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1. RESUMEN

El presente trabajo tiene por objeto mostrar los resultados obtenidos para la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria de siete compuestos
derivados del acido carbamico y dos compuestos precursores de los derivados
carbamicos, al igual que los obtenidos para cuatro antibioticos que tomamos como

referencia, de acuerdo a la preferencia del clinico.

Para la experimentacion se utilizaron 114 cepas de Escherichia coli provenientes
de aislamientos clinicos de pacientes pertenecientes al Hospitalito Gustavo
Guerrero en el Distrito Federal y al Centro Médico Nacional Siglo XXI, también en
el Distrito Federal; para el estudio se utilizé6 también la cepa ATCC 25922, como
cepa de control, ésta fue obtenida del Laboratorio de Bacteriologia Diagndstica de
la Facultad de Estudios Superiores Cuautittan a cargo de la QFIl. Andrea A.

Becerril Osnaya.

Los resultados obtenidos para la concentracion minima inhibitoria (MIC) fue
establecida con base en el 90% de sensibilidad presentada en el total de cepas, vy
para ello se utilizo la técnica de dilucion en agar, dando como resultado una MIC
para el compuesto carbamico LQM 996 de 390 ug/mL, siendo éste el que presenta

la mayor actividad biolégica.

La actividad de estos compuestos fue comparada con antibiéticos ya existentes en
el mercado y que son de uso comun para infecciones ocasionadas por Escherichia
coli, como lo es Amikacina, Gentamicina, Ceftriaxona y Nitrofurantoina; los
resultados de las concentraciones para estos compuestos son por mucho menores

a la del compuesto carbamico con mayor actividad.
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2. INTRODUCCION

Desde el descubrimiento de la Penicilina en 1920 y su disponibilidad para el uso
clinico en la década de los 40, muchos nuevos Antimicrobianos aparecen todos
los afios para su uso clinico. Mientras que este gran numero de antibidticos
permiten una gran flexibilidad al médico en el uso de estas drogas, también exige

un mayor conocimiento y experiencia para su uso adecuado.™

Por lo anterior el tratamiento con antibidticos ha jugado un papel muy importante
en el manejo de las enfermedades infecciosas en el siglo XX.! Las enfermedades
de caracter bacteriano representan un grave problema de salud en todos los
paises, por ello la necesidad de generar nuevos antibiéticos que permitan el
control de enfermedades de este tipo y que se produzca la menor resistencia de
las bacterias frente a estos. Por ello en los Laboratorios de Quimica Medicinal a
cargo del Dr. Enriqgue R. Angeles Anguiano y en conjunto con el laboratorio de
Biologia Molecular a cargo del Dr. Andrés Romero Rojas, ambos de Postgrado de
la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan de la Universidad Nacional
Auténoma de México, se han dado a la tarea de sintetizar y probar nuevos
compuestos derivados del &cido carbamico, que pretenden sea una de las
alternativas de tratamiento antibacteriano con el menor grado de resistencia

bacteriana 'y el menor costo.
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3. GENERALIDADES

3.1. Escherichia coli.

Escherichia coli es la especie bacteriana que mas comunmente se recupera en los
laboratorios clinicos y ha sido incriminada en enfermedades infecciosas que
involucran virtualmente a todos los tejidos humanos y sistemas de 6rganos. E. coli
es uno de los organismos comunes involucrados en sepsis gramnegativa y en
shock inducido por endotoxinas. Las infecciones del tracto urinario (ITU) y de las
heridas, la neumonia en pacientes hospitalizados inmunosuprimidos y las
meningitis en los neonatos son otras formas comunes de infeccion causada por E.

coli.2>®%

3.1.1. Caracteristicas morfologicas

Una preparacion tefiida con Gram puede revelar células bacilares y cocobacilares

gramnegativas cortas y gordas, cuyo tamafo varia de 0.5 a 2 um de ancho y de 2

a 4 um de largo.>>®

Region Nucleoide
Ribosomas
Citosol

membrana
Plasmatica
espacio )
Periplasmico
Pared celular

- I/ % Otra membrana

Flagelo

Figura 1. Esquema editada de Escherichia coli.?
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Escherichia coli es un bacilo gramnegativo, anaerobio facultativo de la familia

Enterobacteriaceae,

tribu

Escherichia,

cuyas principales

bioquimicas se indican en el cuadro siguiente:

Prueba Bioquimica

Oxidasa
Produccién de indol
Rojo de metilo
Voges-Proskauer
Citrato de Simmons
H.,S (TSI)
Hidrdlisis de urea
Utilizaciéon de malonato
Acido de glucosa
Gas de glucosa
Fenilalanina desaminasa
Lisina descarboxilasa
Arginina deshidrolasa
Ornitina descarboxilasa
Movilidad a 36°C
Hidrélisis de gelatina a 22°C
KCN crecimiento en
Fermentacion de lactosa
Fermentacion de sacarosa
Fermentacion D-manitol
Fermentacion D-sorbitol
Fermentacion de mucato

Fermentacion de dulcitol

Cuadro 1. Identificacion bioquimica de Escherichia coli.

