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RESUMEN

Esta tesis se realizé en el laboratorio de Microbiologia Industrial en la Unidad
de  Posgrado de la FES-Cuautitlan, UNAM. Con el fin de probar los fenil
carbamatos de etilo como posibles antimicrobianos utilizando 18 cepas de interés

clinico, algunas de ellas de coleccién.

Para lo cual se realizaron pruebas de sensibilidad utilizando sensidiscos
previamente impregnados con el carbamato. Se determind si habia inhibicién del
crecimiento bacteriano, utilizando diferentes concentraciones del compuesto.
Encontrandose que la mayoria de las cepas utilizadas mostraron sensibilidad a los

fenil carbamatos de etilo, principalmente con Carba-OH.

Por otra parte, para determinar la CMI y CMB, se cotrieron cinéticas de
crecimiento con Escherichia coli (E. coli) ATCC 10536. Utilizando Carba-C y
Carba-metoxi, y se realizaron pruebas para determinar el disolvente mas adecuado
que interfiriera lo menos posible con la inhibicidn del crecimiento bacteriano y que a
su vez los productos fueran solubilizados. Con lo cual logramos determinar las
concentraciones minima inhibitoria (CMI} y la concentracién minima bactericida

(CMB)

Los resultados fueron corroborados realizando pruebas de susceptibilidad por
dilucion en caldo Miiller-Hinton. Y se logré determinar el efecto bacteriostatico de

los fenil carbamatos de etilo.
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INTRODUCCION.

La idea y atin el intento de usar substancias derivadas de un microorganismo
vivo para matar a otro son casi tan viejos como la ciencia misma de la
microbiologia. De hecho la aplicacion de la terapéutica antibidtica, sin ser

reconocida como tal, es mucho més antigua. '

Uno de los principales triunfos de la ciencia médica en el siglo XX ha sido la
virtual erradicacion de muchas enfermedades infecciosas por medio del uso de
agentes quimioterapéuticos. Dos importantes descubrimientos revolucionaron el
tratamiento de las enfermedades infecciosas. El primero fue en 1935, con el efecto
curativo del pigmento rojo Prontosil en infecciones estreptococicas, el cual fue el
precursor de las sulfamidas; el segundo descubrimiento que inici6 la edad de oro de
la antibioticoterapia fue el resumen publicado en 1940 sobre las propiedades de un
extracto de cultivos de Pemicillium notatum. Aunque la penicilina habia sido
descubierta en 1929 por Fleming, fue el grupo de Oxford el que demostré su
inigualado poder. Y fue a partir del descubrimiento de la estreptomicina en 1944,
hasta el presente, que la busqueda de tales agentes ha sido un esfuerzo planificado

y disefiado en forma cientifica. """

En la actualidad el buscar y mejorar los agentes antimicrobianos, sigue siendo
un esfuerzo de grupos multidisciplinarios de investigadores que enfocan su atencion
en conocer cual es el ciclo vital de éstos, para de esta forma elaborar y disefiar
fanmacos que actiten de manera especifica y eliminar asi el problema de la

resistencia de microorganismos hacia algunos antimicrobianos causada

principalmente por su mal uso.



Por lo que en el presente trabajo se pretende evaluar la posible actividad
antibacteriana en microorganismos patogenos, de los fenil carbamatos de etilo que
son derivados del acido carbamico sintetizados por el método ya descrito en la

iiteratura.®

El uso como agente quimioterapéutico de estos productos sintéticos se puede
determinar a través de diferentes metodologias que nos permitan revelar su posible

uso para terapias clinicas.
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GENERALIDADES.
3.1. ANTIMICROBIANOS.

El periodo que sigue a la Segunda Guerra Mundial ha visto el establecimiento y
el rapidisimo crecimiento de una gran industria nueva, la utilizacion de los
microorganismos para la biosintesis de agentes quimioterapéuticos, especialmente
antibioticos y hormonas. Casi todas las enfermedades infecciosas producidas por
bacterias, que antes de la era de los antibidticos resultaban causas importantes de
muertes hunanas, se ha sometido a control con el uso de estas drogas. En los paises
desarrollados las infecciones bacterianas son una causa de muerte menos frecuente
que el suicidio o los accidentes de transito. ©*

Durante vanas décadas el control de las enfermedades se basd en el uso de
antisueros y vacunas y fue en gran parte preventivo. Hasta que Paul Ehrlich inicid
una bisqueda empirica de productos quimicos de sintesis con una toxicidad
selectiva para los microorganismos patégenos. Acuiio la palabra quimioterapia para
describir esta manera de abordar el control de la enfermedad infecciosa. Y en 1909
descubrio compuestos organicos sintéticos que contenian arsénico, efectivos contra

ia sifilis, pero con efectos secundarios.

El siguiente avance, también empirico, fue probando colorantes de anilina como
antimicrobianos, encontrando la sustancia prontosil efectiva, aunque posteriormente
se demostrd que era un producto incoloro de su degradacidn, la sulfanifamida, que
se formaba en el cuerpo del animal, la que posee la actividad antimicrobiana. D. D.
Woods observo que la mlubicién de crecimiento bacteriano por la sulfanilamida
podia ser revertido por un andlogo estructural, por lo que inicidé una serie de

brllantes deducciones. &



Su trabajo parecia ofrecer una manera racional de abordar la quimioterapia
mediante la sintesis de analogos de metabolitos esenciales conocidos. En afios
sucesivos fueron sintetizados y ensayados miles de analogos estructurales de
aminoacidos, purinas, pirimidinas y vitaminas, pero se encontraron pocos de
utihdad. El gran avance moderno de la quimioterapia procede del descubrimiento
fortuito de que los microorganismos sintetizan y excretan compuestos que son
selectivamente tdxicos para otros microorganismos. Estos compuestos denominados

antibioticos, han revolucionado la medicina moderna. ©*

El primer antibidtico quimioterapéuticamente efectivo fue descubierto por
Alexander Fleming en 1929, quien observé la inhibicion del crecimiento bacteriano
en la proximidad de una colonia de hongo, razoné que el hongo excretaba al medio
un producto quimice que impedia el desarrollo bacteriano. Por lo que aislé al hongo
que resulto ser del género Penicillium, y afirmd que los filtrados del cultivo
contenian una sustancia antibacteriana que denomind penicilina. La cual resultd ser

inestable y Fleming fue incapaz de purificarla. “®

Diez afios mas tarde, un grupo de cientificos britanicos encabezados por H. W.
Florey y E. Chamn reemprendieron el estudio de la penicilina, la cual sigue siendo
uno de los agentes quimioterapéuticos mas efectivos para el tratamiento de muchas

mfecciones bacterianas; principalmente a las causadas por Gram-positivas.

Un segundo antibidtico de importancia clinica fue la estreptomicina, que es
cfectiva tanto sobre las Gram-negativas como sobre Mycobacterium tuberculosis,
descubierto por A. Schatz y S. Waksman. La estreptomicina fue el primer ejemplo

fue un antibidtico de amplio espectro. Después se descubrid, [as tetraciclinas.



