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ANALISIS Y EVALUACION ANTIMICROBIANA DE PRODUCTOS 

OBTENIDOS DE Parmelia flaventior 

RESUMEN 

Los líquenes son entidades formados por la asociación de algas y hongos. Estos 

sintetizan un gran número de metabolitos secundarios de tipo fanático y alifático, 

algunos de ellos tienen propiedades antibióticas, interpretándose que las sustancias 

Ilquénicas fenólicas son responsables de la actividad antimicrobiana. De esta manera el 

objetivo de este trabajo, es presentar los resultados del aislamiento, caracterización 

química y actividad antimicrobiana de un producto natural aislado de Parmelia 

flavention El liquen se recolectó en la Sierra de Guadalupe, Las Cabañas, Tepozotlán 

Estado de México en enero de 1994, fue sometido a una extracción con acetona en tres 

ocasiones, las tres muestras se juntaron y se eliminó etesolvente por destilación a 

presión reducida. El sólido obtenido fue purificado por columna en silíca gel, que a su 

vez se recristalizó con acetona y se caracterizó por métodos espectroscópicos 

tradicionales como son Resonancia Magnética Nuclear de Hidrógeno, Infrarrojo, y 

Espectrometria de Masas. Una vez caracterizado el producto como Acido Lecarónico 

se procedió a realizar las pruebas de actividad biológica, como son el método de 

Difusión (Bauer-Kirby) y Dilución en caja (CMI). Los resultados para esta última técnica 

indican que la concentración de 128 µg/ml, fue efectiva para las siguientes bacterias: 

Staphylococcus aureus A TCC 25923 y 6538, Streptococcus pyogenes p hemolltico (B), 

8acillus subtilis y Vibrio chalares (lnaba); mostrando resistencia a todas las CMI 

estudiadas: Escherichia coli ATCC25922 , Vibrio cholorae (Ogawa), y Salmonefla typhi. 

En cuanto a la técnica de difusión en caja se encontró que las cepas Grarn (+) 

presentaron mayor sensibilidad al Acido Lacerón1co que las Gram (-), esto concuerda 

con la literatura de referencia. 



INTRODUCCIÓN 

Los Productos Naturales son compuestos orgánicos que se clasifican como metabolitos 

secundarios y que se encuentran distribuidos en forma especifica tanto en reino animal, 

vegetal y mineral. 

Dentro del reino vegetal tenemos a los líquenes que son algas y hongos que se 

encuentran en simbiosis integrados fisiológicamente y obligatoriamente. 	Esta 

asociación es saprofita con la hifa micótica y algas de vida libre con una incrementada 

dependencia ecológica de el ficobionte autótrofo sobre el micobionte heterótrofo. Los 

líquenes constituyen un grupo biológico de "organismos" en el cual los hongos 

involucrados pertenecen a de varios phylum y estan representados por tres 

subdivisiones; Ascomicetos, Basidiomicetos, y Deuteromicetos. Las algas de los 

líquenes también pertenecen a cuatro subdivisiones que son: Cyanofita, Chlorofita, 

Phaeofita, y Xantofita.(12-15) 

Los líquenes sintetizan un gran número de metabolitos secundarios fenólicos y 

alifáticos, siendo los más característicos los dépsidos, las depsidonas las cuales 

derivan de las p-depsisdes y los derivados dibenzofuranos, incluyendo el ácido úsnico y 

el ácido picroliquénico(19)  Casi todos los compuestos son extracelulares cuyos cristales 

son insolubles en agua, y se encuentran depositados en la superficie de las hifas.(24)  

Los productos intracelulares que sintetizan los líquenes estan en el margen de las 

paredes celulares y el protoplasma. Algunos de los productos son sintetizados por el 

hongo y otros por el alga. Los líquenes y otras plantas similares contienen aminoácidos 

escenciales,(4)  como son; Isoleucina, Leucina, Lisina, Metionina, Fenilalanina, Treonina, 

Triptófano y Valina. Otros amonoácidos reportados son la Alanina, el ácido 

aminobutirico, el ácido y-aminobutlrico, Arginina, Asparagina, Acido Aspártico, Acido 

Cistelco, Citrulina, Acido Glutámico, Glicina, Ornitina, Prolina, Sarcosina, Serina y 



Tirosina, siendo el Acido Glutámico un producto predominantemente sintetizado por el 

alga.(")  Los Polisacáridos, monosacáridos y otros carbohidratos de bajo peso 

molecular solubles en agua o etanol son abundantes en líquenes y pueden constituir de 

3-5%del peso seco de los tallos. Muchos son comunes en el reino vegetal como son el 

arbitol, fructosa, D-manitol, ribitol, sucrosa, y a,trealosa, pero un gran número de éstos 

estan restrigidos a líquenes, como: el sipolitol, umbilicina, volemitol y varios glucanos. 

En trabajos con cultivos micobiónticos sugieren que una gran cantidad de estos son 

sintetizados por los hongos?)  Se han determinado carotenoides como son el p-

caroteno, a-criptoxantina, luteina, zeaxantina, astaxantina y mutatoxantina, producidos 

algunos exclusivamente por el alga o por el hongo, su concentración en los tallos es de 

1.5 a 24 g en peso seco. También un gran número de vitaminas, se han identificado en 

tallos de líquenes, aunque en concentraciones bajas en comparación con plantas altas, 

sin embargo se han reportado vitaminas como el ácido ascórbico, biotina y otras 

vitaminas del grupo B12, ergosterol, ácidos fálico y folínico, niacina, ácido nicohnico, 

ácido pantoténico, riboflavina, tiamina, timidina y a-tocaferol, casi todos 

presumiblemente sintetizados por las algas, ya que la porción fúngica es una fuente 

pobre de vitaminas.t41  
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GENERALIDADES 

Las sustancias liquénicas tienen propiedades antibióticas, de tal modo que los líquenes 

pueden presentar resistencia a bacterias y hongos patógenos en la naturaleza.(8)  Los 

líquenes han sido usados en medicina desde tiempos remotos por las antiguas 

civilizaciones China y Egipcia. Varias especies de líquenes han sido reportadas por ser 

efectivas en el tratamiento de tos, úlceras, hemorragias y rabia. Es conocido desde el 

siglo pasado que extractos de líquenes tenían una fuerte actividad antibiótica, 

interpretándose que las sustancias liquénicas fenólicas eran responsables de la 

actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Corynebacterium diphteriae y 

