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1. RESUMEN

Esta tesis se llevo a cabo en la laboratorio de Microbiologia industnal
(Microbiologia 10) en la Unidad de Posgrado de la FES Cuautitian, con el objetivo
de determinar la posible actividad antimicrobiana que pudiesen presentar algunos
derivados de los carbamatos (4-R-fenilcarbamatos de metilo), ante una serie de
bacterias de importancia climca Para lo cual se utiizaron pruebas de

susceptibilidad microbiana

Se realizaron pruebas de difusion en agar con sensidiscos impregnados de
los diferentes 4-R-fenilcarbamatos de metilo, determinandose st habia o no
inhibicidbn del crecimiento bacteriano, observando los halos que se formaron
alrededor de los discos. Asi, determinamos que el producto que inhibid el

crecimiento de mas bacterias fue el C4, que es el que hene el radical -OH

Por otro lado, se llevaron a cabo las pruebas de dilucion en caldo y las
cinéticas de crecimiento bactenano con el producto C4 y con aquellas bactenas

que resultaron mas sensibles en la prueba de difusion en agar con sensidiscos

La prueba de dilucidn en caldo nos ayudd a determinar 1a CMI y tla CMB del
producto C4 con las bacterias que resultaron sensibles a la accion este (V.

cholerae ambiental ATCC 31221, V. cholerae Inaba humana y Shigella spp.)
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En cuanto a las cinélicas de crecimiento que se corrieron, se hizo un
andlisis de éstas y encontramos las concentraciones de C4 con efecto
bacteriostatico sobre las bacterias que se probaron (V. cholerae ambiental ATCC

31221, V. cholerae Inaba humana y Shigella spp.)




2. INTRODUCCION

Las infecciones son las enfermedades que, sin duda, han constituido uno
de los principales azotes para la humanidad. El descubrimiento de las causas que
originan las enfermedades infecciosas y el desarrollo de los métodos adecuados
para su control se incluyen entre los logros mas importantes de la ciencia meédica

{12) Entre estos métodos de control se encuentran el uso de diversos farmacos o

principios activos

En las civihizaciones mas antiguas (como en las de China. India,
Sudamérica, Mediterraneo, elc ), el hombre se enfrenté contra las enfermedades
mediante el uso de plantas medicinales (47) Y al paso del tempo se purificaron
algunos principios activos naturales, y mas tarde se estudiaron sus variaciones

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

farmacos

Los farmacos hoy en dia. son de origen natura! (vegetai. animal o minerat)
y un gran porcentaje son de orngen sintélico. algunos otros son semisintéticos,
eslo es, que se obtienen por modificacidn quimica de compuestos naturales (30)
Por lo que, en ios ultimos afos hay un gran interés en lo que se refiere al diseno
de nuevos prnincipios y al estudio de aquellas sustancias Que puedan tener una

aplicacion terapéutica Esto, se ha debido pnncipalmente 3 que los



microorganismos han desarrollado mecanismos que fos hacen resistentes a los
agentes antimicrobianos (19). la causa prnincipal de lo anterior es el uso

indiscriminado que se les ha dado

Como ya se menciond, 1a mayoria de los medicamentos que se utilizan en
la actualidad son de origen sintético, y por consecuencia muchos grupos de
investigacion estan desarrollando diversos métodos de sintesis de productos
quimicos que tengan la posibilidad de ser una alternativa mas en el tratamiento de

algunas enfermedades infecciosas.

Se ha puesto gran atencidon a aquellas bacternias que se presentan con
mayor frecuencia en las muestras climcas de los laboratorios. estas son
principalmente bactenas Gram negativas pertenecientes a la famiha
Enterobacteriaceae (3), las cuales estan ampliamente distnbuidas en la
naturaleza, se encuentran en agua. suelos, plantas y en el tubo digestivo de

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

resistencia a los farmacos ya existentes

Los ensayos "in vitro® para medir la actividad antimicrobiana determinan

generalmente la sensibihidad de un microorganismo ante una cantidad conocida

de un agente antimicrobiano (22)




Por lo tanto. la finalidad de esta tesis es determinar la actividad
antimicrobiana que puedan presentar algunos derivados de los carbamatos. como
lo son los 4-R-feniicarbamatos de metilo sobre una serie de bacterias de
importancia clinica (Gram negativas y Gram positivas). utiizando para elio
pruebas de susceptibilidad ya normatizadas o establecidas. como las técnicas de
difusiéon con discos y la macrodilucion en tubos para determinar la CMI (27), (7)

Asi como la realizacion de cinéticas de crecimiento de bacterias susceptibles
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3. GENERALIDADES

3.1. CARBAMATOS
3.1.1. ANTECEDENTES

Los carbamatos también llamados uretanos, son compuestos organicos
que tienen un grupo -NH2, NHR- 6 -NR2 unido a un grupo carbonilo de

éster.(13). La estructura basica de los carbamalos es la siguiente (Fig.1)

Ri /U\O/RJ

D=2

[

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

Fig. 1 Estructura basica de los carbamatos.




El carbamato mas simple es el acido carbamico (R1 = R2 = R3 = H) {(50). Al
polimerizarse producen compuestos conocidos como poliuretanos, los cuales se

han usado en diferentes areas

La mayor parte de los carbamatos se han obtemdo por sintesis quimica,
aunque algunos se han obtenido de fuentes naturales (como las bleomicinas que
se obtienen del actinomiceto Streptomyces verticillus) (44). por io que en la
actualidad vanos grupos de investigaciéon se encuentran desarroliando métodos

de sintesis de nuevos productos quimicos que tengan utiidad practica

l.a sintesis de los carbamatos se puede realizar a partir de
a) Isoctanatos
b) Aminas

c) Nitrilos, nitrenos, nitroaromaticos y cuprolitiados.

3.1.2. APLICACIONES Y USOS

La aplicacion que se les ha dado a los carbamatos esta vinculada con

diversas areas, por lo que, algunos de los reportes y estudics que se han

realizado respecto a ellos. se exponen en la siguiente tabla




Tabla 1. Reportes de los usos y/efeclos de algunos carbamatos

EJEMPLO USOS Y/O EFECTOS REFERENCIAS
CARBARIL Y ALDICARB Pasticidas  Inhibidores de la 33,15
colinesterasa en ratones.
Toxicidad en peces
DERIVADOS CARBAMATOS |Pesticidas  Inhibidores de la 48,41

colinesterasa en aves

DERIVADOS CARBAMATOS

Pesticidas e inseclicidas

34,45,43,28,35

PIRIPROXIFENO Pesticida 37
CARBOFURAN Insecticida y nematicida. inhibidor 26, 21
de la colinesterasa
DERIVADOS CARBAMATOS | Inhibidores de la colinesterasa en 14
organismos acuaticos
METOMIL (TIODICARB) Y Pesticidas.Se han hallado en 1
CARBARIL frutas y vegetales
BENFUCARB, Pesticidas 52
CARBOSULFAN,CARBOFURAN
ALDICARSB Insecticirda que se wusa como 29
rodenticida
TERBUCARS Herbicida 51
TIOCARBAMATOS Herbicidas Inhibidores de la 40
aldehidodeshidrogenasa en raton
PROPARGYL Fungicida (Interfiere con lal 32
division  celular de  Botrytis
cinerea)
BENOMIL Fungicaada  (interfiere “con  la 8

mitosts) Tiene efectos




de:neurotoxico. hepatoxico,

y
carcinogeénico en ratas, conejos y

teratogénico, mutagénico

ovejas
DERIVADOS CARBAMATOS [ Antagonistas de los receptores de 49
3-(1H-imidazol-4-1)propano! la histamina
DERIVADOS CARBAMATOS [Antagonistas y agonistas de los 11
receptores leucocitarios de los N-
formilpéptidos
ALKIL CARBAMATOS Aumentan la permeabilidad de las 2
membranas biolégicas
DERIVADOS CARBAMATOS Inhibidores de la proteasa, la 46
colinesterasa y la elastasa.
MEBENDAZOL Antihelmintico de amplio espectro 44
(N-(5-Benzoil-2-benzimidazolil)
carbamato de metilo.
MEOLATO Usado para el tratamiento del mal 44
Carbamato de clofenceno de Parkinson
ETINIMATO Usado en medicamentos que 6
Carbamato de 1-etinilciclohexano |deprimen el SNC en forma
selectiva
DERIVADOS CARBAMATOS Usados como preservativos de 24
pinturas vinilicas, mostrando
resistencia a Aspergillus,
Penicillium, Trichodermay
Alternaria.
POLIURETANOS Antimicrobianos, se encuentran en 10

catéteres principaimente
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3.2. AGENTES ANTIMICROBIANOS