Los antibidticos han resultado ser menos utiles en el tralamiento de infecciones
fangicas: tales como la nistatina y la anfotericina B siendo considerablemente menos
efectivos desde el punto de vista terapéutico que sus equivalentes antimicrobianos
debide a que su toxicidad es menos selectiva. Todavia es necesario encontrar
buenas sustancias antivirales. Desde 1945, han sido aislados y caracterizados miles
de antibioticos producidos por hongos, actinomicetos, o bacterias unicelulares. Pero

solo una pequefia fraccién de éstos poseen valor terapéntico.©?

El término antibidtico se refiere a una sustancia producida por microorganismos
tales como hongos (Penicillium), bacterias (Buacillus, Streptomyces,
Cephalosporium y Micromonosporas), los cuales son utilizados para combatir
enfermedades infecciosas. En tanto que los agentes quimioterapéuticos son
antunicrobianos sintéticos. Los términos anfibidtico, agente quimioterapéutico y
antimicrobiano a menudo se emplean indistintamente para denotar firmacos

naturales o sintéticos !'®,

Los antibioticos estin ampliamente distribuidos en la naturaleza, donde
desempeiian un importante papel en la regulacion de la poblacidn microbiana en el

suelo, agua potable, aguas cloacales y abonos. @

La toxicidad selectiva es una propiedad fundamental para un agente
quimioterapéutico. Debe inhibir o destruir al patdgeno sin dafiar al huésped “%. Por
lo que podemos decir de manera particular que un agente antitnicrobiano ideai debe
mostrar una toxicidad selectiva, es decir, a concentraciones toleradas por el
huésped, obstaculiza algunos procesos metabdlicos o de sintesis que solo existen en

el organismo infectante y no en las células del huésped 2.



En Ia actualidad el concepto de toxicidad selectiva verdadera se aplica a las
penicilinas y a las cefalosporinas que solo actian contra bacterias. No obstante
muchos otros antimicrobianos muestran toxicidad selectiva suficiente como para

que sean agentes efectivos quimioterapéuticos contra infecciones™.

El quimioterapéutico ideal es aquél que tiene un efecto bactericida méds que
bacteriostatico. Los agentes bactericidas dan muerte a los microorganismos contra
los cuales se emplean, mientras que los agentes bacteriostaticos ejercen solamente
un efecto inhibidor en su crecimiento”. Es decir, es preferible un agente gue
destruya con rapidez a los microorganismos, en lugar de un agente que solo inhiba
el crecimiento en forma reversible. La eficacia de los farmacos antimicrobianos
depende del grado de sensibilidad de los microorganismos blanco. Cada agente es

efectivo contra un espectro definido de microorganismo.®%

El quimioterapéutico ideal es aquel para el cual los microorganismos
susceptibles no se vuelvan genética o fenotipicamente resistentes.”> No debe ser
alergénico, su administracién no serd prolongada y a grandes dosis no debe
provocar efectos colaterales adversos. Es deseable que el antibidtico sea
hidrosoluble v estable, y que los niveles bactericidas en el organismo ademas de
poder ser alcanzados con rapidez puedan ser mantenidos durante periodos

prolongados. “%

Los agentes quimioterapéuticos tienen un mecanismo de accidn que interfiere a
nivel de una diversidad de sitios vulnerables en la célula. Interfieren con:
1) la sintesis de la pared celular, 2) Ia funcidon de la membrana, 3) la sintesis

proteica, 4) metabolismo de acidos nucleicos, y 5) el metabolismo intermedio. %
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Dentro de limites amplios, las bacterias se dividen en grandes grupos en cuanto
a la susceptibilidad a los antibiéticos. Las bacterias gram-positivas, posiblemente
porque carecen de una membrana externa, son mas permeables a muchos de los
antibiticos clasicos y en general son mas susceptibles que las gram-negativos. Por
ejemplo, los estreptococcos y los newmococos suelen ser casi mil veces mas
susceptibles a la penicilina G que la E. coli. En su mayoria depende de la presencia

. Gy s . . . 1
de cepas resistentes a los antibidticos en un medio ambiente en particular. @

La importancia de la resistencia a los fArmacos antimicrobianos esta ilustrada
por las catastroficas "epidemias” de resistencia al cloranfenicol que ocurrieron en
México a fines de la década de 1960 y comienzos de 1970 con la disenteria por
Shigella y luego con las infecciones por Salmonellas. En la epidemia inicial no se
reconocio que el motivo por ¢l cual los pacientes no respondian al cloranfenicol era
que las bacterias se habian vuelto resistentes. Es importante que sea monitoreada a

mivel nacional y local y que el personal médico cuente con la informacion, )

El estudio de la sensibilidad de las bacterias a los antibidticos (antibiograma) es
necesario porque el espectro de actividad de los preparados es limitado y las
bacterias tienen capacidad para desarrollar resistencia®. Los métodos utilizados
permiten el estudio directo de la sensibilidad o detectar la pérdida de la misma,

frente a antibioticos selectos en bacterias aisladas en procesos patolégicos.””

La capacidad de muchos microorganismos para desarrollar resistencia frente a

@2 % ofrece una seria amenaza para su futura

las drogas quimioterapéuticas
utilidad; por lo que se debe abandonar la nocién de que afectan solo a los

microorganismos contra los cuales estan dingidos.

11



Hay dos mecanismos principales por los cuales puede surgir una mayor
resistencia a antibidticos y otras drogas usadas en la practica clinica: 1)por mutacion

(cromosémica) y 2)por intercambio genético. “0)

Varias consideraciones intervienen en la seleccion del mejor antimicrobiano
para tratar una infeccién. Estas incluyen: 1) conocimiento de la susceptibilidad
inherente in vitro del organismo infectante a los antimicrobianos apropiados, 2)
relacién de la susceptibilidad de la cepa con la de otros miembros de la misma
especie; 3) propiedades farmacologicas, incluso toxicidad, unién de proteinas,
distribucion, adsorcidn y excrecién; 4) experiencia clinica previa de eficacia en el
tratamiento de infecciones debidas a la misma especie; 5) naturaleza del proceso
patolégico subyacente, su historia natural y su influencia sobre la quimioterapia, y

6) el estado de inmunidad del huésped %

El fin de un estudio de sensibilidad i vitro consiste en determinar el grado de
actividad de un farmaco antimicrobiano frente a una bacteria. La determinacion
cuantitativa de la concentracién inhibitoria minima (CMI) tiene valor, por ejemplo,
si £. coli se inhibe con 64pg/ml de anpicilina significa que, a esta concentracion, la
bacteria es sensible porque el farmaco es activo, ya que es capaz de inhibir su
crecimiento. Las concentraciones que segin estos criterios limitan las categorias de

sensible y resistente se conocen como concentraciones criticas (break points).®*

El parametro que nos indica la concentracién bacteriostatica pero no la
concentracion bactericida es la concentracion minima inhibitoria (CMI). En general
ambas concentraciones no son iguales; la mayoria de los agentes que son

bactericidas son bacteriostticos en concentraciones mas bajas.