% de Posibilidad

98

99

100

95

90
17
65

95

95
50
98
94
95

60

Prueba Bioquimica

Fermentacion de salicina
Fermentacion de adonitol
Fermentacion de inositol
Fermentacion de L-arabinosa
Fermentacion de rafinosa
Fermentacion de L-ramnosa
Fermentacion de maltosa
Fermentacion de D-xilosa
Fermentacion de trealosa
Fermentacion de celobiosa
Fermentacion de a-metil-D-glucésido
Fermentacion de eritritol
Hidrélisis de esculina
Fermentacion melobiosa
Fermentacion D-arabitol
Fermentacion de D-manosa
Fermentacion de glicerol
Nitrato a nitrito
Tartrato de Jordan
Utilizacion de Acetato
Lipasa (aceite de maiz)
DNasa a 25°C

ONPG
1,4,6.

caracteristicas

% de Posibilidad

40

99
50
80
95
95

98

35

75

98
75
100
95

90

95
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3.1.3. Patogenia de la infeccidn.

E. coli posee una amplia variedad de factores de virulencia. Ademas de los
factores generales que tienen los miembros de la familia de las enterobacterias,
las cepas de E. coli responsables de enfermedades ITU y las gastroenteritis
poseen factores de virulencia especializados™®, como se resumen en el siguiente

cuadro:

ADESINAS TOXINAS

Antigenos de Factor de colonizaciéon CFA/I, CFA/Il y | Toxinas termoestables STay STb

CFA/I Toxinas Shiga STX-1 STX-2
Fimbrias de adherencia agregativa AAF/l y AAF/II Hemolisina H1 y HA
Proteinas formadora de haces (Bfp) Toxinas termolébiles LT-ly LT-II
Intimina Citotoxinas
Pili P Endotoxinas (LPS)
Proteina Ipa
Fimbrias Dr
INVASINAS MOTILIDAD Y QUIMIOTAXIS
Hemolisinas Flagelos

Invasion intracelular por Shigella-like

ATRIBUCIONES GENETICAS PROPIEDADES DE SUPERFICIE ANTIFAGOCITOSIS
Transmisién de plasmidos Capsulares
Factor R y plasmidos de resistencia a farmacos Antigenos K
Toxinas y otros plasmidos de virulencia LPS

Cuadro 2. Factores de virulencia especializados que se asocian a E. coli.>’

3.1.4. Diagndstico

El diagndstico se basa en el aislamiento e identificacion del microorganismo. El
examen directo es Util en todas las muestras. La tincion de Gram no permite

diferenciar entre enterobacterias y otros gramnegativos, y todavia menos entre
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cepas patégenas y no patdgenas, sin embargo el examen microscopico de las
muestras permite una impresion global de la flora existente y permite observar

otros microorganismos.>”*

En cuanto a los métodos de aislamiento, las enterobacterias crecen bien en
medios usuales (agar sangre, agar chocolate, etc.). Pero el problema aparece
cuando existe una microbiota mixta que enmascare a E. coli. Cuando el
aislamiento es a partir de liquidos estériles como liquido cefalorraquideo, exudado
peritoneal, pleural y sangre en los que las infecciones son monomicrobianas, su
aislamiento se hace facilmente con los medios utilizados usualmente. Para el
aislamiento procedente de productos patoldgicos con flora mixta como las heces,
en las que puede involucrarse otras bacterias oportunistas, se deberan utilizar
medios selectivos como agar McConkey y en especial agar eosina-azul de
metileno de Levine. El medio CLED es diferencial, no selectivo, muy utilizado para
el cultivo de orina porque evita la invasion de Proteus y permite crecer, ademas de
las enterobacterias, a otros patégenos urinarios habituales. También se puede
utilizar técnicas selectivas de cepas patégenas en el estudio de heces ya que E.

coli forma parte de la flora comensal intestinal.>**

La identificacién definitiva se realiza mediante pruebas bioquimicas, pues son
oxidasa-negativa, fermentan la glucosa y producen acidificacién de la base del
medio de Kligler, etc., como ya se expuso en el cuadro 1. En la actualidad la
mayoria de los laboratorios utilizan sistemas automatizados o baterias de pruebas

bioquimicas para la identificacion.>®*

3.1.5. Epidemiologia

E. coli esta presente en el tracto gastrointestinal, y estas bacterias son una causa
frecuente de sepsis, meningitis neonatal, ITU y gastroenteritis. Por ejemplo, E. coli
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son: a) los bacilos gramnegativos que se aislan con mas frecuencia en los
pacientes con sepsis; b) responsable de producir mas del 70 - 80% de las ITU
adquiridas en la comunidad, asi como la mayoria de las infecciones nosocomiales
y C) una causa importante de gastroenteritis en los paises en desarrollo. La
mayoria de las infecciones (con excepcion de la meningitis neonatal y de la
gastroenteritis) son endégenas, es decir, que E. coli que forma parte de la flora
bacteriana normal del paciente son capaces de producir una infeccion cuando las