3.2.1. ANTECEDENTES

Los siglos XVIIl y comienzos del XIX, pueden considerarse decisivos para
el desarrollo de la Quimica; ya que, en ese periodo se sientan las bases del
estudio de los principios activos de las plantas que muchas veces se utilizaron
empiricamente desde tiempos remolos para e! alivio de enfermedades Los
extractos de tales plantas presentaban limitaciones como. escasa uniformidad,

adulteraciones, dosificacidn variable, sustancias con distintos efectos vy

reacciones secundarias. (31)

Con el aislamiento y purificacion de los principios activos se eliminaron
muchos problemas, excepto la dependencia con la planta. lo que condujo a la
sintesis quimica. Sin embargo, esto no siempre fue posible, por lo que surgiria asi
la modalidad de la variacidn estructural, que tiene vigencia actual Resuftando de

ésto, el descubrimiento de los mas potentes y eficaces medicamentos

Muchos de los agentes antimicrobianos utilizados hoy en dia. tienen ongen
sintético o semisintético. y se pueden definir de dos formas. dependendiendo de

1a accidn que tengan (22)




a) Bacteriostatico: Que tiene la capacidad de inhibir la multiplicaciéon

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

b) Bactericida' Tiene la propiedad de matar bacterias Es irreversible, o sea
que el organismo muerto no puede reproducirse aunque sea retirado del contacto

con el agente.

3.2.2. MECANISMOS DE ACCION

Los agentes antimicrobianos pueden afectar de formas muy diversas a los

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

a) Compuestos que inhiben la sintesis de la pared bactenana Por ejemplo:

las penicilinas, cefalosporinas, bacitracina y cicloserina actuan asi

b) Compueslos que actuan de modo indirecto en la membrana celular del
microorganismo y que afectan su permeabiidad permitiendo la fuga de
compuestos intracelulares Como la polimixina B, colistina. nistatina y anfotericina

B.

c) Inhibicidn de 1a sintesis proteica Algunos compuestos actuan sobre los
nbosomas bloqueando la sintesis de proteinas (Cloranferucol, tetraciclinas,

estreptomicina y demas aminoglucosidos. nfampicina, lincomicing y erntromucina)



12

d) Inhibicién de la sintesis de los acidos nucleicos. Un ejemplo es la

griseofulvina

e) Antagonismo quimico. Cuando un agente quimico interfiere en la
reaccién normal entre una enzima especifica y su substrato Las sulfonamidas
utilizan la enzima que normaimente actua sobre el acido para-aminobenzoico
(metabolito esencial bacteriano) e impiden la metabolizacion de éste ulimo con la

consiguiente inhibicion del crecimiento bacteriano

Es probable que surjan nuevas categorias conforme se esclarezcan mas
mecanismos complejos, pero aun en la actualidad se desconoce el mecanismo

exacto de accion de algunos agentes antimicrobianos

3.2.3. RESISTENCIA A LOS AGENTES ANTIMICROBIANOS

Cuando menos el 30% de todos los pacientes hospitalizados en la
actualidad recibe uno 0 mas ciclos terapia con antimicrobianos y los compuestos
de esta categoria han curado millones de infecciones que pudieron haber sido
letales. Sin embargo. al nismo tiempo, tales compuestcs son de los mas
erroneamente utiizados El resultado de su ampha utilizacion ha sido la apancion
de mucroorganismos patogenos resistentes a elios y esto a su vez ha creado la

necesidad cada vez mayor de contar con nuevos farmacos




Para que un antimicrobiano sea eficaz debe llegar a! sitio predeterminado

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

a) El farmaco no llegue a su objetivo
b) El medicamento sea inactivado.

c) Se altere el objetivo.

Algunas bacterias producen enzimas que estan en la superficie celular o
dentro de la célula y que inactivan el antimicrobiano Otras tienen membranas
impermeables que impiden la penetracidon del medicamento Los antimicrobianos
hidréfilos atraviesan la membrana exterior de lIos microorganmismos por medio de
conductos o0 canales acuosos compuestos por proteinas especificas (porinas), las
bacterias con deficiencia de dichos conductos pueden ser resistentes a los
antimicrobianos mencionados Otras no poseen sistemas de transporte que se
necesitan para la penetracion del farmaco dentro de la bactena Muchos
antimicrobianos son acidos organicos y por ello su penetracion puede depender
del pH, ademas, faclores como osmolahdad o cationes en el medio externo,
pueden alterar la penetraciéon El transporte de algunos farmacos depende de

energia y por ello no son activos en condiciones anarerobicas

Una vez que el farmaco ha llegado al sitio predetermmnado debe ejercer un

efecto nocivo para el microbio patogeno La vanacion natural o los cambios
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adquindos en el "blanco”™ que impidan la accion o la union del farmaco pueden

culminar en resistencia.(19)

Tal resistencia puede ser adquinda (si el microorganismo esta inactivo en
su metabolismo o pierde la estructura de blanco especifico para un agente) o

génetica (mutaciones) (22)

La resistencia bacteriana. es de fundamental importancia clinica, asi el
mejor mélodo actualmente para prevenir el desarrollo de dicha resistencia es el
de Ehrlich: actuar rapidamente con farmacos potentes que exterminen todos los
microbios lo antes posible, preferentemente con una dosis y asi no habra tiempo

de que se produzca y se manifieste alguna mutacion (30)

3.2.4 INDICACIONES DE LOS ANTIMICROBIANOS

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

enfermedades se han establecido dos parametros (si el tempo lo permie)

a) Usar el antimicrobiano que ha de destrur el microorganismo que
produce la infeccidn Por o que se requiere un diagnostico chinico y bacteriologico
para que la terapéutica sea aprop:ada siendo necesarta muchas veces la

determinacién de la sensibiidad o susceptibilidad de los microorganismos a los



antimicrobianos, es decir, el antibiograma. Una vez realizado esto, se eligira el
antimicrobiano mas potente, el de menor toxicidad, y si es posible, el mas

econdémico.

b) Asegurar el acceso del antimicrobiano al microorganismo infeccioso No
es lo mismo un estado seplicémico donde las bacterias en sangre y tejdos
blandos no ponen obstaculo a fa llegada del farmaco, que I3 presencia de un

absceso rodeado de una capa avascular que impide el acceso del farmaco

Muchas veces un tratamiento aparentemente bien realizado puede fracasar
debido a varias razones' resistencia bacteriana, microorganismos persistentes,
defensas organicas defectuosas (diabetes, vejez), mala absorcidon del farmaco

(vOmito o diarrea), inactivacién de la flora normal, o una mala absorcion del

antimicrobiano en los tejdos

Uno de los peligros del uso indiscriminado de los antimicrobianos es la
aparacidn de reacciones adversas reacciones tOxicas por sobredésis (poco
comunes). reacciones de sensibilizacion alérgica e infecciones sobreagregadas
(que se desarrolian por la supresidn de microorganismos sensibles y el

crecimiento excesivo de l0s que son resistentes) (30)




In

3.3. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA “IN VITRO"

3.3.1. ANTECEDENTES

El uso "in vitro® de las pruebas de sensibididad a los antibidticos son un
intento para determinar el grado de actividad de agente antimicrobiano frente a un
microorganismo infeccioso, proporctonando asi una ayuda indispensable para
decidir la quimioterapia correcta (ya sea que el patdégeno no es predecible o que
el proceso infeccioso no responde al tratamiento empirico). ademas de conocer la

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

El estudio de la sensibilidad de las bactenas a los antibibticos es necesario
porque el espectro de actividad de los preparados es himitado y las bactenas

tienen la capacidad de desarrollar resistencia. (42)

Los primeros ensayos para cuantificar la potencia antibactenana de una
sustancia fueron realizados por Fleming en 1924, al evaluar el efecto de
diferentes antisépticos y en 1929 establecid el principro de la prueba de
susceptibiidad por difusion en agar al depositar al agente antibactenano en un
onficio cilindrico hecho en el agar y nudiendo su potencia segun el didmetro del
halo de mhibicion del crecimiento del orgamsmo (39) Luego en 1961 la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) seialo 1a necesidad de regulanzar los

metodos empieados por los Laboratonos Clinicos para la determinacion de ia



17

susceptibilidad antimicrobiana (18). en los Estados Unidos la Food and Drug
Administration (FDA) en 1971, escogio la prueba de susceptibilidad en discos de
papel filtro descrita originalmente por Bauer y col. en 1966 (donde publicaron los

criterios unificadores de esta prueba) (4) y la recomendd especificamente en

1972

Debido a !a importancia de obtener resultados confiables y reproducibles,
existen en la actualidad metodologias que se aceptan como referencia (después
de algunas modificaciones) y que son representadas por el NCCLS