Bacillus subtilis.(1)  Un ejemplo interesante es la inhibición de crecimiento de el virus del 

mosaico del Tabaco por varios extractos de líquenes y principalmente por los Acidos 

Lecarónico, Psorómico y Usnicom 

Muchas de las sustancias extraídas de liquenes resultan ser antibióticos y son 

insolubles en agua, siendo utilizadas de esta manera para su uso terapéutico.951  Los 

compuestos fenólicos son bactericidas o bacteríostáticos dependiendo de la 

concentración a la que se usen. (271  La biosíntesis de las sustancias de líquenes es 

seguida por tres rutas principales, donde Culberson ha discutido en detalle las posibles 

etapas, especialmente el mecanismo de orto-metilación. El mismo autor ha publicado 

un exhaustivo sumarlo químico de sustancias de líquenes, que bien pueden ser 

clasificadas en base a su ruta biosintética como se describe a continuación : (4)  

1.- La ruta por el acetato-polimalonato donde se obtienen las típicas sustancias 

antraquinonas, depsides, depsidonas y ácidos grasos. 

2.- El ácido mevalónico que conduce a la formación de terpenoides y 

esteroides. 

3.- El ácido Shikímico ruta por la cual se originan pigmentos amarillos. 
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1 Ruta Acetato-polimalonato 

A) Acidos alifáticos y ésteres 

B) Alcanos 

C) Derivados Acidos fenálicos carboxilicos 

1. Derivados monociclicos 

2. Diaryl, triaryl, y tetraaryl ésteres 

(a).Derivados del Orcinol 

(1) Para depsides, tridepsides,tetradepsides 

(ii) Meta•depsides 

(iii) Bencilesteres 

(iv) Depsidones 

(b) Derivados del b-Orcinol 

(1) Para-depsides 

(ii) Meta-depsides 

(iíi) Benzil ésteres 

(iv) Depsidones 

3. Diaryl ésteres, 5,5"-di-C1 sustituidos (3-orcinol para-depsides 

4. Dibenzofuranos 

5. Acidos Usnicos y productos relacionados 

e. Cromones 

7. Xantonas 

e. Antraquinonas 

9. Naftoquinonas 

2 Ruta del Acido Adevalónico 

A) Esteroles 

B) Diterpenos 

C) Sesterpenos 



D) Triterpenos 

3 Ruta del Acido Shiki►nico 

A) Terfenilquinonas 

B) Derivados del Acido Pulvínico 

I. Ruta Acetato- polimalonato 

A) Acidos alifáticos y ésteres 

Acido Acarónico 

Acido Bourgeánico 

Acido Caperatico 

Acido Liquesterinico 

Acido Nefrosterfnico 

(+)-Acido Protoliquesterfnico 

Acido Rangifórmico 

Acido Roccéllico 

Acido Tetrahidroxiheneicosanico 

B) Alcanos 

n-Heptadecanos 

C20- C30 n Alcanos 

C) Derivados Acido fenil carboxilicos 

I. Derivados monocíclicos 

Metil orselineto 



Acido Orselinico 

OH 

CH3(CH2 3C H 
COOH 

COOH 

R= Ci3  H 

2. Diaryl, triaryi y tetraaryl ésteres 

para-Depsides, tridepsides, tetradepsides 

Acido Anziaico 

Aftosin 

Acido Artoniaico 

Acido Diploschistesico 

Acido Divaricático 

Erytrin 

Acido Everntco 

Acido Glomélico 

Acido Giomeliférico 

Acido Gyrofórico 

Acido Hiascico 

Acido Imbricári 



O OH 

OH 011 

CO 

C0011 

CH3  

CO 

C1130 	OH 

O 
	

OH 

C0011 

CH2C0C51-111 

COOH 
OH 	011 

C31-17 
/0 ✓OH 

CO 	 I 

C31-17 

Acido Lecarónico 

Acido Loxodélico 

Acido 2'-0-Metilanziaic 

Metilgiroforato 

Acido 4.-0-Metilgirofórico 

Acido 2-0-Metilperiatorico 

Acido Microfilinico 

C51111  

Acido Miriquidico 

Acido Nordivaricático 

Acido Norobtusático 

Acido Obtusático 

Acido Olivetórico 

Orcinyi Lecaronato 
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Acido Perlatólico 

Acido Planaíco 

Schaeroforino 

Tenuiorino 

Acido Umbilicárico 

(ii) meta-Depsides 

Acido Bonínico 

Acido Criptoclorofaéico 

Acido Homosekikaico 

Acido Merociorofaélco 

Metil 3,5-diciorolecaronato 

Acido 2-0-Metilsekikaico 

Acido Paludósico 

(Ni) Depsidones 

Acido Aiectorónico 

Acido Colensoinico 

Acido a Collatólico 

Diploicin 

Gangaieoidin 

Acido Grayánico 

Acido Livídico 

Acido Lobárico 

Acido Metoxycolensóinico 

Acido 2"-O-Metilfisódico 

Norlobaridona 



Acido Fisódico 

Acido Variolárico 

(iv) Depsona 

Acido Picroliquénico 

(b).- p-Orcinol 

(I) para-Depsides 

Atranorin 

Acido Baeomycésico 

Acido Barbático 

Cloroatranorin 

Acido 4-0-Dimetilbarbático 

Acido Diffractáico 

Acido 3-a-Hidroxybarbático 

Acido Norobtusático 

Acido Obtusático 

Acido Squamático 

(ii) meta-Depsides 

Acido Decarboxytamnólico 

Acido Hypotamnólico 

Acido Tamnólico 

(iii) Benzil ésteres 

Acido Alectoriálico 

Acido Barbatólico 
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(iv) Depsidones 

Acido Conorstictico 

Acido Constfctico 

Acido 4-0-Dimetilnotático 

Acido Fumarprotocetrárico 

Acido Galbinico 

Acido Hipoprotocetrá rico 

Acido Hipostictico 

Acido Malonprotocetrárico 

Acido 2-O-Metilpsororómico 

Acido Norstfctico 

Acido Notático 

Pannarin 

Acido Fisodálico 

Acido Protocetrárico 

Acido Psorómico 

Acido Salazinico 

Acido Stictico 

Vicanicin 

Acido Virénsico 

(3).- Diaril ésteres, 5,5*-di-C1-substituidos p-orcin ol para depsides 

Fenarctin 

(4).-Dibenzofuranos 

Acido Didlmico 

Acido Pannárico 

Acido Porfirilico 
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Strepsilin 

Los dibenzofuranos son reactivos de color obtenidos también exclusivamente de 

líquenes. Estos pueden ser considerados derivados de difenil y difenil eter. El ácido 

Didmico y el Strepsilin son característicos de Cladonia. Algunos de estos compuestos 

tienen actividad antibiótica. 