defensas del paciente se encuentran comprometidas.??*°

3.1.6. Tratamiento

Depende del cuadro clinico. La amoxicilina, amoxicilina-clavulanico,
cefalosporinas, aminoglucésidos, cotrimoxazol y quinolonas son medicamentos
activos que se utilizan en este tipo de infecciones. En la cistitis no complicada o
bacteriuria asintomatica se puede utilizar: cotrimoxazol (dos tabletas cada 12
horas), sulfamidas y antisépticos urinarios como nitrofurantoina (100mg cada 6
horas) o norfloxacino (400 mg cada 12 horas) un minimo de 5 dias. Si la infeccién
se acompafia de fiebre y afectacion el estado general, con bacteriemia o
desarrollo de sepsis, se administran antibioticos bactericidas como: amoxicilina
0.5-0.75 g cada 6 horas VO o ampicilina 0.5-1.0 g VO cada 6 horas. Si existe
resistencia (30-60%), se utilizaran cefalosporinas de 2% 6 3% generacién. Si existe
alergia a beta-lactamicos se puede usar aminoglucdsidos como gentamicina,
tobamicina o netilmicina (3-5 mg/kg/dia IM) siempre que se demuestre la
sensibilidad en el antibiograma. También se puede utilizar en este Ultimo caso las
nuevas quinolonas como el ciprofloxacino, ofloxacino que alcanzan buenos niveles
tisulares. En el caso de los abscesos, sera necesario el drenaje y debridamiento

quirtrgico enérgico.®
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3.2. ANTIMICROBIANOS.

Los antimicrobianos son sustancias naturales, sintéticas o semisintéticas, que
inhiben a concentraciones bajas el crecimiento de bacterias, hongos o virus. Su
uso a lo largo de los afos ha reducido la mortalidad debida a las enfermedades
infecciosas, pero no la prevalecia de las mismas, ya que tanto su uso como su
abuso han hecho que los microorganismos evolucionaran y desarrollaran
mecanismos de resistencia que impiden la actuacién de estos farmacos, y que en

consecuencia conducen a fallos terapéuticos.'*'*

3.2.1. Tipos de agentes antimicrobianos.

Los antibacterianos o también conocidos como Antimicrobianos pueden
clasificarse de acuerdo a muchos criterios, el mas usado es el de su estructura
molecular, sin embargo hay una serie de otros criterios usados con frecuencia que
es importante aclarar, con base en esto realizamos un cuadro en donde se ponen

de manifiesto varios de los criterios de clasificacion:
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BACTERIOSTATICOS: La misma concentracién no téxica que se alcanza en suero y

tejidos impide el desarrollo y multiplicacion de los m.o., sin destruirlos, pudiendo estos

TIPO DE ACCION multiplicarse nuevamente al desaparecer el, agente antimicrobiano. Sirven para
complementar los mecanismos defensivos del huésped.

BACTERICIDA: Su accion es letal sobre los m.o., por lo que éstos pierden

irreversiblemente su viabilidad o son lisados.

NATURALES: Se obtienen a partir de microorganismos (hongos, bacterias, etc.).
ORIGEN SINTETICOS: Se obtienen totalmente por sintesis quimica.-

SEMISINTETICOS: Se obtienen por modificaciones quimicas de antimicrobianos
naturales, con el fin de mejorarlos.

ESPECTRO DE AMPLIO: Actlian sobre un gran nimero de especies microbianas (ej. Tetraciclina).

ACTIVIDAD INTERMEDIO: Actian sobre un namero limitado de microorganismos (ej. Macrolidos).

REDUCIDO: Actian sobre un pequefio nimero de especies microbianas (ej. Polimixina).

INHIBICION DE LA SINTESIS DE LA PARED CELULAR, (Penicilinas, Cefalosporinas,
Monobactamas, Carbapenemes, Péptidos).

MECANISMO DE

ACCION ALTERACION DE LA PERMEABILIDAD.

INHIBICION DE LA SINTESIS PROTEICA.

INHIBICION DE LA SINTESIS DE DNA Y RNA. (Qiuinolonas, Arsamisinas, Sulfonamidas,
Diamonopiridinas, otros.)