3.3.2. PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Existen diversas técnicas para efectuar las pruebas de susceptibilidad:

A. Pruebas de dilucion.

A.1. En agar
A.2. En medio liquido

B. Prueba de difusién en agar o sensidiscos.

C. Automatizadas.



A. Pruebas de dilucién.

Las pruebas por dilucion se usan para determinar la concentracion minima
de un antimicrobiano necesaria para matar o inhibir un microorganismo. Estas
pruebas derivan de las recomendaciones del International Collaborative Study o

de las normas propuestas por el NCCLS. (27)

La técnica de dilucién esta disefada y estandarizada para el estudio de la
sensibilidad de bacterias aerobias de crecimiento rapido, en medios no
enriquecidos y que crecen bien en atmodsfera ordinaria Sobre todo se emplea

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

A.1. Dilucién en agar.

En este método se incorporan distintas concentraciones del agente
antimicrobiano (diluciones dobles en forma progresiva), en placas con agar (MH)
para bacterias aerobias y anaerobias facultativas de crecimiento rapido. se usa
una placa para cada dilucién EI microorganismo en estudio se diluye (en CST)
hasta obtener una suspension con una turbidez \gual a la det estandar 0 5 de Mac
Fartand, y se coloca una gota sin extender de esta suspension sobre 1a superficie
del medio sélido que ya contiene una concentracion determmada del

antimicrobiano que se prueba Luego de la incubacion, se determina la CMI que
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representa la menor concentracion de antimicrobiano capaz de producir inhibicion

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

Esta técnica tiene diversas ventajas. Se pueden probar varias cepas
simultaneamente, tiene la capacidad de detectar contaminacion microbiana y es

reproducible.La Gnica desventaja seria que, no puede determinarse la CMB.

A.2. Dilucion en caldo

Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos por dilucion en caldo
han sido empleadas durante décadas y representan solo una modificacién menor
del método de dilucidbn en agar. sin embargo, algunas caracteristicas son
exclusivas de las pruebas de caldo La prueba de susceptibiidad por dilucidn en
caldo fue utihzada primero en tubos grandes, el cual se estandarnzd hasta finales
de 1977, y después se popularizd el procedimiento de dilucion en caldo con

volumenes menores de 1 mi (27)

Este método proporciona un resultado cuantitativo de 1a concentracion del
agente antimicrobiano necesano para inhibir el desarrollo de un organismo dado.
(3) Asi mismo este método sirve para determinar la susceptibilidad “in vitro” de un

microorganismo a un antibidtico (16)
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En este método se colocan concentraciones decrecientes del agente
antimicrobiano, generalmente diluciones al medio de factor 2 (1:2). en tubos con
un caldo de cultivo que sostendra el desarrollo del microorganismo El caldo mas
comunmente usado para esta prueba es el de Mueller-Hinton (3) El ultimo tubo
no recibe agente antimicrobiano y sirve de control de crecimiento  Luego se
prepara un indculo ajustandolo a un estandar de turbidez (0 5 de Mc Farland)
Afadir a cada tubo el indculo ajustado e incubar (39), (27). Después del periodo
de incubacion se determina la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) que se lee
como la concentracion mas baja del agente anttmicrobiano que inhibié el
crecimiento vistble del microorgamismo (16),(27),(38). St se desea se puede
determinar la Concentracidon Bactericida o Letal Mintma (CMB). subcultivando a
un medio solido iibre de antibioticos el contenido de los tubos en que no se
observd crecimiento y después de un periodo adictonal de incubacidén la CMB

sera la dilucidn mas baja que haya impedido el desarrollo de colonias (39)

Prueba de difusion en agar.

Esta prueba también conocida como de difusion en disco o antibiograma,
fue descrita inicialmente por Bauer y col en 1966 (4) y es la mas utihzada en fa

actualidad por los laboratorios de microbiologia cliruca (9)



Esta técnica se ha estandarizado pricipalmente para probar patogenos
bacterianos comunes de crecimiento rapido como los miembros de la famiha
Enterobacteriaceae y Staphylococcus aureus, que muestran velocidades de

crecimiento constantes si se prueban en condiciones de estandarizacion (27)

En este método se trata de ensayar la sensibilidad de una cepa haciéndola
crecer en placas de agar Mueller-Hinton, este medio garantiza condiciones
favorables de crecimiento. donde se depositan discos de papel filtro impregnados
con una cantidad conocida del antimicrobiano a probar Se siembra la superficie
de la placa con una suspension 1gualada al estandar 05 de Mc Farland de la
bacteria problema en forma masiva utilizando un hisopo estén! se deja secar |a
placa de 3 a 5 mun , a continuacidon se colocan los discos lo bastante separados
entre si para impedir la superposicion de las zonas de inhibicidn y después de 15
min. de aplicar los discos se incuba Después de 16 a 18 hrs de incubacion se
examinan las placas. st la bactenia es sensible al antimicrobiano, aparecera un
halo de inhibicidn alrededor de! disco el cual se mide con precision de 1 mm (42)
(27) EI didmetro de la zona de inhibicion tiene una relacion iNversamente hineal
con la CM!, ya que, a mayor zona de inhibicion mayor sera la susceptibilidad de!
organismo y, en consecuencia. la concentracidn necesana del antimicrobiano

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

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

técnica, de acuerdo a la estandganizacidn ya que ello evitara fuentes comuneas de
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error entre las que estan el uso de otro medio de cultivo, el almacenamiento
inadecuado de los discos. noculacidon inadecuada, retardo en los tiempos de

inoculacién e incubacion, no leer cuidadosamente los limites de la zona de

inhibicién, etc. {18), (39)

C. AUTOMATIZADAS

La automatizacion en el laboratorio clinico se ha extendido a las pruebas
de susceptibilidad. La seleccion de un sistema semiautomatizado depende entre
otras cosas del numero de muestras, el control de datos, las pruebas de

sensibilidad, el costo del equipo y los reactivos. etc

De los sistemas disponibles actuales, dos el AUTOBAC y el AVANTAGE se
basan en ta diluciéon en disco y la monitorizacion fotometrica del crecimiento para
proporcionar un resultado en aproximadamente 4 6 5 h | las principales ventajas
de estos sitemas son la flexibiidad en la seleccidn de discos con antimicrobianos

y la rapidez del anahsis

El AUTOMICROBIC SYSTEM proporciona otro enfoque. porque los
antimicrobianos estadn conterudos en receptaculos dentro de una taneta de
plastico, este sistema consiste en un modulo de relleno-sellador, un incubador-

lector, un modulo ordenador, una termmnal de datos y una impresora pudiéndose
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obtener resultados a las 4h., sin embargo, el tempo medio de incubacién para

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

Varios equipos ya se han evaluado en estudios de colaboracion y han
revelado poseer alto grado de reproducibilidad Ejemplo de estos son

El SENSITITRE, que determuna la CM! de 11 antimicrobianos por
microdilucion. (17)

El MICROBIAL PROFILE SYSTEM, que contiene una bandeja de
microdiucién. (20).

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

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

Si se realizan pruebas de sensibilidad antimicrobiana ya normatizadas,
utiizando bacterias de importancia clinica. entonces se podra determinar que tipo

de actividad antimicrobina (bactericida o bacteriostatica), presentan algunos 4-R-

fenilcarbamatos de metilo.




5. OBJETIVOS

GENERAL:

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

fenilcarbamatos de metilo sobre bacterias de importancia clinica.

PARTICULARES:

Determinar la actividad antimicrobiana de los 4-R-fenilcarbamatos de metilo

en bacterias de interes clinico, utilizando la técnica de Kirby-Bauer o sensidiscos.

