiental ATCC 31221 y V. cholerae lnaba humana. 

presentaron halos de 1nh1bic1ón mayores a 1 O mm. por lo tanto se podría 

considerar que las bacterias que presentan halos mayores a 1 O mm sean 

realmente sensibles al producto C4. 

CINETICAS DE CRECIMIENTO 

La cinéticas de crecimiento realizadas en el presente estudio, nos ayudan a 

determinar tanto las curvas de crecimiento de las bacterias. asi como el efecto 

que posee el producto C4 en éstas. por medio de la lectura de la densidad óptica 

(absorbancia) los resultados obtenidos en las diferentes cinéticas de crec1m1ento 

se analizarán por separado. segun la bacteria probada 

En la cinética de crec1m1ento de Shigella spp .. vemos que los resultados 

de la gráfica nos muestran que al aumentar la concentración del producto. el 

crecimiento es menor. lo cual corresponde a las arcas ba¡o las curvas y al 

po<centa¡e de células vivas. hay que tomar en cuenta que el DMSO también 



inhibe a la bacteria. aunque en un porcentaje bajo (1146%) Al leer la cuenta 

viable. vemos que al iniciar la cinética (al minuto O). lodos los matraces con las 

diferentes concentraciones de C4 poseían entre 1 7-2 5 X 1 O• UFC/ml pero al 

final de la cinética (260 min.) las colonias son incontables en ladas las 

concentraciones del producto, lo que nos 1nd1ca que la bacteria sigue 

desarrollándose. aunque a diferentes velocidades. dependiendo de la 

concentración del producto. En ésta c1nét1ca. no se aumentó la concentración del 

producto C4. porque precipita a concentraciones mayores de 400 pg/ml y esto 

afectaría las lecturas obtenidas en el espectrofolómetro dando resultados poco 

confiables 

La cinética de crecimiento de V. cholerae ambiental ATCC 31221. nos 

indica que al aumentar la concentración del producto C4. hay un menor desarrollo 

de la bacteria, y esto lo podemos observar en las lecturas de absorbanc1a y en las 

áreas bajo la curva En este caso. al determinar los porcenta¡es de células vivas y 

muertas. segun el área ba¡o la curva vernos que el DMSO afecta a la bacteria en 

un 11.6% durante toda la c1nót1ca. sin embargo. el producto C4 s1 disminuye 

drásticamente el crecimiento de la bacteria desde la concentración más ba¡a y 

esto lo observarnos en los porcenta¡es de células que se determinaron La cuenta 

viable nos indica que al 1nic1ar la cinética (0 minutos) todos los matraces con las 

diferentes concentraciones tenían entre 3-5 X 1 O· UFC/ml. durante la cinética en 

todos los matraces con producto C4 la cepa sigue desarrollándose a velocidades 

diferentes. dependiendo de la concentración. pero al final de la cinética (460 min) 



sólo con 184.61 11gfml, la bacleria se mantuvo y no se desarrolló, ya que no 

aumentó su crecimiento a d1ferenc1a de las demás concentraciones 

En la cinética de crecimiento de V. cholerae !naba humana. la gráfica nos 

indica que si aumentamos la concenlrac1ón del producto C4 el desarrollo es 

menor y las lecturas de absorbanc1a van aumentando lentamente y esto lo 

verificamos con las áreas ba¡o la curva. en las cuales los porcenta¡es de células 

vivas y muertas nos muestran que al aumentar la concentración de C4 va 

disminuyendo el crec1m1ento de la bacteria. en este caso el DMSO sólo afecto en 

un 7.9% a la bacteria. En la cuenta viable. vemos que a los 100 min todas las 

concentraciones tienen entre 2.3-7 X 10• UFC/ml, y que al final de la cinética. en 

todas las concentraciones el desarrollo de la bacteria aumentó. excepto en la 

concentración de 115.38 ~19/ml, ya que. al terminar ésta c1nét1ca ( 480 m1n ) se 

tuvieron 2.0 X 10' UFC/ml Esto nos 1nd1ca que con 115 38 pgfml hay una 

inhibición en el crecimiento de la bacteria 
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8. CONCLUSIONES 