Cuadro 3. Tipos y Clasificacion de Antibiéticos. ™

3.2.2. Métodos para determinar la actividad antimicrobiana.

El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos es una
de las funciones mas importantes de los laboratorios de microbiologia clinica. Su
realizacion se desarrolla mediante las pruebas de sensibilidad o antibiograma,
cuyo principal objetivo es evaluar en el laboratorio la respuesta de un
microorganismo a uno o0 varios antimicrobianos, traduciendo, en una primera
aproximaciéon, su resultado como factor predictivo de la eficacia clinica. El
antibiograma define la actividad “in Vitro” de un antibidtico frente a un
microorganismo determinado y refleja su capacidad para inhibir el crecimiento de

una bacteria o poblacién bacteriana.'**>**

Los ensayos de sensibilidad han de estar convenientemente normalizados y

sujetos a procesos de control que aseguren su reproducibilidad. Por el momento
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no existe un método universal que reproduzca las condiciones en las que se
encuentra un microorganismo produciendo una infeccion y, por tanto, la situacién
ideal en las que deben desarrollarse las pruebas de sensibilidad. En el presente
procedimiento se recogen los métodos basicos mas utilizados y aceptados para el

estudio de la sensibilidad, asi como los criterios para su interpretacion y control.
14,15,17.

3.2.2.1. Difusion en agar.

Este método, que es el mas frecuentemente usado, es también llamado difusion
por disco o Kirby-Bauer. En este caso el m.o. es inoculado en la superficie de una
placa de agar sobre el cual se colocan discos impregnados con una concentracion
conocida del antibidtico. Las placas se incuban por 16-18 horas a 36 * 1°C.
Durante la incubacion, el antibiético difunde radialmente desde el disco a través
del agar, por lo que su concentracion va disminuyendo a medida que se aleja del
disco. En un punto determinado, la concentracion del antibiético en el medio es
incapaz de inhibir el crecimiento del m.o. en estudio. El diametro del area de
inhibicién alrededor del disco puede ser convertido a las categorias de susceptible,
intermedio o resistente de acuerdo a las tablas publicadas por la NCCLS ahora
llamada CLSI. Si las recomendaciones para realizar este método son fielmente
seguidas las categorias se correlacionan muy bien con los resultados de otros

métodos, como el de dilucién en caldo o dilucién en agar.***

3.2.2.2. Dilucion en agar.
Es considerado el método de referencia. En este método, placas conteniendo una
determinada concentracion a evaluar de un antibiético, son inoculadas con el

microorganismo en estudio y luego incubadas por 16-18 horas a 36 * 1°C.

Después de la incubacién, se examina si el organismo crece 0 no en cada una de

10
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las placas, con lo cual se determina la Concentracion Minima Inhibitoria para el

antibiético. *41>17

3.2.2.3. Dilucién en caldo.

En este caso, tubos (macrodilucion) o microplacas (microdilucion) contienen
concentraciones crecientes de un determinado antibiético. El organismo en estudio
es inoculado en los diferentes tubos o pocillo de la microplaca y la MIC es
determinada después de la incubacion, de la misma forma descrita anteriormente

para el método de la dilucion en agar.***>*"

3.2.2.4. E-test.

Este método ha sido descrito mas recientemente y representa una sofisticada
combinacion de los métodos descritos anteriormente. El E-Test es mas simple que
otros métodos para obtener una MIC. Utiliza una tira de plastico que contiene
concentraciones crecientes de un determinado antibiético que van desde
0.016 pg/mL hasta 256 pug/mL., esta tira se pone sobre una placa de agar que ha
sido inoculada con el organismo en estudio. Después de incubar la placa por 16 a
18 horas, se forma un é&rea de inhibicion de forma eliptica, en la cual la
concentracion inhibitoria minima puede ser leida directamente. Este es el método
de eleccion para hacer estudios de susceptibilidad en gérmenes problematicos o

con requerimientos especiales.****1"

3.2.2.5. Meétodos Automatizados.
En este momento existen varios sistemas que ofrecen diferentes niveles de

automatizacion para el estudio de susceptibilidad. Utilizan una medicién

turbidimétrica o fluorométrica para detectar crecimiento bacteriano en un medio

11
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liquido. La mayoria de ellos emplea el método microdilucion y periodos de
incubacion menores que los habituales. Estos métodos son bastante confiables
para el estudio de enterobacterias y otros gérmenes de crecimiento rapido, pero
generalmente no son los adecuados para los de crecimiento lento o con

requerimientos especiales.'**>18

3.3. ANTIMICROBIANOS DE REFERENCIA.

Se eligieron cuatro Antimicrobianos existentes en el mercado que son utilizados
para el tratamiento de infecciones ocasionadas por Escherichia coli y se utilizan

como punto de comparacion para los carbamatos a probar.