Determinar la Concentracion Minima Inhibitona (CMI) para cada uno de los

4-R-fenilcarbamatos de metilo en las bacterias sensibles

Realizar cinéticas de crecimiento con aquellas bacterias que resulten

sensibles a los 4-R-fenilcarbamatos de metilo

Comparar los resultados obtenidos en el ensayo de |3 actividad

antimicrobiana para los diferentes 4- R-fenilcarbamatos de metilo en estudio



6. METODOLOGIA Y RESULTADOS.

DIAGRAMA DE FLUJO

Determinacién de algunas
propiedades fisicas de los 4-
R-fenilcarbamatos de metilo

20

Seleccion de las bactenas a
probar ante los 4-R-
ferilcarbamatos de metilo.

v

Determinacion de la
susceplibithdad bacteriana
mediante la técnica de difusidn en
agar con discos

v

Reconocimiento de las bactenas
que resuitaron ser sensibles, asi
como de los productos que

presentaron actividad
antimicrobiana

Determinacion de la CMl y la
CMB, para las bacterias
sensibles mediante la técnica
de dilucion en caldo

!

Realhzacion de experniencias
cinélicas, de las bactenas
sensibles

]
v

Andlisis de los resultados
obtenidos
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6.1. CARBAMATOS

Se probaron 5 diferentes 4-R-feniicarbamatos de metilo. Estos compuestos
fueron sintetizados en el Instituto de Quimica de la UNAM, y fueron
proporcionados para el presente estudio por el laboratorio de Quimica Medicinal
de la Unidad de Posgrado de la FESC. La reaccién general de la sintesis de éstos

se ilustra a continuacioén: (Fig 2)

N, N O

a
+ NaH Baweno
\o/u\o/ S

Fig. 2 Reaccién general de la sintesis de los 4-R-fenilcarbamatos de metilo.

Los compuestos se clasificaron con las siguientes letras:

Tabla 2 Clasiticacion de 1os 4-R-fenilcarbamatos de metilo que se evaluaron

COMPUESTO | SUSTITUYENTE (R) NOMBRE
(e} -H femicarbamato de metilo
Cc2 3.4-Ci 3. 4-aiclorofeniicarbamato de metiio
c3 -NO2 4-nutrofenticarbamato de metilo
C4 -OH 4-nidroxiferiicarbamato de metilo
C5 -Ci B 4-clorofeniicarbamato de metilo
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El primer paso que se realizo fue determinar las propiedades fisicas de

estos compuestos, como el color, apariencia y solubilidad.

Apariencia

Se observo la apariencia y color que presentaron los diferentes 4-R-

fenilcarbamatos de metilo en estudio.

Solubilidad

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

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

agua, cloroformo, acetona y DMSQO. Observando la solubilidad de cada uno de

ellos.

Tabla 3. Propiedades fisicas que se determinaron a los 4-R-feniicarabamatos de metilo

COMPUESTO APARIENCIA SOLUBILIDAD

C1 Cristales pequefios de color|Acetona. clordEmoyDMSO
beige. brillantes

Cc2 Granos pequé'ﬁbgr-‘tig color Cloroforﬁ')c;vywl‘)'M8-67'_‘%——-'
blanco opacos

C3 Cnstales amorfos de color|Acetona cloroformo y DMSO
verde olivo

C4 Cnistales pequenos. blancos | Acetona cloroformo y DMSO
brillantes

CSs Granos con apariencia de|Acetona, cloroformo y DMSO

algodoén color biancos
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6.2. ESTUDIO BACTERIOLOGICO

Consistio en determinar la susceptibilidad de las cepas bacterianas de la
Tabla 4, frente a los 4-R-fenilcarbamatos de metilo, empleando para tal efecto la
técnica de sensidiscos O Kirby-Bauer, determinando con esto las CMi y la CMB,

asi como también se levaron a cabo cinéticas de crecimiento con las bacterias

que resultaron mas sensibles

Todas las cepas utilizadas fueron donadas por el laboratono de
Microbiologia Industriat (Microbilogia 10) de la Unidad de Posgrado de la FES

Cuautitldn. Las cuales se observan en la siguiente tabla
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Tabla 4. Bacterias empleadas en ef ensayo de susceptibilidad bacteniana ante los 4-R-

femilcarbamatos de metilo.

BACTERIA ATCC
Shigella spp.
Staphylococcus aureus
Escherichia coli 25922
Staphylococcus aureus 6538
Pseudomona aeruginosa 9027

Salmonella typhl

Bacillus cereus 11778
Bordetella bronchiseptica 4817
Streptococcus faecalis 10741
Micrococcus luteus 9341

Salmonella spp

Proteus mirabilis

Klebsiella pneumoniae

Serratia mercescens

Vibrio cholerac ambiental 31221

Vibrio cholerae Inaba humana 4661

Vibrio parahaemolytico

Salmonella typhimurium CDC-10
Escherichia coli 10536

Pseudomona aeruginosa 15442
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6.2.1. PRUEBA DE DIFUSION CON DISCOS

Preparacion de los discos

En esta prueba, inicialmente se pesaron 500 y 1000 g de cada producto y
se disolvieron en 100! de disolvente (acetona para C1, C3, C4y C5, y cloroformo
para C2), posteriormente se impregnaron discos de papel filtro (Watman no 1) de
0.6 cm de diametro con estas disoluciones con ayuda de una micropipeta, en
condiciones de esteriidad Se utilizaron dos controles. uno de acetona y otro de

cloroformo. Y se dejaron secar perfectamente

Medio de cultivo

E! medio empleado para esta prueba fue el agar Mueller-Hinton, el cual se
sirvid en cajas Petn de 100mm (25 ml aprox ) y se dejo enfriar a temperatura
ambiente. Antes de usar las cajas con el medio, se incubaron a 35°C por 24 hrs.

para eliminar aquéllas que se hubieran contaminado

Preparacion del indculo

Con una asa se tomaron S colonias aisladas de 13 bactenia a probar, la
cual provenia de un cultivo joven de 18-24 hrs de crecimiento en agar MH y se
inocularon en 5 ml de CST Se incubaron a 35°C con agitacion (200 rpm) hasta
qQue aparecid una leve turbiedad lo que ocurrnid entre 2 a 5 hrs dependiéndo de la
bacteria; se ajusto la turbidez tomando como referencia el tubo 0 § de la escala de

Mc Fartand Este ajuste se realizo por comparacion visual agitando los tubos
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antes y durante el proceso con ayuda de un Vortex y se ulilizd un fondo blanco

con una linea negra contrastante.

Las placas de agar se sembraron utilizando hisopos de madera con punta
de algoddn estériles, los que se sumergen en la suspension estandarizada,
quitando el exceso al presionar y girar el hisopo contra la pared del tubo por
encima del nivel dei caldo Se estrio el medio en tres direcciones sobre toda la
superficie del agar y por el borde del agar. Dejando secar el inodculo (3-5 min.)

antes de colocar l0s discos.

Colocacion de los discos

Se colocaron los discos que ya se habian impregnado con los productos
sobre las placas inoculadas con pinzas estenlizadas Estos se presionaron
suavemente sobre el agar, para asegurar un contacto completo con la superficie.

Luego se incubaron las placas a 37°C

Lectura e interpretacion

A las 18-20 hrs de incubacion se midieron los halos de inhibicidon con un
Vemier, tomando como sensibles aquellas bactenas en las gque hubo una
completa inhibicion del crecimiento alrededor del disco, determinandose asi el

didmetro del halo de inhubicion




Resuftados obtenidos

Tabla 5. Resultados de los halos de inhibicion (mm) en las bactenas probadas ante

sensidiscos con 500 pg de los productos (4-R-fenilcarbamatos de metilo)

BACTERIA PROBADA ATCC Cc1 c2 c3 Cc4 Ccs
Shigella spp. R R R R R
Staphylococcus aureus R R R R R
Escherichia coli 25922 R R R R R
Staphylococcus aureus 6538 R R R R R
Pseudomona aeruginosa 9027 R R R R R
Salmonella typhi R R R S (6.3) R
Bacillus cereus 11778 R R R S (78) R
Bordetella bronchiseptica 4817 R R R R R
Streptococcus faecalis 10741 R R R R R
Micrococcus luteus 9341 R R R S (7.5) R
Salmonella spp R R R R R
Klebsiella pneumoniae R R R R R
Salmonella typhimurium CDC-10 R R R S (82) R
Escherichia coli 10536 R S (86) R S(87)]S (83)
Pseudomona aeruginosa 15442 R R R R R

R= Resistente Crecimiento alrededor del disco

S= Sensisble Inhibicion del crecimiento alrededor del disco




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

sensidiscos con 1000 ug de tos productos (4-R-tenilcarbamatos de metilo)