1



La CMI de un antibittico para wna determinada bacteria es la cantidad del
mismo suficiente para inhibir su multiplicaciéon. Su deterininacion es decisiva para la
utilizacion de antibidticos. Para los preparados con accién bactericida puede

estudiarse el parametro de accidn, la concentracion bactericida minmima CMB.%

La concentracion bactericida minima (CBM) se determina por medio del
subcultivo de los tubos que no tienen un desarrollo visible en medios sin antibioticos
{fo cual permite la multiplicacion de bacterias cuyo crecimiento habia sido inhibido
pero que todavia estan vivas). Esta técnica lleva tiempo y presenta algunos
problemas. Sin embargo, puede proporcionar informacion importante porque los

farmacos bactericidas y bacteriostaticos no siempre son igualmente efectivos. ©*

Dentro de las pruebas de susceptibilidad se encuentran las de difusion vy las de
dilucién. Las pruebas por dilucion se usan para determinar la concentracién minima
de un antimicrobiano necesaria para inhibir o matar un microorganismo. Diluciones
seriadas del antimicrobiano se inoculan con el microorganismo y se incuban. La
concentracion imhibitoria minima (CMI) es la menor concentracion sin crecimiento
visible. Los términos caldo (tubo) y agar (placa) se afiaden al nombre de prueba de
o por dilucién para indicar pruebas en medios liquidos y en agar, respectivamente.
Las pruebas de susceptibilidad por dilucion en caldo han sido empleadas durante

décadas y representan una modificacion det método de dilucion en agar, %

La técnica de dilucion estd disefiada y estandarizada para el estudio de
sensibitidad de bacterias aerobias de crecimiento rapido (estafilococos,
pseudomonas, acinetobacter y algunos estreptococos.) en medios no enriquecidos y

que crecen bien en atmosfera ordinaria.*®
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Los resultados obtenidos de estas pruebas pueden estar bajo la influencia de los
reactivos y condiciones de las pruebas, estas variables pueden ser: densidad del
indculo, el tiempo y la temperatura de incubacidn, el pH, la atmosfera y la

estabilidad de los antimicrobianos pueden influir en los puntos finales obtenidos. '

Los antimicrobianos se aplican cominmente a las placas de prueba en forma de
discos secos de papel filtro. Cuando un disco se aplica a la superficie inoculada del
medio de prueba, varios hechos suceden simultaneamente. Primero, los discos secos
absorben agua del agar, disolviendo asi la droga. El antimicrobiano puede entonces
migrar a través del medio de agar adyacente, obedeciendo a las leyes fisicas que

rigen la difusion de moléculas a través de un agar.

El resultado final es un gradiente que cambia gradualmente de concentraciones
de droga en el agar que rodea a cada disco. Al progresar la difusion del
antimicrobiano también se produce multiplicacion microbiana. Después de una
demora inicial se instala una fase de crecimiento logaritmico. En ese momento la
multiplicacién bacteriana es mas rapida que la difusion de fa droga y las bacterias
no inhibidas por el antimicrobiano contindan multiplicindose hasta que puede
visualizarse una capa de crecimiento No aparece ninglin crecimienfo en el area
donde la droga esta presente en concentraciones inhibidoras; cuanto mas susceptible
el microorganismo probado, mayor la zona de inhibicion. La posicion del borde de
esta altima para la mayoria de los antimicrobianos y microorganismos se determina

durante las primeras horas de inhibicion (fase de demora mas 2 o 3 generaciones).

(i8)
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Es evidente que los microorganismos con tiempos de crecimiento prolongados
apareceran mas susceptibles a cada antimicrobiano porque las drogas tienen mas

tiempo para difundirse antes de detenninarse la posicion de la zona.

El tamafio de la zona de inhibicion también depende de la velocidad de difusién
de las drogas a través del agar; las cuales difunden a diferentes velocidades. Sin
embargo, el diametro de la zona de inhibicion es indirectamente proporcional a la

concentracion inhibidora minima (CMI), medida por un procedimiento de dilucion.

Normas de interpretacion.

Este procedimiento, como se emplea normalmente, es esencialmente una prueba
cuahitativa que ubica a los microorganismos como a continuacion se describe:

En las normas de interpretacién de zonas se establece la clasificacion de
resistentes o susceptibles (sensibles) generalmente, aunque en algunos casos se da
una categoria mas amplia, la de moderadamente susceptible que es una dosis
maxima segura de la droga para un tratamiento exitoso y que no es igual a la

categoria de intermedia. ('®

Lectura e interpretacién.

Los didmetros de zonas para antimicrobianos individuales se traducen a las
categorias de susceptibles, intermedios o resistentes con referencia a una tabla
interpretativa. Las categorias resistentes y susceptibles para casi todas las drogas se
crearon para aplicarlas a infecciones sistémicas y sistemas de dosis apropiados.
Donde es aplicable, se ha identificado la categoria de moderadamente susceptible
para separar las cepas susceptibles factibles de requerir la maxima dosis inocua de

las que son factibles de responder a una dosis reducida. ¢'®
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3.1.1PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS

El estudio de la sensibilidad de las bacterias a los antibidticos (antibiograma) es
necesarto porque el espectro de actividad de los preparados es limitado y las
bacterias tiene capacidad para desarrollar resistencia. Los métodos utilizados con
este fin permiten el estudio directo de la sensibilidad o detectar la pérdida de la
misma, frente a antibidticos de eleccion en bacterias aisladas en procesos

patolégicos. ¥

METODOS DE DIFUSION.

Se considera el agar de Miiller-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 mayoria de los patogenos.

Método de difusion en agar{ Anderson y Kirby-Bauer).

Esta técnica permitié la estandarizacion de la metodologia en el analisis
microbiologico.

Los diversos pasos de estandarizacion que se han incorporado a la técnica de
Kirby-Bauer desarrollados primero por Anderson y se resumen a continuacion:
1. Estandarizacion de los discos con antibiotico. Se ufiliza un sélo disco con
antibidtico en concentracidn conocida.
2. Estandarizacién del medio de cultivo. El medio basal es Miiller-Hinton y ha sido
sustituido por agar soya tripticaseina.
3. Estandarizacién del indculo para tener una concentracion aproximadamente de

108 UFC/mi.
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4. Estandarizacion del tiempo y temperatura de incubacién El tiempo dptimo para
la difusion del antibidtico en el agar y la reaccién con los microorganismos en
desarrollo es de 18hrs.

5. Medida del diametro de los halos de inhibicion. Los diametros de las zonas de

inhibicion desarrollados alrededor de cada disco se miden con vernier o regla.!'”

Métode de cilindro placa.

La determinacion de la potencia de un antibiético por este método, consiste en
colocar en cajas petri estériles una capa de 21ml de agar sobre la cual se vierte una
segunda capa de agar que contiene la suspension de indculo 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 530nm). Para lograr una adecuada difusion del antibiético en la capa

de agar es indispensable que esta sea homogénea.

El medio que contiene el indculo debe encontrarse a una temperatura no mayor
de 45°C a fin de evitar la destruccién de los microorganismos adicionandose con
rapidez para evitar que gelifique. Sobre el agar gelificado deben colocarse en
circulo con un radio de separacion de 2.8cm seis penicilindros de acero dentro de
los cuales se adicionan volumenes iguales de cada de las cinco diluciones del

antibidtico estandar y de la solucion problema en forma alternada, por triplicado.
L.as cajas se tapan y se incuban a la temperatura éptima para el desarrollo de los

microorganismos durante 16 a 18hrs., se retiran los penicilindros y se nuden con

exactitud los halos de inhibicion con un vernier.
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Se traza una curva estandar en papel semilogaritmico colocando los valores de
concentracion del estdndar sobre el eje de las ordenadas y en las abscisas la medida
de los halos de inhibicién en mm, La actividad de la muestra se obtiene por la

extrapolacién en la curva, multiplicando por el factor de dilucion de la muestra. !”