3.3.1. Amikacina.

La amikacina es un antibiotico semisintético del grupo de los aminoglucésidos,

derivado de la Kanamicina A, de accién bactericida.?>

3.3.1.1. Mecanismo de Accidn.
Se sabe que interfiere en la sintesis de proteinas bacterianas al unirse a proteinas
de la subunidad 30S de los ribosomas, lo cual da lugar a la transcripcion erronea
de los codones de ARNm y a la produccion final de proteinas bacterianas
defectuosas.®

3.3.1.2. Farmacocinética.

La amikacina se absorbe rapidamente tras la administracion intramuscular. En

adultos con funcion renal normal, a la hora de la inyeccion intramuscular de

12
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250 mg (3.7 mg/Kg), 375 mg (5 mg/Kg) y 500 mg (7.5 mg/Kg), las concentraciones
séricas maximas son de 12, 16 y 21 mg/mL, respectivamente. Con funcién renal
normal, un 91.3% de una dosis |I.M. se excreta sin cambios en la orina a las 8
horas, y el 98.2% a las 24 horas. Las concentraciones medias en orina durante 6
horas son de 563 pg/mL tras una dosis de 250 mg, 697 pg/mL tras una dosis de
375 mg y 832 pg/mL tras una dosis de 500 mg. Las dosis usuales producen
concentraciones terapéuticas en diversos liquidos del organismo que fundamentan
su utilizacién en las indicaciones que se sefialan.’®* El 84% de la dosis
administrada se excreta en la orina a las 9 horas, y aproximadamente el 94%
dentro de las 24 horas. Infusiones repetidas de 7.5 mg/Kg cada 12 horas en
adultos normales son bien toleradas, sin producirse acumulacion. La vida media
sérica es un poco mas de 2 horas, con un volumen de distribucién total aparente

de 24 litros (28% del peso corporal).?®

3.3.1.3. Contraindicaciones y Advertencias.

La amikacina esta contraindicada en pacientes con historia de hipersensibilidad y
reacciones graves a la amikacina o0 a otros aminoglucosidos. No debe
administrarse simultaneamente, con productos neuro o nefrotdxicos ni con
potentes diuréticos.™® La amikacina es potencialmente nefrotdxica y ototdxica. El
riesgo mayor de presentar estos efectos toxicos lo constituyen los pacientes con
funcidn renal alterada, en tratamientos con dosis altas, o mas largos que los
recomendados. La forma inyectable de amikacina contiene bisulfito de sodio, un
tipo de sulfito que puede producir reacciones alérgicas incluyendo manifestaciones
anafilacticas, que amenacen la vida o cuadros asmaticos menos graves en
individuos sensibles. La prevalecia global de la sensibilidad al sulfito en la
poblaciébn general se desconoce, aunque es probablemente baja. La
hipersensibilidad al sulfito se observa mas frecuentemente en sujetos asmaticos

que en los no asmaticos.?

13
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3.3.1.4. Interacciones.

No debe mezclarse la amikacina con ningun otro producto en la misma jeringa
antes de su administracion. Debe evitarse el uso sistematico o tdpico
concomitante y/o consecutivo de medicamentos neuro o nefrotoxicos, tales como
cisplatino, polimixina B, colistina, cefaloridina, otros aminoglucésidos, viomicina y
vancomicina, asi como el uso simultaneo de diuréticos potentes, como el acido

etacrinico o la furosemida.?®

OH
0 AMIKACINA
N4, OH
0
Ok CHO o OH
NH,
NH; 0

Figura 2. Estructura quimica de Amikacina.”

Debe tenerse en cuenta la posibilidad de bloqueo neuromuscular y paralisis
respiratoria cuando se administra amikacina simultineamente con drogas
anestésicas 0 bloqueantes neuromusculares. Las sales de calcio pueden
neutralizar este efecto. Los aminoglucosidos pueden potenciar el efecto
anticoagulante de los derivados cumarinicos por mecanismo de disminucién de la
disponibilidad de la vitamina K, por lo que cuando estos dos tipos de farmacos se
administren simultaneamente, debe controlarse el tiempo de protrombina. Los
antivertiginosos (difenhidramina, etc.) pueden enmascarar los signos de toxicidad

vestibular de estos antibiéticos.?®

14
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3.3.1.5. Reacciones Adversas.

Nefrotoxicidad: se ha comunicado albuminuria, presencia de glébulos rojos y
blancos, cilindros, azotemia y oliguria. Ototoxicidad sobre la audicién y vestibular,
puede aparecer en pacientes tratados con dosis altas o durante un periodo mas
largo que el recomendado. El riesgo de ototoxicidad con amikacina es mayor con
pacientes con alteraciones renales, siendo la sordera en las frecuencias altas la
primera en aparecer, detectandose por audiometria. Puede aparecer vértigo y

poner en evidencia una alteracién vestibular.?®

Otros efectos secundarios que en escaso numero pueden presentarse son: Picor
de piel (rash), fiebre medicamentosa, cefalea, parestesias, temblor, nauseas y

vomitos, eosinofilia, artralgia, anemia e hipotension.

Dolor en el sitio de la inyeccion. Alteraciones hepaticas: En tratamientos de una
semana con aminoglucosidos por via parenteral se pueden observar trastornos en
las cifras de transaminasas glutdmico-oxalacética y glutamico-piravica,
colinesterasa, fosfatasa alcalina y bilirrubina, que desaparecen a los pocos dias de

suspender el antibidtico.
3.3.2. Ceftriaxona.