BACTERIA PROBADA ATCC C1 c2 Cc3 Cc4 Cc5
Shigella spp. R R R S (14.1) R
Staphylococcus aureus R R R R R
Escherichia coli 25922 | S(10.5) R R S (99) R
Staphylococcus aureus 6538 R R R R R
Pseudomona aeruginosa 8027 R R R R R
Salmonella typh! R R R S (87) R
Bacillus cereus 11778 R R R S (79 R
Bordetella bronchiseptica 4817 S(10.2) R R S (95) R
Streptococcus faecalis 10741 R R R R R
Micrococcus luteus 9341 R R R S (80) R
Salmonella spp R R R R R
Proteus mirabilis R R R R R
Klebsiella pneumoniae R R R R R
Serratia marcescens R R R S (7 4) R
Vibrio cholerae ambiental 31221 R S (95) R S(115) | § (95)
V.cholerae Inaba humana R S (82) R S(11.9) | S (88)
Vibrio parahaemolytico 4661 R R R S (8 3) R
Salmonella typhimurium CDC10 | S (74) R R S (87) R
Escherichia coli 10536 | S (90) | S (87) R S (93){ S (BB)
Pseudomona aeruginosa 15442 R R R R R

R= Resistente Crecimiento alrededor del disco

S= Sensisble Inhibicion del crecimiento alrededor del disco
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6.2.2. DETERMINACION DE LA CMI

Esta prueba se realizdé a las bacterias que presentaron los halos de
inhibicion mas grandes en la prueba de difusion con discos. Las bacterias que se
eligieron fueron Shigella spp . E. coli ATCC 25922 E.coli ATCC 10536, V.

cholerae ambiental ATCC 31221 y V.cholerae Inaba humana.

Preparacion de diluciones

Se pesaron 0.5, 1.0, 1.5, 20, 2.5, 30, 3.5y 4 0 mg de! producto C4 que fue

el compuesto que dié mejores resultados en la prueba de difusidn con discos.

Se prepar6 la solucion antimicrobiana disolviendo el producto C4 en 0.5 ml
de DMSO y luego diluyendolo en tubos que contenian 9 mi de caldo MH a las
concentraciones finales deseadas. las cuales fueron 50, 100, 150, 200, 250, 300,
350 y 400 ug/ml de C4 El ultimo tubo no recibid el producto solo el disolvente

porque sirvio de control de crecimiento
Inocutacién de los tubos
Se prepard un inoculo en un matraz Erienmeyer de la bactena a probar en

caldo MH (la cual provenia de un cultivo de 24 hrs en agar MH), que se incubd a

37°C con agitacion 200 rpm (Incubator Shaker), hasta que se ajustd al estandar
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de turbidez de 0.5 en la escala de Mc Farland para obtener unas 10’ UFC/m.
Esto se comprobd sembrando 0.1 ml de una dilucion en SSF de 10 * del inoculo,

en agar MH, contandose asi 10 UFC en la placa

Después se anadieron 0.5 ml de este inoculo a cada tubo, que ya
contenian el caldo MH y el producto C4, para tener finalmente un volumen total

del tubo que fue de 10 mi. Se incubaron os tubos a 37°C durante 18 hrs.

Interpretacion de los resultados

La menor concentracion de antmicrobiano que mostré {a inhibicién

completa del desarrollo visible representa la CMI

Para determinar la CMB. se sembro en agar MH 0 1 ml de los tubos que ya
se habian observado en la CMI y se incubaron las cajas a 37°C durante otras 18-
24 hrs. Asi la CMB fue ia dilucién mas baja que impidié el desarrollo de colonias

en las cajas sembradas
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Resultados obtenidos

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

Tabla 7. Resultados preliminares para obtener la CMI

TUBO BACTERIA
Producto C4| Shigella E. coli E.coli V. cholerae | V. cholerae
(ug/ml) spp. ATCC ATCC ambiental | Inaba hum.
25922 10536 ATCC31221
0 Turbio Turbio Turbio Turbio Turbio
50 Turbio Turbio Turbto Turbio Turbio
100 Turbio Turbio Turbio Turbio Turbio
150 Turbio Turbio Turbio Claro Turbio
200 Turbio Turbio Turbio Ctaro Turbio
250 Turbio Turbio Turbio Claro Turbio
300 Claro Turbio Turbio Claro Turbio
350 Claro Turbio Turbio Claro Claro
400 Cilaro Turbio Turbio Claro Claro

Para la CMI, se hizo la interpretacidn de turbio o claro mediante ia
observacidon visual del desarrollo que pudiera observarse en el tubo Indicando

que turbio es igual a crecimiento y claro a inhibicion de la bactena




CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA

Tabla 8. Resultados preliminares para obtener ia CMB

TUBO BACTERIA
Producto C4| Shigelia E. coli E.coli V. cholerae | V. cholerae
(ng/ml) spp. ATCC ATCC ambiental | Inaba hum
25922 10536 ATCC31221

0 Incontables | Incontables | Incontables | Incontables | Incontables
50 Incontables | Incontables | Incontables | incontables | Incontables
100 Incontables | Incontables | Incontables | Incontables | Incontables
150 {ncontables | Incontables | incontables 27 UFC Incontables
200 Incontables | Incontables | Incontables 0 UFC Incontables
250 Incorntables | Incontables | Incontables 0 UFC Incontables
300 3 UFC Incontables | Incontables 0 UFC Incontables

350 0 UFC Incontables | Incontables 0 UFC 0 UFC

400 0 UFC Incontables | Incontables 0 UFC 0 UFC

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

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

A continuacidon se muestran 10s resultados obtemidos con las bacternas que

se seleccionaron para esta prueba
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Tabla 9. Resultados obtenidos de CMI y CBM en ug/ml, para las bactenas seleccionadas
ante diversas concentraciones del producto C4

BACTERIA ATCC CMi (ug/ml) | CMB (ng/ml)
Shigella spp. 300 350
Escherichia coli 25922 n/d n/d
Escherichia coli 10536 n/d n/d
Vibrio cholerae ambiental 31221 150 200
Vibrio cholerae Inaba humana 350 350

n/d = no se determind.

La razén por la que no se determiné la CM! y 1a CMB de las cepas E. coli
ATCC 25922 y E. coli ATCC 10536, fue porque resultaron resistentes a las
concentraciones del carbamato C4 probadas, y no se aumentd la concentracion

de éste a mas de 400 jg/ml porque el producto se precipitaba
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6.2.3. CINETICAS DE CRECIMIENTO
Bacterias y compuesto empleados

Se realizaron cinéticas de crecimiento por triplicado con las bacterias:
Vibrio cholerae ambiental, Vibrio cholerae Inaba humana y Shigella spp. y con
el producto C4, tomando como base las experiencias realizadas en otros trabajos

de laboratorio ( Bernal Ayala) y por Pappano y col (36)
Preparacién del in6culo

En 2 matraces Erlenmeyer (de 250 ml), que contenian 100 m! de caido MH
ajustado a un pH de 7 con buffer de fosfatos (esterilizados). se les noculo la
bacteria a probar tomando vanas colonias (la bactena tenia 24 hrs de crecimento
en agar MH). Se incubaron estos dos matraces a 37°C con agitacion orbital a 200
rpm (Incubator Shaker), hasta que alcanzaron la turthdez de 05 de la escala de
Mc Farland (0.08-0.1 de D.O a una x=625 nm), lo cual requinod entre 2 y S hrs

dependiendo del microorganismo
Técnica turbidimétnica

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

aun pH 7.0. Cada uno se inoculd con 3 mi de la suspension bactenana ajustada a
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05 de la escala de Mc Farland y también se les agregaron las diferentes
concentraciones de! producto C4 que se disolvié en 2 ml de DMSO esténl Se
corrieron 2 controles, unoc que contenia el indéculo y DMSO y otro que contenia

solo el indculo

Los matraces Erlenmeyer tenian un volumen total de 130 mi al niciar la
cinética de crecimiento y durante ésta, la agitacibn y tempenrtaura fueron
constantes (200 rpm y 37°C). El desarrollo microbiano se siguid
turbidimétricamente tomando muestras de cada matraz (3 ml) cada 20 min vy
leyendo la DO a una longitud de onda de 625 nm con ayuda de un
espectrofotometro La toma de las muestras se realizo en condiciones asépticas

con pipetas esterilizadas.