Se determinó el espectro antimicrobiano de los diferentes 4-R

fenilcarbamatos de metilo. comprobando su actividad sobre 20 bacterias de 

1mportanc1a clínica 

En la prueba de d1fus1ón en agar con discos. se observó que los productos 

C 1, C2, C4 y C5 presentaron algún tipo de act1v1dad ant1m1crob1ana sobre las 

bacterias probadas. A d1ferenc1a del producto C3 que no presentó ninguna 

actividad ant1microbiana 

En la prueba de difusión en agar con discos el producto C4 presentó 

actividad antimicrob1ana sobre 12 bacterias. destacando su importancia y 

sugiriendo que dicho compuesto se podría considerar como un agente 

antibactenano 

Se estableció la CMI y la CMB para el producto C4. con las bacterias que 

resultaron sensibles a la acción de éste (V. cholerae ambiental ATCC 31221, V. 

cho/erae lnaba humana y Shige/la spp .. ). en la prueba de d1fus1ón con discos 

Se determinó que para el producto C4. los halos de 1nh1b1c1ón mayores a 

10 mm (d1fus1ón con sens1d1scos de 1CXXl ¡19) sugoerer. que la bacteria realmente 



es sensible. ya que, se logró establecer la CMI y la CMB con las bacterías que 

presentaron éstos halos de inhibición. 

El producto C4. se podría considerar un anlibacteriano de espectro 

reducido, ya que, los halos de inhibición más grandes los presentaron bacterias 

Grarn -. 

Con la realización de las cinéticas de crec1rn1ento con la ayuda de las 

gráficas y con las cuentas viables. se determinó la concentración a la cual el 

producto tenía un efecto bacteriostático sobre las bacterias que resultaron ser 

sensibles en la prueba de d1fus1ón con discos (V. cholerae ambiental ATCC 

31221. V. cholerae lnaba humana y Shigella spp.) 

Los resultados obtenidos en las pruebas de suscept1b1l1dad an!lm1crobiana. 

identificaron al género Vibrio como uno de los más sensibles a los diferentes 4-R

fenilcarbarnatos de metilo 

Al comparar la estructura de los 5 productos observarnos que la única 

diferencia entre ellos son los grupos funcionales, los que podrían ser los 

responsables de la act1v1dad ant1m1crob1ana Asi vemos que C4 (4-0H). fue el 

que presentó mayor act1v1dad ant1bactenana. por lo que se propone aumentar el 

número de sustituyentes con el grupo funcional OH para estudios posteriores 



Además se podría seguir trabajando con el producto C4 a futuro en lo que se 

refiere a la aplicación que se le daría sobre el género Vibrio. 
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10.ANEXO 

PREPARACION DE SOLUCIONES 

Solución Salina Fis1olóq1ca al O 9% 

Se disuelven 9g de Cloruro de Sodio en agua destilada, aforando a 1 litro. 

Solución buffer de fosfatos (PBS! pH=7 

Se disuelven 28 89 de fosfato d1bás1co de sodio y 11.45 g de fosfato 

rnonobás1co de potasio. en agua deslllada. aforando a un litro. 



PRUEBAS BIOQUIMICAS 

Antes de comenzar con los ensayos de susceptibilidad ant1microbiana, se 

realizaron algunas pruebas bioquímicas a las bacterias en estudio y luego se 

sembraron en agares selectivos para corroborar que eran los microorganismos 

1denlif1cados 

PRUEBAS PRIMARIAS 

BACTERIA ATCC GRAM CATALASA OXIDASA OF 

Shigel/a + - F 

Staphylococcus aureus + + - F 
---- ----- ---- -·----·------- -

Escherichia co/i 25922 - + - F 
--------- -------- ---- ----

Staphy/ococcus aureus 6538 + + - F 

Pseudomona aeruginosa 9027 - + + o 
··-Salmone//a typhosa - + - F 

Bacil/us cereus 11778 + + F 

Bordetella bronc/Jiseptica 4817 - + + o 
Streptococcus faeca/ls 10741 + - - F 

Micrococcus luteus 9341 + + + o 
Salmonella spp - + - F 

Proteus mirabilis - - F 
-

Klebsio//a pneumoniae + - F 
·-- --- ------·-~---

Serratia mercens - - F 

Vibrio cho/erae ambiental-
-------- ----· 

31221 + + F 
-------- --··--- ----- ... --

Vibrio cholerae /naba 4661 - + + F 
- . 