(5).- Acidos Usnico y productos relacionados 

(+) - Acido Isoúsnico 

( -) - Acido lsoúsnico 

2-0-Metilfloroacetofenone 

Acido Placodiolico 

(+) - Acido Usnico 

( -) - Acido Usnico 

El ácido Usnico es una sustancia amarilla , cuya aplicación comercial es la de ser un 

antibiótico. 

(6).- Cromones 

Acido Leprárico 

Roccellin 

Sifulin 

(7).- Xantonas 

Artotelin 

Lliquexantona 

Acido Tiofánico 

(8).- Antraquinonas 

Emodin 

Endocrocin 

Fallacinal 
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Parietin 

Acido Parietinico 

Acido Secalónico A 

Skyrin rodofiscin 

Acido Solorinco 

Teloschistin Fallocinol 

Xantorin 

Cerca de 40 antraquinonas se han aislado de líquenes. Todas ellas son pigmentos 

amarillos y anarajados rojizos, algunos se encuentran en hongos de vida libre. 

(9).- Naftoquinonas 

Acido Chiodectonico 

Haemoventosin 

Acido Rodocladónico 

2 Ruta del Acido Mevalónico 

A) Esteroles 

Ergosterol 

p-Sitosterol 

B) Diterpenoides 

- -16 a--Hidroxikaurano 

C) Sesterterpenoides 

Acido Retigeránico 

D) Triterpenoldes 

6 a-Acetoxi-7 a-,22dihydroxihopan 

Acido Leucotilico 

Leucotylin 

Acido Ursólico 

15 



Zeorin 

Cerca de 60 diferentes triterpenoides pentaciclicos han sido identificados en líquenes. 

3 Ruta del Acido Shikimico 

A) Terfenilquinonas 

Acido Polipórico 

Acido Telefórico 

B) Derivados del Acido Púlvinico 

Calicin 

Epanorin 

Acido Leprárinico 

Acido Leprárinico metil eter 

Acido Pinásstrico 

Acido Púlvinico 

Dilactone Púlvinico 

Acido Rhizocárpico 

Acido Vulpinico 
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PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS. 

El término antibiótico se utiliza para designar a aquellas presentaciones que contienen 

cantidades significativas de sustancias químicas producidas por fermentación 

microbiana o por síntesis, las cuales en soluciones diluidas presentan la capacidad de 

inhibir el desarrollo de microorganismos. 

La determinación de la potencia de un antibiótico, sólo puede realizarse a través de la 

medida del efecto que produce en la inhibición del desarrollo microbiano, este es un 

valor relativo al estándar de referencia empleado y puede ser expresado en unidades o 

microgramos. Para el análisis de antibióticos se utilizan principalmente métodos de 
(36) 

susceptibilidad. 

A fines de la década de 1950 las determinaciones de susceptibilidad a los 

antimicrobianos en los laboratorios de microbiología de todo el mundo se efrentaban a 

una problemática, por la falta de un método estándar aceptable. Los errores más 

comunes que afectaban el desarrollo metodológico se debían a que: las 

concentraciones de los discos variaban considerablemente, se empleaba una 

diversidad de medios, las técnicas de inoculación diferían de un laboratorio a otro, así 

como los tiempos de incubación, y los resultados eran interpretados mediante diversos 

métodos. Con el objeto de investigar este problema, se formó un comité de la 

Organización Mundial de la Salud cuyas deliberaciones proporcionaron los principios 

fundamentales que condujeron al desarrollo de las técnicas estándares de Anderson 

primero y más tarde por Bauer-Kirby."  

La prueba de susceptibilidad está indicada para cualquier organismo que contribuya a 

un proceso infeccioso que precise de quimioterapia. Estas pruebas de susceptibilidad 

son comúnmente utilizadas cuando se piensa que los organismos causales pertenecen 

a especies que son capaces de exhibir resistencia a los antimicrobianos, por ejemplo, 

Staphylococcus y las que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. (33)  
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Prueba de Susceptibilidad por el Método de Anderson. 

Esta técnica permitió la estandarización de la metodología de investigación en el 

análisis microbiológico. 

Los diversos pasos estandarizados que se han incorporado a la técnica de Bauer-Kirby 

fueron desarrollados primero por Anderson y se resumen a continuación: 

1.- Estandarización de los discos con antibiótico. Se utiliza un sólo disco con 

antibiótico en concentración conocida. 

2.- Estandarización del medio de cultivo. El medio basal es agar soya tripticaseina. 

3.- Estandarización del inóculo para de una concentración de aproximadamente de 10 

8  organismos. 

4.- Estandarización del tiempo de incubación. El tiempo óptimo para la difusión del 

antibiótico en el agar y la reacción con los microorganismos en desarrollo es de 18 

horas. 

5.- Medida del diámetro de los halos de inhibición. Los diámetros de las zonas de 

inhibición desarrollados alrededor de cada disco se miden cuidadosamente con 

vernier o regla (20) 

Métodos de Difusión. 

Se considera el agar de Mueller-Hinton el mejor medio para las pruebas rutinarias de 

susceptibilidad, mostrando: 

(1) reproducibilidad de lote-a-lote, para los ensayos de susceptibilidad, 

(2) un crecimiento satisfactorio para la mayoría de los patógenos 

Método alternativo de la capa de agar. 

El método alternativo de la capa de agar para la inoculación de las placas para la 

prueba de difusión en disco se utiliza con bacterias patógenas comunmente aisladas, 
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que crecen rápidamente, tales como Staphylococcus aureus, Enterobacteriaceae y 
(33) 

Pseudomonas aeruginosa. 

En la técnica de difusión un principio activo contenido en el extracto de una planta 

puede ser probado colocándolo en contacto con un medio inoculado y luego de la 

incubación, se mide diámetro del halo de inhibición. Se deben cuidar las condiciones de 

temperatura asl como el tiempo de incubación del sistema inoculado, ya que se pueden 
(35) 

obtener zonas de inhibición incrementadas o bien disminuidas. 

Método por perforación en el agar. 