Cuentas viables

Finalmente se realizaron cuentas viables durante las cinéticas a diferentes

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

Esto se realizd tomando 1 ml de cada matraz y diluyéndolo en agua esteri!
(se hicieron diluciones de hasta 10 ‘) sembrando en agar MH de forma
masiva, con hisopos de madera con punta de algoddn, e incubando a 37°C

durante 24 hrs



Resultados de las cinéticas de crecimiento
CONTROL 1= Medio de cultivo + bacteria
CONTROL 2= Medio de cullivo + bacteria + dimetilsulfoxido (DMSO)

* = Concentracion de C4 + medio de cullivo + bacteria

Tabla 10 Resultados obteridos (D O ), de la cnética de crecimienio de Shigella spp.
ante diversas concentraciones del producto C4

MINUTOS | CONTROL | CONTROL | *76.99 *153.84 | °230.76 | *307.69 ) “384.61
1 2 ng/ml ng/mi ng/ml ug/mi ug/ml
0 0018 0015 0018 0.021 0.024 0025 0.020
20 0019 0.023 0022 0.023 0017 0.019 0.023
40 0022 0010 0021 0.010 0 020 0010 0.020
60 0.023 0.035 0.024 0.035 0024 0035 0.030
80 0.034 0024 0033 0022 0.033 0022 0.031
100 0.048 0.052 0039 0046 0033 0.040 0.033
120 0.061 0065 0057 0.061 0052 0058 0.042
140 0111 0109 0 091 0.091 0082 0.088 0.067
160 0.152 0.139 0122 0.122 0113 0102 0.094
180 0227 0.185 0170 0.142 0 144 0130 0.116
200 0275 0237 0.200 0.180 0162 0164 0132
220 0.378 0316 0 264 0228 0204 0204 0165
240 0 468 0 408 0351 0280 0256 0237 0204
280 0810 0462 0404 0.337 0291 0275 0218

La curva correspondiente a estos datos se puede observar en la grafica 1,
a estas curvas se les determind el area bajo la curva obteniéndose los sig

resultados
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Gréfica {. Cinética de crecimiento de Shigella spp.
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Tabla 11. Resultados obtenidos del area bajo la curva a diferentes concentraciones del
producto C4 . ante Shigella spp.

MATRAZ [CONCENTRACION| AREA BAJO | % CELULAS | % CELULAS
{(ng/mi) LA CURVA VIVAS MUERTAS
CONTROL 1 0 5142 100 0
CONTROL 2 0 4553 88 54 1146
10 mg 76 99 73965 77 11 2289
20 mg 153 84 3455 67 19 3281
30 mg 23076 3142 61.10 3890
40mg 307 69 30 30 58 92 4103
50 mg 384.61 2574 50.05 4995

A continuacién se muestran los resuitados obtenidos de las cuentas

viables:

Tabia 12. Cuenta viables (UFC/ml) de Shigella spp. en presencia del producto C4

MATRAZ 0 MINUTOS 280 MINUTOS
10 mg 2X10* Incontables
20 mg 18x10° Incontables
30 mg 25x 10°* Incontables
40 mg 17x 10" Incontables
50 mg 2x 10* Incontables
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Tabla 13 Resuitados oblenidos (D.O.). de la cinetica de crecimiento de Vibrio cholerae
ambiental ATCC 31221 ante diversas concentraciones del producto C4

MINUTOS| CONTROL [ CONTROL| *30.76 | *61.53 | *92.30 | *123.07 | “153.84 | *184.61
1 2 ng/ml ug/mi ng/mi ng/mi ug/ml ng/mi

0 0019 0013 0015 | 0017 0010 | 0020 | 001 0.017

20 0016 0012 0015 | 0017 0015 | 0017 0013 | 0010
40 0023 | o014 0017 0019 0016 0019 0018 0019
60 0012 0010 0016 | 0013 | 0013 | 0007 0017 | 0013
80 0019 0015 0016 | 0012 0012 | 0009 | 0008 | 0010
100 0019 0017 0015 | 0011 0012 | 0010 | 0010 | 0009
120 0.030 0025 0015 | 0008 | 0011 0005 | 0010 | 0012
140 0.031 0 027 0018 | 0014 0013 | 0009 | 0010 | 0007
160 0053 0041 0018 | 0015 0015 | 0016 | 0008 | OO11
180 0074 0 060 0020 | 0017 0009 | 0011 0008 | 0009
200 0102 0083 0024 0018 | 0013 | 0012 | 0009 | 0010
220 0112 0093 0027 | 0014 0012 | 0014 | 0007 | 0009
240 0153 0131 0029 | 0022 | 0013 | 0013 | 0009 | o010
260 0190 0 167 0030 | 0023 | 0018 | 0013 | 0010 | 0009
280 0233 0197 0032 | 0022 | 0014 | 0014 0011 0 009
300 0286 0242 0034 0025 | 0015 | 0015 0012 | oo11
7320 0360 0310 0040 0037 0019 | 0016 0010 | 0011
" 7340 0 454 0 402 0043 | 0030 | 0019 | 0016 0010 | oo
360 0 560 0 506 0050 0026 0021 0012 0014 0007
380 0610 0553 0048 0030 0022 | 0009 0014 | 0007
"~ 400 0690 0627 0066 | 0031 0021 0016 | 0009 | 0003
420 0804 0714 0071 0036 | 0014 | 0018 | 0003 | 0011
440 0915 0821 0072 | 0034 | 0024 | 0011 0004 | 0009
460 1.060 0 966 0077 0046 | 0019 | 0017 0010 | oomn
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Gréfica 2 Cinética de crecimiento de Vibrio cholerae ambiental ATCC 31221
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La curva correspondiente a estos datos se puede observar en la grafica 2.

a estas curvas se les determind el area bajo la curva obternéndose los sig

resultados:

Tabla 14 Resultados obtenidos de! arca bajo la curva a diferentes concentraciones del
producto C4 |, ante Vibrio cholerae_ambiental ATCC31221

MATRAZ [CONCENTRACION| AREA BAJO | % CELULAS | % CELULAS
(ng/mi) LA CURVA VIVAS MUERTAS

CONTROL 1 0 12571 100 0
CONTROL2| 0o T 88 40 11 60

4 mg 3076 T84T 1212 8788 |

8 mg 6153 011 804 9196

12'mg 92 30 711 565 94 35

16 mg T 12307 6 01 478 95 22

20 mg 153 84 469 373 96 27

24 mg 184 61 462 367 96.33

A continuacién se muestran los resultados obtenidos de las cuentas

viables:

Tabla 15 Cuenta wiables (UFC/ml) de

presencia del producto C4

Vibrio cholerae ambwental ATCC 31221 en

MATRAZ 0 MINUTOS 340 MINUTOS 460 MINUTOS
4mg 30x10° 23X 10° Incontables
8mg | 39X 10- | e2x10 | eex10' |

T 12mg T T 3ox 10 | Tvaxitor | 22x10t |
16 mg 32x 10° 47x10° TT139x 10"
20mg 47X 10 75X 10 31X10°

24 mg 42X 10° 68X 10* gox10°
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Tabla 16 Resultados oblenidos (D O ). de la cinética de crecumenio de Vibrio cholerae
inaba humana ante diversas concentraciones del producto C4

MINUTOS| CONTROL [CONTROL | *23.07 | *46.15 | °69.23 | ‘92.30 | “115.38

1 2 na/mi ngfml ng/mi ng/ml ng/mit

0 0005 0002 0007 0005 0007 0003 0008
20 0005 oo 0006 0010 0012 0009 0.007
40 0009 0007 0011 0007 0005 | 0004 0003
60 0020 0010 0008 0010 0010 0 006 0006
80 0022 0017 0014 0015 0010 | 0008 0003
100 0.040 0033 0029 0022 0023 0013 0010
120 0 061 0.050 0038 0028 0025 | 0015 0010
140 0083 0 066 0048 0033 0020 0016 0011
160 0125 0101 0082 0049 0029 0019 0013
180 0 169 0135 0.095 0056 0033 0020 0014
200 0242 0190 0127 0078 0 046 0026 0015
220 0312 0.249 0153 0100 0057 0032 0016
240 0406 0322 0180 0111 0063 0031 0016
260 0502 0410 0232 0132 0078 0038 0019
280 0 546 0472 0293 0154 0 087 0642 0019
300 0590 0530 0361 0171 0094 0 049 0020
320 059 0554 0426 0188 0098 | 0054 0021
340 0644 0594 0506 0222 0112 0058 0021
360 0676 0640 0532 0270 | 0129 0061 0027
380 0748 0690 0586 0306 0134 0065 0026
400 0845 0 800 0650 0359 0 142 0070 0027
420 | 0915 0855 0676 0392 0153 0070 0027
440 0915 0900 0714 0412 0 167 0069 | 0024
460 0825 0810 0674 0420 0 158 0 059 0023
480 0835 0 845 0702 0450 0165 | 0073 0029
500 0915 0925 0778 0496 0183 0079 0030
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Gréfica 3. Cinética de crecimiento de Vibrio cholerae inaba humana
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La curva correspondiente a estos datos se puede observar en la grafica 3.

a estas curvas se les determind el area bajo la curva obteniéndose los sig.

resultados.