METODOS DE DILUCION,

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 solido.

Prueba de susceptibilidad por dilucién en caldo.

Detenmina la minima cantidad de antibiético necesaria para inhibir un organismo
prueba (CMI). Esta prueba consta de una serie de 10 tubos que contienen caldo
nutritivo, a los que se les afiade una cantidad de antibidtico, diluido seriamente de
100 mg/mal a 0.4 mg/mal. La CMI se considera como la concentracion de
antibidtico contenida en el primer tubo de la serie que inhibe et desarrollo

visiblemente. '

Microtécnica de dilucidén en calde.

La microtécnica de dilucion tiene el mismo principio que el método de dilucion
en caldo ya descrito, excepto que la susceptibilidad de los microorganisinos se
determina utilizando una placa de o micropozos de material plastico. Cada placa
puede contener 80, 96 o0 mas concavidades, segin el niimero de hileras horizontales
y verticales. Esto permite ¢l estudio de 10 o mas antibioticos diferentes, con cada

uno de los cuales se puede obtener desde 8 diluciones seriadas al doble.
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Replicador de Steers.

Las sustancias que no difunden a través del medio de agar, pueden ser probadas
directamente por la incorporacion de estas en el agar como si fueran soluciones
acuosas. En una misma dilucion varios microorganismos pueden ser probados
simultaneamente, lo cual hace que el método de dilucion en agar sea muy rdpido y
economico. Algunas investigaciones han utilizado la inoculacién por punteado
multiple de los sistemas (veterdor Steers). Con este método pueden ser inoculados

hasta 25 microorganisings en una placa con agar de diametro de 9 cm.

En una siembra de aluminio que contiene de 32 a 36 concavidades, cada una
constituye un receptaculo dentro del cual se puede colocar diferentes suspensiones
bacterianas, se hace bajar una cabeza movil de inoculacion tomando muestras de
cada suspension, se retira la placa y se coloca una placa de agar con antibidtico la

cual va ser inoculada. Se incuban a 35°C durante [8hrs.
Los microorganismos resistentes producen colonias circulares, mientras que los

sensibles no producen el botdn de desarrollo. Los resultados se pueden interpretar

como valores de CMI en pg/mi. 7
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3.2 GENERALIDADES DE CARBAMATOS

En la actualidad se les han encontrado diversos usos a los carbamatos entre los

que se encuentran’ pesticidas (herbicidas e nsecticidas) 6)  Ademas se les conoce

como nhnbidores de la acetilcolinesterasa
entre estos como relajante muscular

Tabla 1. Diferentes usos de derivados de carbamatos

23)

1)y de tener algunos usos en la clinica

U]

(27,30, 21, 13,6, 18, 1.57, 31, 8, 12,

AREA.

OBSERVACIONES.

Agronomia
Investigacion

Medicina

Cosmetologia

Industria

Navegacion
Segundad
Automotnz
Textil
Veterinarna

Ind.cementera

Pesticida (insectictda, herbicida).
Inhibe proteasa, colinesierasa, elastasa.
Antimicrobiano, anestésico focal, anticonvulsivante,
antiulceroso, anticarcinégeno,

Compuestos hemocompatibles, hemoaglutinante, substituto de
piel  temporal, piel sintética, protector de piel,
antitrombogénico, injertos arteriales, aparatos ortopédicos,
corazon artifictal, absorbente.

Deodorizante,

Preservativo. Tuberias, liquidos, gases, solidos, almacenadores,
industrial, colchones, salas, zapatos.

Recubrimiento de barcos, elemento de flotacion, veleros,boyas
Empaque, cuerdas, recubrir objetos fragiles.

Agccesorios, pintura, cristales de seguridad.

Hilos y telas.

Insecticida

Mezcla para bloque, pegamento para loseta vinilica.
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El carbamato mas simple, es ¢l 4cido carbamico.?” Los carbamatos al
polimerizarse producen compuestos conocidos como poliuretanos, estos son
ampliamente usados en diferentes dreas (tabla 1)

Para este trabajo se utilizaron los compuestos de sintesis 4 sustituidos
fenilcarbamatos de etilo a partir de las aminas correspondientes, 4-cloroanilina, 4-
bromoanilina, 4-metoxianilina, 4-nitroanilina, 4-dimetil amino, y 4-acetilanlina
respectivamente, las cuales reaccionan con carbonato de dietilo e hidruro sodico

(fig. 1) conforme a la metodologia en Synthetic Communications de 1994.

o}
H\ /lL /\
N N O
H,

1) NaH

2) /\oio/\

R = H, OH, OCH, NG, Cly NH

Figura 1. Reaccion de Sintesis de los fenil carbamatos de ctilo.

M



Iistos compuestos son derivados del acido carbamico, los cuales pertenecen a los fenil

carbamatos de etilo.

Figura 2. Estructuras quimicas de los fenil carbamatos de etilo.
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En la figura 2 se muestran las estructuras quimicas de los productos utilizados

en ¢l desarrollo de este proyecto
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IV

JUSTIFICACION
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JUSTIFICACION

En la actualidad existen un gran nimero de antimicrobianos que por su consumo
inadecuado ha onginado que ciertos microorganisinos se vuelvan resistentes a ellos. Por
lo que surge la necesidad de la sintesis y la evaluacion de nuevos compuestos quimicos
con actividad antimicrobiana. Para lo cual se evaluard a los fenil carbamatos de etilo

como posibles agentes antibacterianos.
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OBJETIVOS.
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Objetivo General:

Evaluar algunos productos derivados del acido carbamico como agentes

antimicrobianos.

Objetivos particulares:

1-Determinar la actividad antibacteriana de los fenil carbamatos de etilo
utilizando el método de difusién en caja (Kirby-Bauer) y el método de dilucion en

tubo.

2-Evaluar por técnica turbidimétrica la sensibilidad de los fenil carbamatos de
etilo y calcular la Concentracion Minima Bactericida y la Concentracion Minima
Inhibitoria, al comparar las pruebas rutinarias con metodologia como el calculo de

% de células vivas y muertas en el arca debajo de la curva en cada cinética.
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METODOLOGIA.
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6.1 DIAGRAMA DE FLUJO
Pruebas de susceptibilidad de los fenil carbamatos de etilo por el método de

difusién en caja.

Preparacion de sensidiscos Preparacion del Preparacidn de cajas con

con el carbamato inoculo agar Muller-Hinton

Inoculacion de las cajas

Colocar los sensidiscos

sobre el agar

Incubar a 37°C por 18hrs

Medir los halos de inhibicion

Determinar resistencia o

sensibilidad
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Técnica turbidimétrica de crecimiento.