La ceftriaxona es una cefalosporina de tercera generacion para uso parenteral que
muestra una actividad significativa frente a gérmenes gram-negativos serios. La
ceftriaxona penetra a través de la barrera hematoencefalica, lo que la hace atil en
el tratamiento de la meningitis. Aunque su actividad frente a los organismos gram-
positivos es menor que la de las cefalosporinas de primera generaciéon. De todas
las cefalosporinas, la ceftriaxona es la que tiene una mayor semi-vida plasmética,

permitiendo la administracion de una sola dosis al dia.?***

15
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3.3.2.1. Mecanismo de Accion.

La ceftriaxona, como todos los antibioticos beta-lactamicos es bactericida,
inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana al unirse especificamente a unas
proteinas llamadas "proteinas ligandos de la penicilina (PBPs)" que se localizan en
dicha pared. Las PBPs son responsables de varios de los pasos en la sintesis de
la pared bacteriana y su numero oscila entre varios cientos a varios miles de
moléculas en cada bacteria. Estas proteinas son diferentes para cada especie
bacteriana, por lo que la actividad de cada uno de los antibi6ticos B-lactamicos
depende de la capacidad de estos para acceder y unirse a dichas proteinas. En
todos los casos, una vez que el antibidtico se ha unido a las PBPs estas pierden
su capacidad funcional, con lo que la bacteria pierde su capacidad para formar la
pared, siendo el resultado final la lisis de la bacteria. Esta lisis se debe a las
autolisinas bacterianas cuya actividad es, al parecer exaltada por los
cefalosporinas de segunda y tercera generacion, que son capaces de interferir con
un inhibidor de las autolisinas. La presencia de un grupo aminotiazolilacetilo y de
una cadena lateral en la posicion 7 de un grupo metoximino aumenta la actividad

antibacteriana de la ceftriaxona, en particular frente a las enterobacterias. 2*
3.3.2.2. Farmacocinética.

La ceftriaxona se administra parenteralmente debido a que no se absorbe por via
digestiva. Después de una dosis intramuscular, las maximas concentraciones
séricas tienen lugar entre 1 y 4 horas. La union del antibiético a las proteinas del
plasma es del orden del 58 a 96%. La ceftriaxona se distribuye ampliamente en la
mayor parte de los organos, tejidos y fluidos, incluyendo la vesicula biliar, el
higado, los rifiones, los huesos, Utero, ovarios, esputo, bilis y los fluidos pleural y

sinovial. La duracion de las concentraciones plasmaticas eficaces es considerable:
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asi, por ejemplo, después de la dosis intramuscular de 50 mg/kg se obtienen en el

oido medio concentraciones de 35 a 20 pg/mL que se mantienen hasta 48 horas.

Aproximadamente el 35-65% del farmaco se elimina en la orina, principalmente
por filtracidn glomerular. El resto, se elimina a través de la bilis, por via fecal. Una
pequefia cantidad de la ceftriaxona es metabolizada en los intestinos ocasionando
un metabolito inactivo antes de ser eliminada. En los pacientes con la funcién
renal normal, la semi-vida de eliminacion es de 5.5 a 11 horas aumentando hasta
las 12-18 horas en los pacientes con enfermedad renal terminal. Sin embargo,
debido a la eliminacion biliar relativamente extensa, no son necesarios reajustes

de las dosis en estos pacientes.?®

0
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CEFTRIAXONA

Figura 3. Estructura quimica de Ceftriaxona.?®
3.3.2.3. Contraindicaciones y Advertencias.

La ceftriaxona se debe utilizar con precaucion en pacientes con hipersensibilidad a
la penicilina. Las cefalosporinas en general incluyendo la ceftriaxona se deben
utilizar con precaucion en pacientes con historia de enfermedades digestivas,
especialmente colitis, debido a que las reacciones adversas asociadas a los
tratamientos con estos antibioticos pueden exacerbar la condicion. Todas las
cefalosporinas, incluyendo la ceftriaxona pueden inducir, aunque raras veces,

hipotrombinemia con el riesgo subsiguiente de sangrado.?®
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3.3.2.4. Interacciones.

Aunque algunos autores recomiendan no utilizar conjuntamente antibioticos
bactericidas y bacteriostaticos, son frecuentes las administraciones de
cefalosporinas con tetraciclinas o macrélidos sin pérdida de actividad por parte de
ninguno de los dos agentes. Muchas infecciones mixtas pueden, por tanto, ser
tratadas con ceftriaxona y otros antibiéticos como el cloramfenicol, la minociclina o

la claritromicina.?®
3.3.2.5. Reacciones Adversas.