Tabla 17 Resultados obtenidos del area bajo la curva a diferentes concentraciones del

producto C4 . ante Vibrio cholerae. Inaba humana
MATRAZ [CONCENTRACION| AREA BAJO | % CELULAS | % CELULAS
(ng/mi) LA CURVA VIVAS MUERTAS

CONTROL 1 0 21182 100 )
CONTROL 2 0 19509 TT9z210 7.90

3mg 2307 150 71 7115 28 85

6 mg 4615 8491 4008 59 92

9mg 69 23 3890 18 36 8164

12 mg 92.30 1916 9 04 90 96

15 mg 115.38 852 402 95 98

A continuacién se muestran los resultados obteridos de las cuentas

viables:

Tabla 18. Cuenta viables (UFC/ml) de Vibrio cholerae Inaba humana en presencia del

producto C4
ATRAZ 100 MINUTOS | 200 MINUTOS | 360 MINUTOS | 480 MINUTOS
3mg 62x10°* 47 X10° Incontables incontables
6 mg 70x10* 33x10° Incontabies 17X 10*
9mg 46X 10* 28x10° Incontables 12X 10*
12mg 36x10* 87 Xx10* 46X 10° 11X 10°
15mg 23x10* 21x10* 23x 10° 20X10°
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7. DISCUSION

Dado que en el presente trabajo de tesis se conjuntan diversas técnicas de
estudio, la discusidon se presenta por partes, para finalmente correlacionar todos

los resultados obtenidos.
PROPIEDADES DE LOS PRODUCTOS

Las propiedades que se evaluaron con los diferentes 4-R-feriicarbamatos
de metilo, nos sirvieron para diferenciar los productos y para determinar el tipo de
disolvente que se usaria en las pruebas del estudio bacteriolégico El cual resultéd

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

PRUEBA DE DIFUSION CON DISCOS

Inicialmente se realizé una prueba preliminar, que fue la de la técruca de
difusién con discos, con el objeto de determinar cuales bactenas eran sensibles
ante los diferentes 4-R-feruicarbamatos de metito. asi como identificar los
productos que presentaran actividad antimicrobiana Por esla razon prnimero se
probd con 500 pg/disco. pero como nNo se obtuvieron muy buenos resultados.

entonces se aumento la concentracidn a 1000 jg/disco Los resultados obtenidos

en esta prueba indican que



El producto C1 (fenulcarbamato de metilo). inhibid el crecimiento de 4
bacterias, siendo los mayores halos de inhibicion para E. coli ATCC 25922 (10.5
mm) y B. bronchiseptica ATCC 4817 (10.2 mm)

El producto C2 (diciorofeniicarbamato de metilo), inhibio el crecimiento de 3
bacterias y el mayor halo de inhibicién correspondié a V. cholerae ambiental
ATCC 31221 (9.5 mm).

El producto C3 (4-nitrofeniicarbamato de metilo). no presentd actividad
antimicrobiana en ninguna de las bacterias probadas

El producto C4 (4-hudroxifeniicarbamato de metilo), inhibid el crecimiento de
12 bacterias detectandose los mayores halos de inhibicion con Shigella spp.
(14.1 mm), V. cholerae ambiental ATCC 31221 (11.5 mm) y V. cholerae inaba
humana (11.9 mm)

El producto C5 (4-clorofenilcarbamato de metio), inhibié el crecimiento de
3 bacterias presentando el mayor halo de inhibicidn con V. cholerae ambiental

ATCC 31221 (9 5 mm)

Al observar ios resultados, se determind que el producto con mayor
actividad antimicrobiana fue el C4, el cual se utilizaria para los siguientes estudios
(CMI y cinéticas microbianas) y las bactenas a probar serian las que presentaron
los mayores halos de inhibicion con dicho producto (Shigella spp., V. cholerae

ambiental ATCC 31221 y V. cholerae inaba humana)
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DETERMINACION DE LA CMI

En los resultados obtenidos de la CMI y ia CMB ;/emos que, NO se
determiné para E. coli ATCC 25922 y E, coli ATCC 10536 y ésto se debid a que
ya no aumentd la concentracidon del producto, porque éste se precipita a mas de
400 pg/ml, lo cual impediria que estuviera distribuido uniformemente y que

ademas no se observara con claridad si habia o no turbidez en los tubos

En cuanto a los resultados obtenidos de la CMI para las demas bacterias,
vemos que la mas sensible o con una menor CMI fue V. cholerae ambiental
ATCC 31221 (150 png/ml), siendo mas resistentes o que requirieron una mayor
cantidad de producto, V. cholerae Inaba humana (350 ug/mi) y Shigella spp.
(300 ug/ml). Los resultados de la CMB, nos indican que la bactena que requirio
menos producto fue V. cholerae ambiental ATCC 31221 (200 ug/mi), y que, V.

cholerae Inaba humana y Shigella spp. requineron ambas de 350 uig/mi de C4

Por otro l1ado en la literatura se menciona que el inverso del diametro de
inhibicidn corresponde a la CMI, sin embargo. en el estudid que se llevo a cabo
esta hipotesis no se cumple en su totahdad, y esto podria deberse a que el
productc C4 no es soluble en agua y por lo tanto no difunde en el agar tan
faciimente, siendo esto un factor deternunante del tamano del halo de inhibicion y

tal vez una limitante
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Conjuntando los resultados de la prueba de difusion con discos y la de
dilucidén en caido (CMI), observamos que E. coli ATCC 25922 y E. coli ATCC
10536 resultaron resistentes a las concentraciones probadas en la determinacion
de la CMI, y esto, coincide a su vez con el hecho de que en la prueba de difusion
con discos (1000 hg/ml) sus halos de inhibicion son menores a 10 mm; en cambio,
para las otras bactenas a las que si se les determino la CMI y que fueron Shigella
spp., V. cholerae ambiental ATCC 31221 y V. cholerae inaba humana,
presentaron halos de mhibicibn mayores a 10 mm, por lo tanto se podria
considerar que las bactenas que presentan halos mayores a 10 mm sean

realmente sensibles al producto C4.

CINETICAS DE CRECIMIENTO

La cinélicas de crecimiento realizadas en el presente estudio; nos ayudan a
determinar tanto las curvas de crecimiento de las bactenas, asi como el efecto
que posee el producto C4 en éstas. por medio de la lectura de la densidad optica
(absorbancia). Los resultados obtenidos en las diferentes cinéticas de crecimiento

se analizaran por separado. segun la bactena probada

En la cinélica de crecimiento de Shigella spp.. vemos que los resultados
de fa grafica nos muestran que al aumentar la concentracion del producto, el
crecimiento es menor, lo cual corresponde a las areas bajo las curvas y al

porcentaje de células vivas. hay que tomar en cuenta que el DMSO también
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inlibe a la bacteria, aunque en un porcentaje bajo (11.46%) Al leer la cuenta
viable, vemos que al iniciar la cinética (al minuto 0), todos los matraces con las
diferentes concentraciones de C4 poseian entre 17-25 X 10" UFC/mI pero al
final de la cinélica (260 min.) las colonias son incontables en todas las
concentraciones del producto, I0 que nos indica que {a bactena sigue
desarrolldndose, aunque a diferentes velocidades. dependiendo de la
concentracion del producto. En ésta cinética, no se aumentd la concentracion del
producto C4, porque precipita a concentraciones mayores de 400 ug/ml y esto

afectaria las lecturas obtenidas en el espectrofolometro dando resultados poco

confiables.