En matraces con caldo Muller-Hinton
adicionar las diferentes concentraciones

de fenil carbamato de etifo en estudio

Agregar la suspension

bacteriana

(E. coli)

Incubar a 37°C y 200rpm

Tomar muestras cada 20min.

y medir su D O a625nm

Realizar cuentas viables

Determinar el area

bajo la curva
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Técnica de dilucion en tubo,

En tubos con caldo Miieller-Hinton

anadirtes el fenil carbamato de etilo

Agregar el inoculo de la

suspension de F.coli

Incubar a 35°C por

18hrs.a 200rpm

Determinar visualmente
si hay turbidez

(Inhibicién de crecimiento)

Realizar un subcultivo de los tubos

claros y observar si hay crecimiento

Evaluar si el producto actia

como bactericida o bacteriostatico
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6.2 PARTE EXPERIMENTAL.

La parte experimental s realizo en el laboratorio de Microbiologia Industrial en

la Unidad de Posgrado de la FES-Cuautitlin, UNAM.

6.2.1 Pruebas de solubilidad de los fenil carbamatos de etile.

De cada uno de los fenil carbamatos de etilo que se mencionan a continuacion:
Carba N-N-dimetil, Carba-C, Carba-Cl, Carba-metoxi, Carba-acetona, Carba-Nitro
y Carba-OH, se realizaron pruebas de solubilidad cualitativas, tomando para ello

una pequefia muestra de cada uno de estos.

Posteriormente se le agregd a cada fubo 0.5ml de uno de los siguientes
disolventes: agpa, acetona y dimetilsulfoxido (DMSO), se repitié la prueba para
todos los productos, con los tres disolventes, para determinar cual de éstos, era el
mas adecuado para solubilizar el producto y a su vez facilitar la preparacion de los

sensidiscos.
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Los microorgamsmos que se utilizaron se encuentran en el cepario del

laboratorio de Microbiologia Industrial en la unidad de Posgrado y son las

siguientes:

Tabla 2. Cepas utilizadas para evaluar la susceptibilidad a los fenil carbamatos

de etilo.

CEPAS DE ORIGEN CLINICO (DONADAS
POR EL LAB (DE MIROBIOLOGIA [INDUSTRIAL)

CEPAS DE COLECCION DE TIPO
AMERICANO

Bacterias Gram negativas:

Bacterias Gram negativas:

-Vibrio cholerae 01 Ogawa humana

-E. coli ATCC 25922

-Vibrio cholerae 001 ambiental

-E.Coli ATCC 10536

-Vibrio parahaemolyticus

Bacterias Gram positivas:

-Vibrio cholerae 01 Inaba humana

-Staphylococcus aureus ATCC 25923

-Vibrio cholerae Inaba

-Bacilus cereus ATCC 11778

-Salmonelia typhi

-Micrococcus Iutens ATCC 9341

~Citrobacter spp

-Enterobacter aerogenes

-Proteus mirabilis

-Klebsiella pneumoniae

=Serratia marcensens

~Shigella spp

-Psendomonas aeruginosa

52




6.2.2 Prueba de susceptibilidad de los fenil carbamatos de etilo per el

método de difusién en caja.

El procedimiento mas usado, es el método de difusion con discos, aunque
casi e] 50% de los laboratorios clinicos realiza actualmente pruebas de difucion
como procedimiento suplementario o método de rutina. El método de difusion
ha sido aceptado por la Food and Drug Administration (FDA) y aceptado como
estandar por el National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS). La metodologia desarrollada para esta prueba fue de acuerdo a la
descrita en el NCCLS Documento M2-A5 (1993) y se evalué por triplicado en

18 cepas. Siendo una ligera modificacion de la descrita por Bauer y col.?”
A) Preparacion de sensidiscos.

Se cortaron los sensidiscos de papel filtro (Watman N°1), de un tamaiio
aproximado de 5-6mm de didmefro, se esterilizaron por autoclave y
posteriormente se impregnaron con cada uno de los productos previamente
solubilizados en acetona que fue el disolvente elegido en la prueba anterior, ya
que esta es altamente volatil y favorece la preparacion de los discos; esto se
realizé utilizando una micropipeta de 5ul. Cada uno de los productos se
pesaron por triplicado, las cantidades de 500, 1000 hasta 20001g en tubos de

ensaye pegueios estériles.
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B) Preparacion del indculo para la prueba de difusion en caja

Tubos con tapon de rosca con 4 a 5 mi de medio de caldo soya
tripticaseina, estéril se inocularon con cada una de las cepas a probar, tomando
con una asa bacteriologica de cuatro a cinco colonias aisladas del mismo tipo
morfolégico. Se incubaron a 37°C, a 200r.p.m. hasta obtener una turbidez
visualmente comparable al del estandar del tubo 0.5 del Nefelometro de Me.

Farland; lo cual se realizé con cada una de las cepas.

El tubo de Mc Farland se preparo de la siguiente manera:

Agregar 9.95ml de HSO4 1% y 0.05m! de BaCl 1% en un tubo de ensaye
con tapon de rosca, agitar perfectamente (debe tener una D.O. de 0.08 a 0.10 a

625nm = 1x10°UFC/m)).

Imicialmente se utilizd Caldo soya tripticaseina, para estandarizar la técnica

peto posteriommente se utilizé Caldo Miiller-Hinton como medio de cultivo.

C) Inoculacion de Placas.

El medio de agar Miiller-Hinton fue inoculado sumergiendo un hisopo de
algoddn estéril en la suspension estandarizada y el exceso de caldo se elimina

presionando y rotando el hisopo finnemente contra el interior del tubo por

encina del mvel del liquido.
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Se pasé el hisopo en franjas uniformes en tres direcciones sobre toda la
superficie de la placa de agar para obtener un inéculo uniforme, se deja secar la
placa de 3 a 5 min, pero no mas de 15 min, antes de aplicar los discos; los
cuales ya se impregnaron con las diferentes concentraciones (500, 1000 y 2000
pg) de cada uno de los siete fenil carbamatos de etilo a probar. Ademas de un

control con acetona

A los 15 min después de inocular las placas, se aplican discos impregnados
de las sustancias antimicrobianos a probar, en la superficie de las placas
inoculadas manualmente, con pinzas estériles, presionando suavemente; los
discos deben quedar lo bastante separados entre si (2.8cm) para impedir la
superposicién de halos de inhibicién. A los 15 min. de aplicar los discos las

placas se invierten y se incubaron a 37°C por 24 hrs.

Después de 16 a 18 horas de incubacion las placas se examinan y los
diametros de las zonas de inhibicién total se miden con precision de 1 mm con

verier.
Se determin6 la resistencia o la sensibilidad de cada uno de los productos
con las distintas cepas, observando fonmacién de halos de inhibicion de

crecimiento alrededor del sensidisco.

El método de difusion con discos se han estandarizado con agar de Miiller-

Hinton. El pH de cada lote de agar de Miiller-Hinton debe serde 72 a 7.4.
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6.2.3 Técnica Turbidimétrica de crecimiento.

El estudio del efecto bacteriostatico y bactericida se determind mediante
cinéticas de crecimiento para la cepa Escherichia coli ATCC 10536, se evalud
el efecto de los derivados IV (Carba-metoxi) y II (Carba-C) (disolviendo en 2
m! de acetona o DMSO).