Esta técnica de difusión permite probar suspensiones acuosas extraídas de plantas y es 

el más recomendado. En este método la presencia de partículas suspendidas 

existentes dentro de la muestra probada no interfiere con la difusión de la sustancia 

antimicrobiana dentro del agar. La ventaja de éste es utilizar pequeñas cantidades de 

muestra haciendo posible la prueba con cinco o seis compuestos por placa contra un 

mismo microorganismo. 
(35) 

Método de Cilindro Placa. 

La determinación de la potencia de un antibiótico por este método, consiste en colocar 

en cajas petri estériles una capa de 21 ml de medio base de agar nutritivo sobre la cual 

se vierte una segunda capa de agar que contiene la suspensión de inóculo bacteriano 

preparado por la cosecha de un cultivo reciente y estandarizado a la cantidad de 

microorganismos que permita medir con exactitud (generalmente 25% de Transmitancia 

a 530 nm). Para lograr una adecuada difusión del antibiótico en la capa de agar es 

Indespensable que esta sea homogénea. 

El medio que contiene el Inóculo debe de encontrarse a una temperatura no mayor de 

45°C a fin de evitar la destrucción de los microorganismos adicionándose con rápidez 

para evitar que gelifique. Sobre el agar solidificado deben colocarse en circulo con un 
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radio de separación de 2.8 cm seis penicilindros de acero dentro de los cuales se 

adicionan volúmenes iguales de cada de las cinco diluciones del antibiótico estándar y 

de la solución problema en forma alternada, por triplicado. 

Las cajas se tapan y se incuban a la temperatura óptima para el desarrollo de los 

microorganismos durante 16 a18 hr., se retiran los penicilindros y se miden con 

exactitud los halos de inhibición con un vernier. Se traza una curva estándar en papel 

semilogaritmico colocando los valores de concentración del estándar sobre el eje de las 

ordenadas y en las abscisas la medida de los halos de inhibición en mm. La actividad 

de la muestra se obtiene por la extrapolación en la curva, multiplicando por el factor de 

dilución de la muestra.130)  

Métodos de Dilución. 

En los métodos de dilución, las muestras de antibióticos existentes son mezcladas 

convenientemente con el agar que previamente se inocularon con algún 

microorganismo de prueba, luego de la incubación, el crecimiento de los 

microorganismos puede ser determinado macroscopicamente por comparación 

turbidimétrica con un control. Usualmente una serie de diluciones de una muestra 

original en el medio de cultivo es realizada e inoculada con el microorganismo de 

prueba. La interpretación de los resultados se realiza en la máxima dilución que no 

presentó crecimiento del organismo de prueba. Estos métodos son los mejores para 

ensayar compuestos solubles en agua o lipofilicos y determinar su CMI, las cuales se 

pueden correr tanto en medio liquido como sólido. Sólo el método de dilución en agar 

sólido, es conveniente para probar extractos de plantas no estériles, porque 

organismos aerobios no o se desarrollan debajo del agar solidificado. Los extractos no 

polares, aceites escenciales, suspensiones de sólidos o emulsiones y sustancias 

antimicroblanas, que no difunden a través del medio de agar, pueden ser probados 

directamente por la incorporación de estos en el agar como si fueran soluciones 
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acuosas. En una misma dilución varios microorganismos pueden serprobados 

simultáneamente, lo cual hace que el método de dilución en agar sea muy rápido y 

económico. 

Algunas investigaciones han utlizado la inoculación por punteado múltiple de los 

sistemas (vertedor Steers). Con este método pueden ser inoculados hasta 25 diferentes 

microorganismos en una placa con agar de diámetro de 9 cm. 

Tomando en cuenta todas las propiedades mencionadas, el método de dilución parece 

ser el más conveniente método de rutina para probar complejas muestras tales como 

extractos de plantas, Este método es .muy utilizado para guiar el aislamiento de 

compuestos con actividad antimicrobiana de extractos de plantas.(n)  

Tu rbidimetria : 

Es una prueba cuantitativa, la cual se utiliza para determinar la concentración mínima 

Inhibitoria (CMI) de un agente antimicrobiano que se requiere para inhibir un 

microorganismo. No está influenciada por el rango de crecimiento del microorganismo; 

también se recomienda no ser usada para pruebas directas del material clínico por la 

probabilidad de contaminación que existe. (34) 

Prueba de susceptibilidad por dilución en caldo. 

Esta prueba consta de una serie de 10 tubos que contienen caldo nutritivo, a los que 

se les añade una cantidad de antibiótico, diluido seriadamente de 100 mg/ml a 0.4 

mg/ml. La CMI se considera como la concentración de antibiótico contenida en el primer 

tubo de la serie que inhibe el desarrollo visible. 
(20) 

21 



"tits».-• 

Microtécnica de dilución en caldo. 

La microténica de dilución tiene el mismo principio que el método de dilución en caldo 

ya descrito anteriormente, excepto que la susceptibilidad de los microorganismos se 

determina por una serie de microtubos o microhoyos moldeados en una placa plástica. 

Cada placa puede contener 80, 96 o más concavidades, según el número de hileras 

horizontales y verticales. Esto permite el estudio de 10 o más antibióticos diferentes, 

con cada uno de los cuales se pueden obtener desde 8 diluciones seriadas al doble. 
(20) 

Métodos Bioautográficos. Bioautografia, corno método para localizar actividad 

antibacteriana en un cromatograma, fue extendida su aplicación en la búsqueda de 

nuevos antibióticos a partir de micoorganismos. Los problemas debidos a la difusión 

diferencial de los compuestos de un cromatograma a una placa de agar son 

simplificados y detectados por bioautogafla en una cromatografia de capa . Este 

método, sin embargo, requiere más complejo equipo microbiológico, y en contraste con 

otros métodos, este es facilmente afectado por la posible contaminación de bacterias 

presentes en el aire. 
(35) 
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Objetivo General 

Estudiar las posibilidades de uso como antimicrobianos de rnetabolitos secundarios 

obtenidos de líquenes. 

Objetivos Particulares 

1.- Obtener los productos metabólicos del liquen mediante técnicas químicas, y lograr 

su identificación y caracterización por medio de Espectroscopia de Resonancia 

Magnética Nuclear, Infrarrojo y Espectrometria de Masas. 

2.- Evaluar el efecto bactericida y/o bacteristático de los productos obtenidos del liquen 

contra algunas bacterias patógenas para humanos mediante el método de difusión en 

caja. 