Puede producirse una reaccion local en el lugar de la inyeccién intramuscular de
ceftriaxona con dolor e induracién. Los efectos gastrointestinales que se suelen
producir con este antibidtico incluyen nausea/vomitos, dolor abdominal y diarrea.
En raras ocasiones (< 0.1%) se han comunicado flatulencia y diarrea. También es
muy poco frecuente el desarrollo de una colitis seudomembranosa durante o

después de la administracién de la ceftriaxona.?®

Los efectos mas frecuentes sobre el sistema hematoldgico son la eosinofilia (6%),
trombocitosis (5%),y leucopenia (2%). La trombocitopenia es un efecto adverso de
las cefalosporinas que ha sido asociado a la presencia de un grupo metil-
tiotetrazol o a grupos tioles -SH. La ceftriaxona contiene un grupo -SH vy, por lo
tanto, puede producir trombocitopenia. Otras reacciones adversas que se han
comunicado en el caso de la ceftriaxona han sido broncoespasmo, aumento de las
enzimas hepéticas, mareos, epistaxis, glicosuria, cefaleas, hematuria, ictericia,
rash maculopapular, nefrolitiasis, palpitaciones y urticaria. Puede desarrollarse
seudolitiasis 0 seudocolelitiasis durante un tratamiento con ceftriaxona,

especialmente en nifios. En general esta reaccion adversa es asintomatica y se
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suele descubrir accidentalmente al practicar radiografias abdominales. Se debe a

la elevada excrecion biliar de la ceftriaxona.?®

3.3.3. Gentamicina.

Es un antibiotico del grupo de los aminoglucdsidos bactericidas, es de amplio
espectro y de amplia especificidad. 4%

3.3.3.1. Mecanismo de Accion.

Pasan la membrana externa a través de porinas por un proceso pasivo y no
dependiente de energia. Luego realizan el pasaje a travées de la membrana celular;
este paso requiere energia que proviene del transporte de protones (en
contragradiente logrando asi altas concentraciones del aminoglucosido en el
citoplasma). Este gradiente protonico puede disminuir en situaciones de
hiperosmolaridad, anaerobiosis, descenso del pH externo (ejemplo: absceso) con
la consiguiente disminucion del antibidtico en la biofase. Efectos sobre la funcion
ribosomal: Se unen a la subunidad 30S a nivel de las proteinas S12, S3, S4, Sb.
Blogueando el inicio de la sintesis proteica al fijar el complejo 30S-50S al codén de
inicio del ARN mensajero acumulandose como complejos de inicio anormales
"monosomas de estreptomicina”(impidiendo la elongacion) ocasiona la terminacion
prematura e induce la sintesis de proteinas anormales en la bacteria. Las
proteinas anormales se insertan en la membrana alterando la permeabilidad y

favoreciendo el ingreso de mas Antibiético.”

3.3.3.2. Farmacocinética.

La gentamicina no se absorbe en forma adecuada al administrarse por via oral,

cuando se administra intramuscularmente se alcanzan niveles séricos de las 0.5 a
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1.5 horas. Desaparece del plasma con una semidesintegracion en dos horas y
persiste en concentraciones eficaces durante 6 a 8 horas. Se elimina
principalmente con la orina por filtracibn glomerular, su depuracion es

practicamente paralela a la de creatinina.””
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Figura 4. Estructura quimica de la Gentamicina. *"
3.3.3.3. Contraindicaciones y Advertencias.

Se contraindica a pacientes con antecedentes de hipersensibilidad, insuficiencia

renal, o reacciones tdxicas a otros aminoglucésidos.?”
3.3.3.4. Interacciones.

Pueden ocurrir reacciones neurotéxicas o nefrotoxicas cuando se administra con
otros agentes oto o nefrotoxicos o cuando se combina con cefalosporinas. Puede
ocurrir bloqueo neuromuscular y pardlisis respiratoria cuando se usan anestésicos
0 bloqueadores neuromusculares como la succinilcolina, la tubocumarina, el
decametorio o cuando se administran trasfusiones masivas de sangre
anticoagulada con citrato. Sin embargo las sales de calcio pueden revertir el
efecto. Los diuréticos potentes, pueden incrementar la toxicidad de la

gentamicina.?”
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3.3.3.5. Reacciones Adversas.

Su toxicidad en el sistema nervioso central causa efectos adversos sobre las
ramas auditivas y vetibular del octavo nervio craneal. Los efectos nefrotdxicos
ocurren con mas frecuencia en pacientes con insuficiencia renal o en sujetos con
funcién renal normal pero que son tratados con dosis elevadas y/o por tiempos

prolongados.?”

3.3.4. Nitrofurantoina.

Es una droga sintética derivada del furano, nucleo quimico fundamental al que un
grupo nitro en su anillo heterociclico, le confiere propiedades antibacterianas. La

mayoria de estas sustancias son desinfectantes tipicos. 2®
3.3.4.1. Mecanismo de Accion.