Las cinéticas se realizaron en matraces de 500 ml con 150 ml de caldo
nutritivo en solucién buffer PBS y posteriormente con caldo Miiller-Hinton, a
cada matraz se le adicioné el producto a diferentes concentraciones
(previamente solubilizado en acetona 0 DMSO) y se inoculdé con 3 mi de una
suspension bacteriana con una turbidez igual a la del tubo 0.5 del nefeldmetro
de Mc Farland, homogenizandose e incubandose a 37°C y 200 r.p.m.

El estudio del efecto bactericida y bacteriostitico se realizd al tomar
muestras cada 20 minutos y al determinar el area debajo de las curvas
obtenidas a 625 n de absorbancia y por cuentas viables (UFC/ml) (segin el
métedo de Miler Mishra). Y se establecié la concentracion minima bactericida
(CMB) y la concentracion minima inhibitoria (CMI) para los dos derivados del

acido carbamico en la cepa £.coli ATCC 10536.
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6.2.4 Determinacion de la CMI ufilizando la prueba de susceptibilidad por

difucion en caldo.

Detenminacion de CMIL En tubos de ensaye con 9ml. de caldo Miiller-
Hinton, se afiadid por separado los fenil carbamatos de etilo previamente
solubilizados en 0.5ml de DMSQ, a distintas concentraciones crecientes
{(tomadas de las Cinéticas de crecimiento para cada carbamato), y 0.5ml. de
inoculo de una suspensién calibrada del microorganismo en estudio fue
adicionada. Posteriormente se incubd a 35°C, por 18hrs. a 200 r.p.m., una vez
finalizado este tiempo los tubos son examinados visualmente vy se determina si
hay crecimiento bacteriano. La CMI se determina en el primer tubo donde

exista ausencia de turbidez, o inhibicion del crecimiento bacteriano.

Para confirmar la ausencia de bacterias se realizé un subcultivo de los tubos
visualmente claros, para observar si hay crecimiento de la bacteria y con ello

evaluar el producto como bactericida o bacteriostatico

El método mas cuantitativo para las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana es una de las pruebas de dilucion propuesta por la NCCLS, ya
que estas dan resultados cuantitativos directos, no estan bajo la influencia de la
velocidad de crecnmento del microorganismo, y evitan algunas complejidades
de las propiedades de difusion de los antinicrobianos, aunque no tienen la
flexibilidad de estas. La informacién cuantitativa puede ser necesaria cuando se
requiere una supervision estrecha de las dosis de drogas vy los niveles séricos, o

cuando las pruebas de disco tienen resultados inaplicables.
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RESULTADOS.

7.1 PRUEBAS DE SOLUBILIDAD DE LOS FENIL CARBAMATOS DE
ETILO.

Tabla 3. Se muestran las prucbas de solubilidad de los fenil carbamatos de

etilo utilizados en este proyecto.

w AGUA ACETONA DMSO
PROBUCTO )

[ Carba N-N-dimetil - + ++
II Carba-C - + e
[II Carba-cloro - + ++
IV Carba-metoxi - + ++
V Carba-acetona - + Tt
VI Carba-nitro - + +
VII Carba-OH - + ++

En la tabla 3 se observan los resultados de las pruebas de solubilidad para
los siete productos a evaluar, utilizando como disolventes agua, acetona y

DMSO. Donde (-} =insoluble, (+) =soluble y (++) = muy soluble.
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7.2 PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD DE LOS FENIL

CARBAMATOS DE ETILO, POR LA TECNICA DE DIFUSION EN
CAJA.

Tabla 4.Resultados que muestran la susceptibilidad de las bacterias con los

fenil carbanatos de etilo con 500ug por sensidisco utilizando el método de

Kirby-Bauer.

'!aph !ococcus
aureus ATCC 25923

St S

Salmonella typhi o

LEnterobacter R - R R . R R R

aprogenes

!’rof:zus niirabilis Rt R - R

NOTA- Sensidiscos con 500ug de cada carbamato. Resistente se representa como R.

En Ia tabla 4 se observan las pruebas de suscepfibilidad realizadas a los

fenit carbamatos de etilo utilizando sensidiscos de 500ug y algunas bacterias de

interés clinico.
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Tabla 5. Resultados que muestran la susceptibilidad de las bacterias con los fenil

carbamatos de etilo con 2000ug por sensidisco utilizando ¢l método Kirby-Bauer,

Vibrio cholerae 01
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Salgw nellz fiphi
’ *"m-&\‘ Ry
Citrobacter spp R
Enterobacter R R R R R R 1.03

aerogeres . . -} .. +
Proteus mirabilis R R R R R R 0.79

Sk R ]S

Serratia R 135

Marce.:x_{enf_ -
SHigeaspp .. 1"

Pseudomonas R R. h R E R R
aeruginosa N ’ -
E'coli--+".-° .- | "R
ATCC 25922 <
E. coli

ATCC 10536
Staphylococcus .
aureus ATCC 25923
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7.3 TECNICA TURBIDIMETRICA DE CRECIMIENTO.

Figura 3. Cinética de crecimiento de £.coli ATCC 10536 utilizando Carba

metoxi-IV y acetona como disolvente.
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En la figura 3 se muestra la curva obtenida de la lectura de fas D.O.

graficadas contra tiempo. De la Cinética de crecimiento de £. coli ATCC

utitizando diferentes concentraciones de Carba

acetona como disolvente.
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Tabla 6. Resultados de la Cinética de crecimiento de la figura 3.

T(min) |Control |Acetona| 12.90 | 51.61 | 103.22 | 206.45 | 412.90
20 0.003| 0002 0003] 0.002f 0002{ 0.001 0.001

40 0.006] 0.006| 0.005; 0005 0005 0.006] 0.003
60 0.001| 0.008] 0.011] 0.009] 0009 0.008] 0.008
80 0019 0.016f 0015 0.014] 0014} 0013} 0.010

100 0.032F 0.025 0.02 0.02| 0019} 0.018) 0.015
120 0.054 0.035{ 0.035 0.03( 0027 0026 0.019
140 0.088] 0.061} 0.057] 0055 0052 0.044] 0.028
160 0.145) 0.106] 0.091} 0.083] 0.082] 0.086| 0.067
180 0227 0.158] 0.128| 0.123| 0.114| 0.099| 0.075
200 0343} 0235 0218 0.174f 0.153| 0.129; 0.082
220 0.472| 0342 0345 0273} 0218 0.195] 0107
240 05521 0462 0394 0374 0341 0.251] 0.128
260 0.592] 05321 0474 0436f 0406) 0337 0.171
280 0.662{ 0564} 0.512] 0506] 0448 0408 0218
300 0.698; 0.606] 0.566] 0536} 0486( 0.444| 0252
320 0.704 0.606} 0.566| 0.536| 0488} 0450 0300

En la tabla 6 se registran los resultados de la Cinética de crecimiento de F.
colt ATCC 10536 con Carba metoxi-1V utilizando como disolvente acetona. Se
registran las densidades oOpticas obtemidas las cuales corroboran las curvas de

crecimiento de dicha cinética
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Tabla 7 Andlisis del 4rea bajo la curva de la Cinética de la figura 3.