3.- Establecer la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) del producto para las 

diferentes bacterias utilizadas en el estudio, 

Objetivo Académico 

Investigación sobre la obtención, de nuevos compuestos de origen natural con 

propiedades terapéuticas. 

Objetivo Social 

La posible utilización de estos productos en la Industria Farmacéutica para su 

aplicación terapéutica en la clínica como agentes antímicrobianos, contribuyendo a la 

Medicina Tradicional. 

,LUZOT,' 
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CUADRO METODOLÓGICO 

Estudio Químico 

La pureza de los productos y el desarrollo de las reacciones se siguió por medio 

de cromatoplacas de sílice gel (DC-Alufolien Kieselgel 60); utilizándose como 

reveladores sulfato cérico al 1% en H2SO4 1N, vapores de iodo y luz ultra violeta. 

Las cromatografías en columna se realizaron con gel de sílice de tamaño de 

partícula de 0.2-0.5 milimetros (35-70 mallas), utilizando como eluyente diferentes 

proporciones de n-hexano-acetato de etilo. 

Los productos de reacción fueron caracterizados por métodos espectroscópicos 

comunes. Los espectros de masas (EM-IE) se determinaron en un espectrómetro 

Hewlett Packard 5985 -B a 70 eV., los espectros de resonancia magnética nuclear de 

hidrógeno (RMN-H1) se registraron en un aparato Varian FT-80 a 200 MHz, los 

desplazamientos químicos (d) están dados en partes por millón y los patrones de 

acoplamiento se indican como: s= señal simple y m= señal múltiple, los espectros de 

infrarrojo se adquirieron en un aparato Perkin Elmer 283 y Nicolet FT 55K. 

El espécimen fue recolectado en La Sierra de Guadalupe, Las Cabañas, Tepozotlán 

Estado de México en enero de 1994 y clasificado botánicamente por Biol. Ma. de los 

Angeles Herrera, investigadora del Instituto de Biología de la UNAM, ( Voucher MEXU-

EAI). 

El liquen fue sometido a extracción con acetona en tres ocasiones, las tres muestras se 

juntaron y de eliminó el disolvente por destilación a presión reducida, utilizando un 

rotavapor. El resultado de esta operación produjo un sólido que fue purificado por 

columna en silica gel utilizando una mezcla de Hexano-Acetato de Etilo, obteniedose un 

sólido blanco, que a su vez fue recristalizado de acetona ( 1% pf.180 °C ) y que 

caracterizado como Acido Lecaffinico, por los métodos espectroscópicos tradicionales, 

com Resonancia Magnética Nuclear de Hidrógeno, Infrarrojo, y Espectrometría de 

Masas .(38)  
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Estudio Microbiológico 

A partir del producto obtenido y caracterizado como Acido Lecarónico, se realizaron 

pruebas de solubilidad del mismo en diferentes disolventes tanto orgánicos corno 

inorgánicos, como son acetona, alcohol etílico, metílico, isopropílico y buffer de 

diferentes sales como son citratos, boratos, carbonatos, fosfatos. Lo anterior se 

realizó con la finalidad de encontrar un disolvente que permitiera la mejor solubilidad 

del producto en los discos de papel filtro, asi como evitar en lo posible que éste 

dañara la estructura celular. El disolvente orgánico mas adecuado fue la acetona, asi 

como un buffer de H2P0-4/HP02-4  + HC037CO2-3  a pH = 8,0, el cual disuelve en forma 

parcial al compuesto, permitiendo la formación de una suspensión . 

Para la prueba de susceptibilidad de dilución en caja se realizó según la técnica descrita 

en Ericsson.(21.31)  

El medio de elección para evaluar las pruebas de susceptibilidad en caja fue el agar 

Mueller-Hinton, al cual se le realizó control de calidad con diferentes cepas de ensayo y 

discos con Antibióticos comerciales, los resultados concordaron con los descritos por la 

OMS en el Manual de Medios de cultivo. Los halos de inhibición se compararon con los 

obtenidos con antibióticos comerciales como la Penicilina, Eritromicina, Tetraciclina,etc. 

(Merck pp 127) (28)  

Para la identificación de las cepas bacterianas en estudio se realizaron las Pruebas 

Bioquímicas siguientes: Gram, Catalasa, Oxidasa, Oxidación/Fermentación, Citratos, 

Coagulasa, Indo!, Rojo de Metilo, Motilidad, Nitratos, Fermentación de Glucosa y 

Manitoi.(20,22 y 37) 
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PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD POR EL MÉTODO DE DILUCIÓN EN AGAR. 

Preparación de las diluciones. 

Diluciones logarítmicas ( log 2) o dobles se usan normalmente para determinar las 

CMI, las escalas de dilución deben incluir una concentración de 1 lig 1 MI o 1 UI / ml. 

Para lo cual se parte de 20 mg del compuesto puro que son disueltos en 1 ml de 

acetona, una vez obtenida la solución se agregan 2 ml de buffer H2P0-4/HP02-4  

HCO-3/C02-3  a pli= 8.0, obteniendo un volumen de 3 ml, los cuales son agregados a 

un tubo que contiene 7 ml de agua estéril y destilada, esta solución resultante es la 

base para realizar las diluciones logarítmicas para poder calcular las CIM de acuerdo a 

la técnica descrita en las citas (21 y 32), De esta manera se obtienen las 

concentraciones siguientes a evaluar: 

128 in / ml 

64 lig / ml 

32 lig / ml 

16 p.g / ml 

Para bacterias aerobias y anaerobias facultativas de crecimiento rápido se favorece en 

el agar Mueller-Hinton( M-1-1). Para el trabajo de referencia se añade un volumen de 

cada dilución de antimicrobiano a cada nueve volúmenes de agar 1:10, se toman 0.5 ml 

de cada dilución los que son agregados a 4.5 ml de agar Mueller-Hinton estéril 

preparado en el momento y dejando enfriar a 40°C aproximadamente de manera que 

esta temperatura permita eliminar la acetona que aún este presente de de la dilución 

original, así como permitir vaciar en cajas Petri de 60 mm x 15 mm. y no desnaturalizar 

el producto a evaluar ( cada prueba se hace por triplicado). 

'91.45.Vo 
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Preparación del inóculo 

En esta etapa se cuenta con bacterias ATCC, perfectamente tipificadas, de las 

siguientes cepas Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 

6538, Escherichia coi( ATCC 25922, Streptococcus faecalis ATCC 29213, así corno 

cepas obtenidas por aislamientos patológicos como son Streptococcus pyogenes 0-

hemolitico del grupo B, Vibrio cholerae serotipo 01 especies inaba y ogawa, y 

Bacillus subtilis. 