La cinética de crecimiento de V. cholerae ambiental ATCC 31221, nos
indica que al aumentar la concentracion del producto C4, hay un menor desarrolio
de la bacleria, y esto lo podemos observar en las lecturas de absorbancia y en las
areas bajo la curva En este caso, al determinar los porcentajes de céluias vivas y
muertas, segun el area bajo la curva. vemos que el DMSO afecta a ta bactenia en
un 11.6% durante toda la cinética. sin embargo. el producto C4 si disminuye
drasticamente el crecmiento de la bactena desde la concentracidn mas baja y
eslo lo observamos en los porcentajes de células que se determinaron La cuenta
viable nos indica que al iniciar la cinética (0 minutos) todos los matraces con las
diferentes concentraciones tenian entre 3-5 X 10° UFC/ml. durante la cinética en
todos los matraces con producto C4 la cepa sigue desarrollandose a velocidades

diferentes, dependiendo de la concentracion, pero al final de la cinética (460 min )
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sblo con 184.61 nug/ml, la bacteria se mantuvo y no se desarrollo, ya que no

aumentd su crecimiento a diferencia de las demas concentraciones

En la cinética de crecimiento de V. cholerae inaba humana, la grafica nos
indica que si aumentamos la concentracion del producto C4 el desarrolio es
menor y las lecturas de absorbancta van aumentando lentamente y esto lo
verificamos con las areas bajo la curva, en las cuales los porcentajes de células
vivas y muertas nos muestran que al aumentar la concentracion de C4 va
disminuyendo el crecimiento de |a bactena, en este caso el DMSO soélo afecto en
un 7.8% a ta bacterna. En la cuenta viable, vemos que a los 100 min | todas las
concentraciones tienen entre 2.3-7 X 10* UFC/mi, y que al final de la cinética. en
todas las concentraciones el desarrolio de la bacteria aumenté, excepto en la
concentracidén de 115.38 ug/ml, ya que, al terminar ésta cinética (480 min) se
tuvieron 2.0 X 10* UFC/ml. Esto nos indica que con 11538 pig/ml hay una

inhibicion en el crecimiento de la bactena
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8. CONCLUSIONES

Se determind el espectro antimicrobiano de los diferentes 4-R-

fenilcarbamatos de metilo. comprobando su actividad sobre 20 bacterias de

importancia clinica

En la prueba de difusion en agar con discos, se observo que los productos
C1, C2, C4 y C5 presentaron algun tipo de actividad antimicrobiana sobre las
bacterias probadas. A diferencia del producto C3 que no presentd ninguna

actividad antimicrobiana.

En la prueba de difusién en agar con discos el producto C4 presentd
actividad antimicrobiana sobre 12 bacterias, destacando su mportancia y
sugiriendo que dicho compuesto se podria considerar como un agente

antibactenano

Se establecid la CMI y la CMB para el producto C4. con las bacterias que
resultaron sensibles a la accion de éste (V. cholerae ambientat ATCC 31221, V.

cholerae Inaba humana y Shigella spp..) . en 13 prueba de difusion con discos

Se determind que para el producto C4, los halos de inhibicion mayores a

10 mm (difusidn con senstdiscos de 1000 j1g) sugierer que |a bacteria realmente
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es sensible, ya que, se logro establecer la CMI y la CMB con {as bacterias que

presentaron éstos halos de inhibicion.

El producto C4, se podria considerar un antibacteriano de espectro
reducido, ya que, los halos de inhibicion mas grandes los presentaron bacterias

Gram -,

Con la realizacién de las cinéticas de crecimiento. con la ayuda de las
graficas y con las cuentas viables se determind la concentracion a la cual el
producto tenia un efecto bactenostatico sobre las bacterias que resultaron ser
sensibles en la prueba de difusion con discos (V. cholerae ambiental ATCC

31221, V. cholerae Inaba humana y Shigella spp.)

Los resultados obtenidos en las pruebas de susceptibihdad antimicrobiana,
identificaron al género Vibrio como uno de los mas sensibles a los diferentes 4-R-

fenilcarbamatos de metilo

Al comparar ia estructura de los 5 productos. observamos que la unica
diferencia entre ellos son los grupos funcionales, los que podrian ser los
responsables de la actividad antimicrobiana Asi vemos que C4 (4-OH). fue el
que presentd mayor actividad antibacteriana, por 10 que se propone aumentar el

numero de sustituyentes con el grupo funcional OH para estudios posteriores
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Ademas se podria seguir trabajando con el producto C4 a futuro en io que se

refiere a la aplicaciéon que se le daria sobre el género Vibrio.
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10.ANEXO

PREPARACION DE SOLUCIONES

Soiucidn Salina Fisioldégica al 0 9%

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

Solucién buffer de fosfatos (PBS) pH=7

Se disuelven 28.8g de fosfato dibasico de sodio y 11,45 g de fosfato

monobasico de potasio, en agua destilada. aforando a un litro.



(1)

PRUEBAS BIOQUIMICAS

Antes de comenzar con los ensayos de susceptibilidad antimicrobiana, se
realizaron algunas pruebas bioquimicas a las bacterias en estudio y luego se
sembraron en agares selectivos para corroborar que eran l0s microorganismos
identificados

PRUEBAS PRIMARIAS

BACTERIA ATCC | GRAM | CATALASA [OXIDASA| OF
Shigella - + - F
Staphylococcus aureus + + - F
Escherichia coli 25922 - + - F
Staphylococcus aureus 6538 + + - F
Pseudomona aeruginosa 9027 - + + 0
Salmonella typhosa - + - F
Bacillus cereus 11778 + + F
Bordetella bronchiseptica 4817 - + + (0]
Streptococcus faecalis 10741 + - - F
Micrococcus luteus 9341 + + + [e)
Salmonella spp - + - F
Proteus mirabilis - - F
Klebsiclla pneumoniae - + - F
Serratia mercens - R F
Vibrio cholerae ambiental | 31221 - + + F
Vibrio cholerae Inaba 4661 - + + F
Vibrio parahaemolytico - + + F
Salmonella typhimurium | CDC-10 - < - F
Escherichia coli 10536 - + - F
Pseudomona aeruginosa 15442 - + + O




ENTEﬁOBACTERIAS

07

BACTERIA ATCC lIM VIC] TSI LIA [ UREA| H2S | LAC
Shigella spp. - + - - |alkac - - - -
Escherichia coli 25922 | + + - - | adlac + - - +
Escherichia coli 10536 | + + - - aclac + - - +
Salmonelia typhl - + - - ]alk/ac + - + -
S. typhimurium cdc-10) - + - + | alk/ac + - + -
Proteus mirabilis - + - +| &clac + + -
K. pneumoniae - -+ o+ + + - +
CRECIMIENTO EN AGARES

BACTERIA AGAR CRECIMIENTO
Shigella SS (Shigelia-Salmonelia) Colonias incoloras

Staphylococcus aureus

SM (Sales Manitol)

Colomas y halo amarillos

Pseudomona aeruginosa
ATCC 9027

Escherichia coli MC Colonias rosas
ATCC 25922 {MaConkey)

Escherichia coli EMB Colomas verdes
ATCC 25922 (Eosina-azul de metileno) negruzcas con brillo

metalico
Staphylococcus aureus ’ SM Colonias y halo amanlios
ATCC 6538
FLO Colomas amarnilas |

verdosas




(8.1

Sal/monelia typhl SS Colonias con centro
negro y vire del medio a
amarillo
Salmonella typhl S8 " Colomias verdes con
(Sulfito bismuto) centro negro
Bordetella bronchiseptica MH Colonias blancas
ATCC 4817
Bordetella bronchiseptica MC Colonias rosas
ATCC 4817
Streptococcus faecalis Agar para estreptococos Colonias blancas
ATCC 10741 puntiformes
Micrococcus luteus MH Colonias puntiformes
ATCC 9341 amarilias
Salmonella spp SS Colomas y medio
amarnillos con centro
negro
Proteus mirabilis MH Lechosa y produccion de
swarming
Klebsiella pneumoniace EMB Colonias rosas con
centro oscuro
Klebsiella pneumoniae HEKTOEN "Colonias anaranjadas
Vibrio cholerae ambiental TCBS Colonias amarilias
ATCC 31221
V.cholerae Inaba humana TC8S Colonias amarifias
ATCC 4661
Vibrio parahaemérl;;iga“ TCBS Colonias verdes
Salmonella lyphi”;i;fljl;;"ﬁ SB Colonas verdes con
CDC-010 centro negro
Salmonella typhimurium §S Colonias con centro




0

CDC-010

negro y medio amarillo

Escherichia coli MC Colonias rosas
ATCC 10536
Escherichia coli EMB Colonias verdes
ATCC 10536 negruzcas con brillo
metalico
Pseudomona aeruginosa FLO Colonias amarillas

ATCC 15442

verdosas
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