Carba metoxi- [V +

Area bajo la

% de muestra

acetona curva {células
muertas)
Control 4.285 0
Control + acetona 3.469 1904
12.90ng 3.110 27.34
5L.61pug 2911 32.05
103.22ug 2.602 39.28
206.45ng 2.260 47.25
412.90pg 1.360 68.25

El analisis del area bajo la curva de las Cinéticas de crecimiento para /.
coftr ATCC 10536 con las diferentes concentraciones de los fenil carbamatos de
ctito, se obtuvo a partir del programa Origin. En la tabla anterior se estudia el

area bajo la curva para la cinética con Carba metoxi-IV utilizando acetona

como disolvente.

44




Figura 4. Cinética de crecimiento de £. colt ATCC 10536 utilizando Carba

metoxi-IV y DMSO como disolvente.
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En la figura 4 se observa la curva de crecimiento de 7. colr ATCC 10536
con diferentes concentraciones de Carba-metoxi [V utilizando como disol ente al
DMSO. Se muestra la curva obtenida de las lecturas de las D.O. graficadas contra

tiempo
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Tabla 8. Resultados de la Cinética de crecimiento de la figura 4.

T(min) | Control | DMSO | 206.43 412.9 619.35 825.8

20 0.010 0.008 0.006 0.000 0.006 0.006
40 0.010 0.012 0.008 0.008 0.006 0.008
60 0.011 0014 0.010 0.012 0.008 0.008
80 0.017 0.015 0.012 0.013 0.008 0.010

100 0.049 0.023 0.015 0.015 0.018 0.013
120 0.080 0.049 0.056 0.041 0.029 0.017
140 0.121 0.089 0.089 0.062 0.049 0.017
160 0.166 0.128 0.113 0.078 0.059 0.017
180 0.214 0.176 0.135 0.096 0.060 0.017
200 0.267 0.216 0.175 0.115 0.074 0.020
220 0.331 0.265 0.215 0.151 0.081 0.022
240 0.400 0.340 0.265 0.209 0.098 0.034
260 0.472 0414 0.307 0.263 0.114 0.037
280 0.536 0.500 0.360 0.326 0.133 0.044
300 0.576 0.554 0.426 0.376 0.160 0.046
320 0.596 0.574 0.474 0.435 0.186 0.055
340 0.596 0.574 0.488 0.456 0.220 0.067
360 0.596 0.570 0.496 0.458 0.239 0.070
380 0.600 0.570 0.494 0.458 0.239 0.070

En la tabla 8 se muestran las densidades opticas del estudio de £ coli con

Carba metoxi-IV utilizando DMSO como disolvente.
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“Fabla 9. Analisis del 4rea bajo la curva de la Cinética de la figura 4.

Carba metoxi-IV +DMSO

Area bajo la

% de muestra

curva {células
muerfas)
Control 5334 0
Control + DMSO 4.802 10
206.45pg/m} 3.894 27
412.90pg/mi 3.345 37.28
619.35ug/mi 1.664 68.8
825.801g/mi 0.540 898

Analisis de la Cinética de crecimiento de E.coli ATCC 10536 utilizando
diferentes concentraciones de Carba-metoxi por medio del area bajo la curva y

del porciento de células muertas obtenidas para cada concentracion del

producto.

TABLA 10. Comparacién de los disolventes utilizados sobre el efecto de

inhibicion en la Cinéticas de crecimiento de E. coli con Carba-metoxi.

% DE DISMINUCION DEL
AREA BAJO LA CURVA

DMSO

ACETONA

110%

3$19.04%
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Figura 5. Cmética de Crecimiento de £. coli ATCC 10536 utilizando

Carba C-II a diferentes concentraciones, y acetona como disolvente.
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En la figura 5 se evalia el drea bajo la curva de la Cinética de crecimiento

de £ colt ATCC 10536, en presencia de Carba-C [I a diferentes

concentraciones utilizando acetona como disolvente. Se observa la curva

obtenida de la lectura de las D.O. graficadas contra tiempo.
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‘fabla 11. Resultados de la Cinética de crecimiento de la figura 5.

T(min) | Control | Acetona 12,90 51.61 103.22 206.45
20 0.001 0.001 0001 0.002 0.002 0.001
40 0.003 0.001 0.003 0.003 0.003 0.006
60 0.010 0.007 0.006 0.006 0.004 0.008
80 0.017 0.008 0.006 0.007 0.007 0.010
100 0.024 0.009 0.010 0.008 0.008 0.011
120 0.049 0.010 0.012 0.011 0.009 0.012
140 0.086 0.020 0.018 0.013 0.015 0.013
160 0.145 0.040 0.033 0.026 0.021 0.014
180 0.227 0.060 0.047 0.039 0.028 0.014
200 0.333 0.086 0.065 0.056 0.038 0.015
220 0.425 0.122 0.095 0.073 0.052 0.015
240 0.500 0.175 0.136 0.098 0.071 0.015
260 0.546 0.221 0.182 0.138 0.095 0.015
280 0.568 0.275 0.237 0.180 0.130 0.015
300 0576 0.345 0.306 0.239 0.171 0.015
320 0572 0.396 0.373 0.315 0.229 0.015
340 0.572 0.412 0.396 0.352 0.280 0.015
360 0.572 0.420 0.410 0.371 0.312 0.015
380 0.572 0.420 0.410 0.371 0.312 0.015

En la tabla 11 se observan las densidades opticas del estudio de /2. colt ATCC

10536 con Carba C-II utilizando como disolvente acetona.
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Figura 6. Cinética de crecimiento de /. coli ATCC 10536 utilizando Carba C-
II y DMSO como disolvente.
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En la figura 6 se evalud la Cinética de crecimiento de E. coli ATCC 10536
con el Carba C-1l a diferentes concentraciones en presencia de DMSO como

disolvente, se muestra la curva obtenida de las D.O. y graficadas contra tiempo.
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Tabla 12. Resultados de la Cinética de crecimiento de la figura 6.

T(min) | Control | DMSO 103.22 154.84 206.45
20 0.010 0.008 0.006 0.002 0.002
40 0.010 0.012 0.008 0.003 0.003
60 0.011 0.014 0.010 0.004 0.003
80 0.017 0.015 0.012 0.007 0.004
100 0.049 0.023 0.015 0.008 0.005
120 0.080 0.049 0.040 0.009 0.005
140 0.121 0.089 0.054 0.010 0.008
160 0.166 0.128 0.079 0.023 0.011
180 0.214 0.176 0.101 0.026 0.011
200 0.267 0216 0.131 0.030 0.012
220 0.331 0.265 0.180 0.045 0.017
240 0.400 0.340 0.233 0057 0.019
260 0472 0414 0.282 0.072 0.024
280 0.536 0.500 0.360 0.095 0.024
300 0.576 0.554 0.418 0.118 0.024
320 0.596 0574 0.448 0.133 0.024
340 0.596 0.574 0.450 0.142 0.024
360 0.596 0.570 0.456 0.142 0.024
380 0.600 0.570 0.456 0.142 0.024

En la tabla 12 se muestran los datos obtenidos del estudio de £ colr con

Carba C-II utilizando DMSO como disolvente, registrados en densidades dpticas.
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TABLA 13. Anélists del area bajo la curva de la cinética de la figura 6.