Para la preparación del inóculo se toman 4 o 5 colonias pequeñas, representativas de 

los microorganismos a probar, se inoculan en 5 ml de caldo de soya tripticaseína 

incubando a 200 rpm a 37 °C de 2 a 3 horas, y se lee la concentración por 

Nefelometria por la técnica de MacFarlan, dando una concentración de 5x10°  UFCImI 

para Enterobacteriacea. 

Inoculación del medio 

Una vez solidificadas las cajas, la superficie de agar que contienen las diluciones de 

antimIcrobianos y la placa control se inoculan por punteado con una micropipeta sin 

extender, 1 a 2 ml, cada punto equivale 104  UFC, de 5 a 8 mm de diámetro. Haciendo 

de 5 a 6 inoculos en cada caja.122)  

Incubación 

Las placas de agar inoculadas se dejan enfriar hasta que las gotas de inóculo se 

absorban completamente y luego se incuban a 37° C durante 16 a 24 horas, e 

interpretándose posteriormente la CMI.11)  
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PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD POR EL MÉTODO DE BAUER Y KIRBY O 

DIFUSIÓN EN CAJA. 

Nos basamos en la utilización de sensidiscos de papel con antibiótico, el cual se difunde 

en dirección lateral en la superficie del agar inoculado. Se seleccionó como medio de 

cultivo estándar el agar Mueller-Hinton. 

El medio en la placa debe alcanzar un espesor uniforme de 4 mm. Si es más fino, los 

antimicrobianos tienden a difundir más en dirección lateral, aumentando el tamaño de 

las zonas de inhibición, un agar de mas de 4 mm de espesor produce una mayor 

difusión del antibiótico hacia abajo. Con un hisópo estéril se tocaron las superficies 

convexas de 4 o 5 colonias de apariencia semejante y se sumerge el hisópo en 3 ml 

de caldo soya tdpiticaselna. Se incubó el cultivo a 200 rpm a 37° C durante 

aproximadamente 2 a 3 horas, hasta que la turbidez del medio fue equivalente al 

estándar No. 0.5 de MacFarland con una concentración bacteriana de 

aproximadamente de 1 ó 2 x108  UFC/ ml. Se inoculó con un hisópo la superficie de una 

placa de agar Mueller-Hinton, tratando de mantener la tapa entreabierta cerca del 

mechero para permitir la evaporación de cualquier exceso de humedad de la superficie 

del agar. Se cubrió uniformemente toda la superficie de la placa, para lo cual se estrió 

con el hisópo por lo menos en tres direcciones, dando vuelta ala placa en ángulos de 

aproximadamente 60° luego de cada estrla. Una vez seco el báculo, se colocaron los 

discos con antibiótico sobre la superficie del agar.(".32)  

Discos 

La concentración de antibiótico en el disco debe ser suficientemente grande como para 

producir una difusión homogénea y fácilmente reproducible. 

Los discos de papel filtro y con 0.6 cm de diámetro son Impregnados con con 25111 de la 

solución stock, cuya concentración es de 1.786 Itg / 25 111. Entre cada aplicación del 
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compuesto se deja secar perfectamente cada disco. Una vez preparadas 

convenientemente las placas para la prueba de susceptibilidad, se colocan a incubar a 

37°C x 18 a 20 horas. Después de este lapso de incubación, aparecen las zonas de 

inhibición al rededor de los discos que contienen el antibiótico. Los diámetros de estas 

zonas se deben medir cuidadosamente por la parte posterior de la placa, utilizando una 

fuente de luz brillante, y con un vernier. 

En cada caja se utilizó un disco control con acetona para evaluar si podría existir un 

efecto inhibitorio en el crecimiento de cada cepa.12°)  
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RESULTADOS, EVALUACION Y ANALISIS 

Estudio Químico 

ESPECTROSCOPIA 

El espectro de absorción de Infrarrojo (espectro 1) muestra lo siguiente: (omax en mil 

banda en 3500-2500 debida al enlace 0-H tanto del alcohol, como al ácido carboxilico, 

banda en 3030 Csp2  H, 2980 Csp3  H , banda en 1625 debida al enlace carbonilico. El 

espectro de RMN de Hl  (espectro 2) ( Deuterocloroformo, TMS como ref interna ), 

muestra en ppm una señal simple en 12.15 que íntegra para un protón y es asignada al 

H del ácido carboxilico, dos señales simples en 10.65 y 9.80 que integran para un hl ciu 

asignadas a los OH fenólicos e, estas tres últimas señales desaparecen al intercambiar 

con D20, en 6,6 un grupo de señales que integran para 2H asignadas a lo 11 del anillo 

aromático B, señal simple en 6.3 que integra para 2H asignadas a los H del anillo 

aromático A y finalmente 2 señales simples 2.4 que integran para 6 Fl asignadas a los 

dos grupos metilo del compuesto. En RMN de Carbono 13, (espectro 3) observamos las 

señales asignadas al grupo carbonilo en 173 y 169, las señales de los carbonos de los 

anillos aromáticos se pueden agrupar entre 100 y 166 ppm y finalmente las señales 

debidas a los dos grupos metilo en 24 y 23 ppm. En espectrometrla de masas m/z 

(espectro 4) [(% abundancia relativa)) por impacto electrónico podemos observar el ion 

molecular en 318, que corresponde al peso molecular de la muestra problema, así 

como al pico base en 122 .(31  

Debido a estas características y al hecho que el punto de fusión corresponde al 

reportado en la literatura, se considera que está plenamente caracterizado el producto 

natural, por lo que se procedió a realizar las pruebas de actividad biológica del producto 

identificado como Acido Lecarónico. 
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Estudio Microbiológico 

Los resultados de las Pruebas Bioquímicas realizadas se detallan en la Tabla 4. 

Para la prueba de susceptibilidad en disco se utilizaron 50mg del compuesto puro, ya 

que para dicha prueba se trabajaron cantidades menores (10,20 y 30mg) de compuesto 

no encontrandose los resultados de inhibición con éstas, por lo que se trabajó con 

50mg encontrándose los resultados que se mencionan a continuación en la Tablal los 

resultados obtenidos se compararon con los reportados en las tablas (A,A1,A3 y A6) 

en el Anexo 2. 

TABLA 1 Resultados del Método de Difusión en Caja. 