Vibrio parahaemolytico - + + F 

Salmonella fyphimurium __ .. _ -·-----·--·- ----------
CDC-10 - + - F 

--- -- ------
Escherichia co/i 10536 - + - F 

Pseudomona aeruginosa 15442 - + + o 



ENTEROBACTERIAS 

BACTERIA ATCC 1 M VI C TSI LIA UREA H2S LAC 

Shlgel/a spp. - + - - alk/ác - - - -
Escherichia coli 25922 + + - - ádác + - + 

Eschcrichia coli 10536 + + - - ádác + - - + 
---· 

Sa/moncl/a typhl - + - - alk/ác + - + 

s. typhimurium cdc-1 O - + - + alk/ác + - + -

Protcus mirabilis - + - + ádác + + -
K. pneumoniae - - + + + + - + 

CRECIMIENTO EN AGARES 

BACTERIA AGAR CRECIMIENTO 

Shigcl/a SS (Shígella-Salmonella) Colonias incoloras 

Slaphy/ococcus aureus SM (Sales Manitol) Colonias y halo amarillos 
·- ---- MC ------

Escherichia coli Colonias rosas 

ATCC 25922 (MaConkey) 
.---- - ---------------

Escherichia coli EMB 1 Colonias verdes 

ATCC 25922 (Eosina-azul de metileno) negruzcas con brillo 

metálico 
---- -·---·---------··-·------

Staphy/ococcus aureus SM Colonias y halo amarillos 

ATCC 6538 1 
1 --------------¡ -- -e:oioñ~a5affiaí1iia_s __ Pseudomona aeruginosa FLO 

___ A TCc__!!!._2! ____ ¡ verdosas 
-----·---- ·----·- ---·--·· - ----

1 
1 



Salmonella typhl SS Colonias con centro 

negro y vire del medio a 

amarillo 
·- --------------

Salmonella typhl SB Colonias verdes con 

(Sulfito bismuto) centro negro 

Borrletella bronchiseptica MH Colonias blancas 

ATCC4817 
··-- --

Bordetella bronchiseptica MC Colonias rosas 

ATCC4817 

Streptococcus faeca/is Agar para estreptococos Colonias blancas 

ATCC 10741 punllformes 
---------

Micrococcus /uteus MH Colonias puntiformes 

ATCC 9341 amarillas 

Salmonel/a spp SS Colonias y medio 

amarillos con centro 

negro 

Proteus mirabilis MH Lec:l1osa y producción de 

swarm1ng 
--

Klebsiel/a pneumoniae EMB Colonias rosas con 

centro oscuro 
·-f- ··--------------

Klebslel/a pneumoniae HEKTOEN Colonias anaran¡adas 

Vlbrio cholerae ambienia/ 
----

TCBS Colonias amarillas 

ATCC31221 

-----··-·· ----·------··--··-
V.cho/eme fnaba fmmana I TCBS Colonias amarillas 

ATCC 4661 
----·--·-- ----·--- ----- -- -------------- --------.- ------

Vibrio parahaemolytico TCBS Colonias verdes 

satmonella typhimuriimi-
----------------r----·------------------

SB Colonias verdes con 

CDC-010 centro negro 

satmonella 1yphiml1rium - -- ----
SS Colonias con centro 



CDC-010 

Escher/chia coli 

ATCC 10536 

Escherichia coli 

ATCC 10536 

Pseudomona aeruglnosa 

ATCC 15442 

negro y medio amarillo 

MC Colonias rosas 

EMB Colonias verdes 

negruzcas con brillo 

metálico 

FLO Colonias amarillas 

verdosas 

2STA TESIS NO S.i\Ll 
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