Carba C -II+DMSO Area bajo la % de muestra
curva (células
muertas)
Control 5.334 0
Control + DMSO 4.802 10
103.22118/ml 3.508 34.24
154.84pg/ml 0.996 81.33
206.45pg/ml 0.255 95.22

Area bajo la curva de la cinética de E. cofi ATCC 10536 con Carba C-II

utilizando DMSO como disolvente.
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Resultados obtenidos a partir de tas Cinéticas de crecimiento a diferentes

concentraciones tomando muestras a los 120, 240 y 360 minutos para

determinar el rango de la CML

TABLA 14. Cuenta viable (UFC / ml)de £. coli ATCC 10536 en presencia de

Carba metoxi-IV utilizando DMSQ como disolvente.

Control| Control +|  206.45| 412.90] 61935 825.80| MINUTOS
DMSO| pgfml **{ pg/ml **{ ppiml **| pg/ml **
8 x 10° |71 x 10°}70 x 105[48 x 10540 x 10°[14 x 10° 120
35 x 10%(50 x 10%[41 x 10%[34 x 10°{28 x 10|92 x 10° 240
57 x 10°]54 x 10°{46 x 10°]45 x 10532 x 10° 0 360

TABLA 15. Cuenta viable (UFC / ml)de E. coli ATCC 10536 en presencia de

Carba C-II utilizando DMSO como disolvente.

Control Confrol + 103.22 154.84 206.45 |MINUTOS
DMSO pg/ml ** | pgfml ** | pofml **

8 x 10°] 71 x10° |41 x 10% |13 x 10°|8 «x 10° 120

35 x 10| 50 x 10° [36 x 10°)60 x 10| 13 x 10° 240

57 x 10°] 54 x 10°% |40 x 10%} 63 x 10° 0 360

Control = medio de cultive + bacteria
Control + DMSO = medio de cultivo + bacteria + dimetil sulféxido

7 %k
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7.4 DETERMINACION DE LA CMI UTILIZANDO LA PRUEBAS DE
SUSCEPTIBILIDAD POR DILUCION EN CALDO

Tabla 16, Determinacion de CMI por medio de la técnica de dilucion en tubo,

utilizando Carba metoxi-IV.

Carba metoxi-IV Turbidez Crecimiento en
(mg/ml}) placa (UFC)

1) Control Turbio Incontables
2)0.62 Turbio 210

3)0.65 No turbio 230

4)0.68 No turbio 190

5)0.71 No turbio 190

6)0.74 No turbio 200

70.77 No turbio 170

8)0.80 No turbio 120

9)0.83 No turbio 80

Concentraciones obtenidas a partir de las Cinéticas de crecimiento.
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Tabla 17. Determinacion de la CMI por medio de la técnica de dilucion en

tubo, utilizando Carba C-IL.

Carba C-1f (mg/ml) Turbidez Crecimiento en
placa (UFC)

) Control Turbio 310
2)0.15 No turbio 250
3)0.16 No turbio 230
4) 0.17 No turbio 180
5)0.18 No turbio 150
6)0.19 No turbio 120
7) 0.20 No turbio 80

8)0.21 No turbio 50

Concentraciones obtenidas a partir de las Cinéticas de crecimiento.
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VIII

DISCUSION
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DISCUSION
Debido al incremento de cepas microbianas a presentrar resistencia a
ciertos agentes antimicrobianos ©’ el presente trabajo se realizo con el fin de

evaluar, los fenil carbamatos de etilo como agentes antimicrobianos.

Los fenil carbamatos de etilo evaluados son compuestos aromaticos
sintetizados por el grupo de Angeles, AE, et al. (3), los cuales presentaron
solubilidad en acetona y dimetilsulfoxido (DMSO) (Tabla 2). La solubilidad de
estos compuestos presentada con los disolventes mencionados, permitio
encontrar al disolvente que facilitard la preparacion de los sensidiscos

utilizados en la técnica de difusion en caja.

Con las pruebas de susceptibilidad realizadas a los siete fenil carbamatos de
etilo, las cepas utilizadas presentaron resistencia cuando fa cantidad utilizada
de los productos fue de 500pg (Tabla 3), no obstante al utilizar una cantidad
de 2000pg, los productos Carba-C (II), Carba-Cl (IlI), Carba-metoxi {IV) y
Carba-QH (VII), mostraron actividad antimicrobiana (Tabla 4). Las pruebas de
susceptibilidad realizadas mostraron que son pruecbas dependientes de la

concentracion de los fenil carbamatos de etilo.

La actividad antimicrobiana del producto VII se manifesto en un 89% de las
cepas utilizadas ademas de presentar los mejores halos de inhibicion con
respecto al resto de los productos evaluados en esta prueba. Los productos Ii,

[Tl v IV, mostraron una actividad del 72, 56 y 45% respectivamente.
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Por otro tado se realizaron cinéticas de crecimiento de E. coli ATCC 10536
utilizando Carba-C ([} y Carba-metoxi (IV) para determinar inhibicion en el

crecimiento.

El producto Carba-metoxi (IV) present6 mhibicion en el crecimiento de £.
coli ATCC 10536 dependiente de la concentracion, utilizando a la acetona y

DMSO como disolventes (Figura 3 y 4 respectivamente).

En adicion se observa que durante la fase lag de crecimiento bacteriano no
muestra una diferencia significativa en el crecimiento empleando diferentes
concentraciones delos fenil carbamatos de etilo con respecto al control. Sin
embargo a partir de la mitad de la fase log (~160 min.), se muestra que la

diferencia entre estas cinéticas es mas notable (Figura 3 y 4).

El estudio del 4rea bajo la curva puede establecer de manera cuantitativa
que este producto ofrece una mayor inhibicion cuando el disolvente utihizado es
acetona {Tabla 8 y 10), esto demuestra que la acetona tiene efecto perse sobre
el crecimiento de E. coli siendo del 19.04 %, con respecto a un 10% de DMSO
(Tabla 2). Asimismo el producto Carba-C (II) presenté una inhibicién del
crecimiento de E. coli ATCC 10536 dependiente de la concentracion y del

disolvente empleado (Figura 5 y 6).
Con el fin de determinar la CMI de los productos Carba-C (II) y Carba-

metoxi (IV), se realizaron cuentas viables a partic de las cinéticas de

crecimiento de E. coli, utilizando DMSO como disolvente.
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Obteniéndose para Carba-mefoxi (IV) el rango de 0619.35ug/ml -
825 81pg/ml (Tabla 13) y para Carba-C (I} 150pg/ml - 206.45ug/ml (Tabla
14).

Para realizar las pruebas de dilucion en tubo se tomaron los rangos de

concentracion de cada carbamato obtenidos anteriormente.

Las CMI del producto (I) y (IV) fueron 150pg/mi y 650pg/ml] (Tabla 15y
16).
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IX

CONCLUSIONES.
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CONCLUSIONES

Se evalud la actividad antimicrobiana de los siete fenil carbamatos de etilo.

Se determind que los productos Carba-C, Carba-Cl, Carba-metoxi y Carba-
OH, presentan actividad antibacteriana con la mayoria de las cepas utilizadas,

evaluadas por el método de difusion en caja (Kirby-Bauer).
Por medio de técnicas turbidimétricas se logro determinar para Carba-C (II)

y Carba-mnetoxi (1V), disueltos en DMSO, la Concentracion Minima Inhibitoria

(CMI) de 150ug/ml y 650pg/ml respectivamente para £.colt ATCC 10536.
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