Los mayores diámetros de inhibición se observaron en las bacterias Gram (+) 

mostrando mayor sensibilidad al Acido Lecarónico. Mientras que las bacterias Gram (-) 

presentaron diferentes grados de susceptibilidad, la mayor eficacia del producto natural 

como antibiótico fue en E. coli y las dos cepas de Vibdo cholerae 01, por otro lado la 

cepa de Salmonella tyhpi presentó resistencia al producto (29,3°l 
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pyogenesf hempllUco°'  

Bacillus 

En la Tabla 2 se muestran los resultados del método de dilución en caja, donde se 

observa la resistencia por Salmonella typhi, E.coli ATCC 25922 y Vibrio cholerao 

(ogawa) las diferentes concentraciones utilizadas para calcular la CMI, siendo para los 

demás casos probados la concentración de 128 ug /ml 	en la que presentan 

sensibilidad la mayoría de las cepas en estudio. 

TABLA 2 Resultados del Método de Dilución en Caja. 

(-) = Resisitente 
(+)= Sensible a 128 pg /ml 
UFC= Unidad Formadora de Colonias 

Las cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y Vibrio cholerae serotipo 01 especie 

ogawa, en presencia del Acido Lecardnico, disminuyeron su cuenta viable (UFC/ ml) en 

las concentraciones probadas (hasta 5124/m1), por lo tanto no se calculó las CMI en 

este trabajo, sugiriéndose en estudios posteriores evaluar concentraciones mayores en 

caja, as( como las cinéticas de crecimiento en medio liquido en presencia del producto 

natural. 
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En la Tabla 3 se muestra que el Acido Lecarónico para el caso de Vibrio cholerae 

(ogawa), presenta un halo de inhibición superior al desarrollado por discos con 

Penicilina (10pg), y para Vibrio choloroa (inaba) el halo de inhibición es mayor al 

presentado por la Gentamicina (10n), en tanto que para E. Coli ATCC 25922 el halo 

de inhibición es menor en comparación a todos los antibióticos probados. En Bacillus 

subtilis el halo de inhibición es muy cercano al presentado por la Tetraciclina, mientras 

que para el Staphylococcus aureus ATCC 6538 el halo de inhibición fue para el Acido 

Lecarónico mayor al resto de los antibióticos probados. (29.301  

TABLA 3 Comparación de halos de inhibición del Acido Lecarónico y diferentes 

antibióticos 

Halos de inhibición mm. 

Cepas bacterianas Pe 

(10µg) 

E 

(10pg) 

Ci 

(104) 

Ge 

(104) 

Te 

(101g) 

Ak 

(104) 

A. Lec.  

V. cholerae ogawa 10 25 39 19 24 - 13 

V.cholerae 	inaba - - 30 12 24 17 15 

Staph. aureus ATCC 

6538 

- 20 18 15 18 18 27 

Escherichia coli 

ATCC 25922 

14 20 20 20 12 

Pe = Penicilina, E= Eritromicina, Cl= Cloranfenicol, Ge= Gentamicina, Te=Tetraciclina, 

Ak= Amikasina. 

Los resultados indican que las bacterias Gram (+) presentan una mayor susceptibilidad 

al Acido Lecaróníco, mientras que las bacterias Gram (-) muestran resistencia a este. 
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GRAM i  CATALASA OXIDASA OXIDACION / CITRATOS!COAGULASA INDOL ROJO DE MOTILIDAD , NITRATOS FERMETACION , FERMETACION 
METILO 	 DE GLUCOSA 1 DE MANITOL FERMENTACION 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

o 
F 

BACTERIAS 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 

Staptaylococcus aureus ATCC 6538 

St. raecatis 

SL pyogenes b hemolitico gpo. B 

Escherichia coli 

indo cholerae (finaba) 

ibrío cholerae (ogawa) 

acinus SUbtiiiS 

SaImonena typhl 

. 	r 	. 	 . 	. 

. 	. 	. 	r 	. 	r 

r 	 . 	r 

Tabla 4 

Pruebas bioquímicas relizadas para la identificación de las diferentes cepas en estudio. (20,22,37) 

( + ) = Positivo. 
( - ) = Negativo. 

( O ) = Oxidativa. 
(F)= Fermentativa. 



Equipo, Material y Reactives 

Equipo 	 Marca comercial. 

Autoclave 	 Presto 

Balanza analitica 	 Sauter 

Balanza granataria 	 Harvard trip OHAUS 

Espectrofotómetro 	 Spectronic 20 Bausch Lomb 

Agitador incubadora 	 New Brunswick Scientific 

Estufa 	 Riossa 

Material 	 Marca comercial 

Agitador 	 Super-Mixer 

Refrigerador 	 Kelvinator 

Cajas petri 60 mm x 15 mm. 	 Pyrex, Kimax 

Cajas petri 120mm x 30mm 	 Pyrex, Kimax 

Matraces erlenmeyer de 250 ml.. 	Pyrex, Kimax 

Matraces erlenmeyer de 500 ml. 	Pyrex, Kimax 

Pipetas graduadas de 1 y 5 ml. 	 Pyrex, Kimax 

Tubos de ensaye 	 Pyrex 

Probeta de 500 ml 	 Pyrex 

Pinzas de disección 

Asa bacteriológica 

Mecheros Busner 

Papel filtro 	 Whatman 

Micropipeta de 5 pl 	 Tri-Continent Scientific. 

Hisópos estériles 
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Reactivos 	 Marca comercial 

Agar Mueller- Hinton 	 Bioxon 

Agar Nutritivo 	 Bioxon 

Caldo soya tripticaseina 	 Bioxon 

Acetona grado químico 	 Baker-Analyzed 

NaHPO4 	 Baker-Analyzed 

NaHCO3 	 Baker-Analyzed 

Fenol al 7% 	 Baker-Analyzed 

Alcohol etílico 	 Baker-Analyzed 

Agua destilada 

Unidiscos de diferentes antibióticos ( Penicilina, Gentamicina, Eritromicina, 

Cloranfenicol,Tetraciclina y Amikasina. ) 

Cepas bacterianas obtenidas tanto como de colección como por aislamientos 

patológicos resientes 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 y 6538 

Escherichia coli ATCC 25922 

Vibrio cholerae serotipo 01 especies ogawa e finaba 

Bacillus subtillis 

Streptococcus pyogenes p hemolltico (grupo B) 

Streptococcus faecalis 

Salmonella typhi 
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CONCLUSIONES 

• Los resultados obtenidos son importantes y pueden ser utilizados como referencia del 

efecto del Acido Lecaróníco, como sustancia antímícrobíana en diferentes cepas 

bacterianas. 

• La concentración mínima inhibitoria en el 65% de los casos fue de 128 Itg/ ml, 

mientras que el resto de las cepas probadas mostraron resistencia hasta 512 ug/ ml. 

Por lo anterior se sugiere que para trabajos futuros para calcular la Concentración 

Mínima Inhibitoria se parta de la concentración ya citada, 

• Dado a los antecedentes citados del uso de líquenes como antibióticos y los 

resultados obtenidos en este trabajo de investigación muestra la posibilidad del liquen 

Parmelia flaventior, como tratamiento alternativo contra infecciones bacterianas y muy 

específicamente contra bacterias Gram (+) ya que estas resultan más sensibles al 

producto natural. 
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CALENDARIZACION 

(1994) 

ACTIVIDAD Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Sep Oct 

Investigación hemerográfica X 

Identificación del liquen X 

Purificación y extracción X 

Estudios de solubilidad X 

Obtención de cepas e 

identificación por pruebas 

bioqulmicas 

X X 

Método de difusión a diferentes 

concentraciones 

X X X 

Método de dilución X X X 

Análisis de resultados 
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Recomendaciones y sugerencias 

- En el Plan de Estudios de la carrera de Q.F.B. no existe una asignatura que cubra los 

conocimientos de Espectroscopia, por lo cual se sugiere que los alumnos que retomen 

el tema o alguno similar se capaciten en este tipo de cursos para la caracterización de 

sustancias de origen natural o sintético. 

- Las cepas que se utilizaron en este trabajo son patógenas para humanos, por lo cual 

se recomienda probar el efecto del Acido Lecarónico en bacterias de interés veterinario 

- Los estudios In -vitro" indican la posibilidad del uso del Acido Lecarónico "in-vivo", lo 

cual será complementado en estudios posteriores con los resultados del efecto 

toxicológico en animales. 

,41111.." 
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ANEXO 2 



Tabla Al Zona interpretativa de diámetro estandar para Streptococcos 

Halos de inhibición en (mm) 
Agente 

Antimicrobiano 
Contenido de 

disco 
Resistente Intermedio Susceptibilidad 

moderada 
Susceptible 

Ampicilina 10 (ug) < 21 22 - 29 z_ 30 
Cefotaxime 30 (119) 5 14 15 - 22 z 23 
Cefalotina 30 (4) 5 14 15 -17 z. 18 
Cloramfenicol 30 (4) 5 12 13 -17 z_ 18 
Clindamicina 2 (1.1g) 5 14 15 -20 z 18 
Eritromicina 15 (1i9) 5 13 14 •30 ?. 21 
Oloxacina 5 (lig) 5 12 13 • 15 1 16 
Penicilina G 10 U .5 19 20 - 27 z 18 
Tetraciclina 30 (ng) 5 14 15 - 18 z 19 
Vancomicina 30 (ug) _5 9 10 - 11 12 

Tabla A3 CMI estándar Interpretativa para miembros de la familia Enterobacteraceao y 
rangos para Escherichia coli ATCC 25922. 

Agente 
Antimicrobiano 

Amikacina 
AmoicIllina 

Susceptible 

516 
5 8/4 

	

CMI 	( pg / rril ) 

	

Susceptibilidad 	Intermedia 
moderada 

32 
16 / 8 

Resistente 

It 64 
z.32 / 16 

E. co/iATCC 
25922 
0.5 - 4 

2/1 -8/ 4 
Ampicilina 5 8 16 ?: 32 2- 8 
Cfuroxime c4 8 - 16 1 32 2 - 8 
Cefalotin s 8 16 1 32 4 - 16 
Cloramfenlcol 5 8 16 , 32 2 - 8 
Gentamicina 5 4 8 z 16 0.25 - 1 
Kanamiclna 516 32 z_ 64 1 - 4 
Netilmicina 5 8 16 k 32 5' 0.5 - 1 
Piperacilina 5 16 32 - 64 z 128 1 - 4 
T etraciclina 5 4 8 ,1 16 1- 4 
Trimetoprima - 
sulfametoxazol 

s 2 z 4 5 0.5 - 1 



Taba A6 CIM estándar interpretativa para staphylococci y rangos para Staphylococcus 
aureus ATCC 29213 

CIM (ug / ml ) 
Agente 

Antimicrobiano 
Amoxicilin 
Ampicilina 
Cefazolin 

Susceptible 

s 4/ 2 
s 0.25 

5 8 

Susceptibilidad 
moderada 

16 

Intermedia Resistente 

z. 8 /4 
? 0.5 
z. 32 

S. aureus 
ATCC 29213 

0.25 - 1 
0.25 - 1 

Cefotaxime .s8 16 - 32 > 64 1 - 4 
Cefalotin s 8 16 _.› 32 01-01 
Cloramfenicol s 8 16 z 32 2- 8 
Ciprofloxacina s1 2 z 4 0.1 -0.5 
Clindamicina 5 0.5 1 - 2 z 4 0.01 -0.25 
Eritromicina s 0.5 1 -4 z 8 012-05 
Gentamicina 54 8 ? . 16 0.12 - 1 
Meticilina 5 8 z 16 0.5 - 2 
Ofloxacina s 2 4 z 8 0.12 - 1 
Oxacilina s 2 z 4 0.12 - 5 
Penicilina G 5 0.1 2 k 0.25 0..25 - 1 
Rifampicina s 1 2 z 4 0.008 -0.06 
Tetraciclina s 4 8 .?. 16 0.25 - 1 
Trimetoprim • 
sulfametoxazol 

52/38 z 4 /76 5.0.5/9.5 

Vancomicina 54 8- 16 z 32 0.5 - 2 

Referencias: 

1.- NCCLS. 1986 Evaluation Production Lots of Dehydrated Mueller-Hinton Agar. Proposed 
standard M 6- P. NCCLS, Villanova, Pa. 

2.- NCCLS. 1990. Methods for DilutIon Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That 
Grow Aeroblcally, 2nd de. Approved standard M7 -A2. NCCLS, Villanova, Pa. 

3.- NCCLS. 1991. Performance Standardas for Antimicrobial Susceptibility Testing. Third 
Informattional supplement. M100 -S3. NCCLS, Villanova, Pa. 
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