Mecanismo de accion no se conoce exactamente. Se sabe que inhiben la sintesis
de ciertas enzimas bacterianas. Su actividad es mayor en medio &cido.
El compuesto es atacado por reductasas bacterianas, dando metabolitos que
inhiben la sintesis proteica. Los gérmenes susceptibles poseen esas reductasas,
existiendo una relacion inversamente proporcional entre los niveles de actividad de

éstas y la concentracion inhibitoria minima. 2%

3.3.4.2. Farmacocinética.

La nitrofurantoina se absorbe con rapidez y por completo en el tracto
gastrointestinal. La vida plasmética media es de 0.3 a 1 hora; cerca del 40% se
excreta sin cambios por la orina. La dosis media de nitrofurantoina produce una

concentracion urinaria alrededor de 200 mg/mL.

21



I< r”.i;-’_;., TR T iy ‘a::a(; " ) ] ’
"y " DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE COMPUESTOS
DERIVADOS DEL ACIDO CARBAMICO SOBRE
CEPAS CLINICAS DE Escherichia coli.

S A T

CUAUTITLAN

Existe una relacion lineal entre el porcentaje de excrecion y la depuracion de
creatinina, por lo que se debe vigilar la capacidad de la funcién glomerular del
paciente. La absorcién y eliminacion urinaria de nitrofurantoina es rapida, debido a

que es muy soluble en la orina a la cual le confiere un color café.

Gty Oy Mirofurantolna

Figura 5. Estructura quimica de Nitrofurantoina.®

3.3.4.3. Interacciones.

La nitrofurantoina es incompatible con soluciones de cloruro de amonio,
anfotericina B, fosfato de codeina, dextrosa en solucion Ringer lactado, soluciones
de dextrosa con acido ascoérbico y complejo B, cloruro de calcio y clorhidrato de
tetraciclina, polimixina B, meperidina, vancomicina, kanamicina; alcohol etilico,

acido nalidixico. *®
3.3.4.4. Contraindicaciones y Advertencias.

Anuria, oliguria o deterioro acentuado de la funcidn renal. Este farmaco esta
contraindicado en pacientes embarazadas a término, asi como en nifios recién
nacidos (nifios menores de un mes) debido a la posibilidad de aparicion de anemia
hemolitica. También estd contraindicado en aquellos pacientes con
hipersensibilidad conocida, y a cualquier otro compuesto elaborado a base de

nitrofurantoina.®
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3.3.4.5. Reacciones Adversas.

Las reacciones mas frecuentes son anorexia, nauseas y vomito. Con menor
frecuencia se pueden observar dolor abdominal y diarrea. Raras veces se observa
hepatitis, incluyendo hepatitis activa. Las reacciones pulmonares de
hipersensibilidad pueden ser agudas, subagudas o crbnicas. Las reacciones
agudas frecuentemente se manifiestan como fiebre, escalofrios, tos, dolor
torécico, disnea y radiologicamente como un infiltrado pulmonar con imagenes de

consolidacién o derrame pleural y eosinofilia.?®

En las reacciones subagudas es menos frecuente encontrar fiebre y eosinofilia. En

estos casos la recuperacion es lenta con duracién, en ocasiones, de varios meses.

Los trastornos pulmonares cronicos de hipersensibilidad tienen mayor posibilidad
de ocurrir en pacientes sometidos a tratamiento durante seis meses 0 mas. Las
manifestaciones mas frecuentes son la aparicién de malestar, disnea de esfuerzo,
tos y deterioro de la funcién respiratoria. Con frecuencia se observan radiolégica o
histopatologicamente datos de neumonitis intersticial difusa, fibrosis pulmonar o

ambas.?®

Reacciones dermatologicas: Dermatitis exfoliativa y eritema multiforme
(incluyendo, sindrome de Stevens-Johnson), erupcion maculopapular (eritematosa
0 eccematosa), prurito, urticaria, angioederma. Se han reportado casos de anemia
hemolitica por hipersensibilidad. Raras veces se han reportado casos de hepatitis,
incluyendo hepatitis activa. El inicio de la hepatitis cronica es insidioso, por lo cual
se debe monitorizar periédicamente a los pacientes con tratamiento a largo plazo
para investigar alteraciones del funcionamiento hepatico. La administracién de
nitrofurantoina puede ocasionar la aparicion de neuropatia periférica la cual puede

ser grave o irreversible.?®
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Otras reacciones de hipersensibilidad: Reaccion anafilactica, crisis asmatica,
ictericia colestasica, hepatitis, fiebre medicamentosa y artralgia. Reacciones
hematolégicas: Anemia hemolitica, granulocitopenia, agranulocitosis, leucopenia,
trombocitopenia, eosinofilia y anemia megaloblastica. Reacciones neuroldgicas:
Neuropatia periférica, cefalea, mareo, nistagmo y somnolencia. Reacciones
miscelaneas: Alopecia transitoria. Pueden ocurrir sobreinfecciones por

microorganismos resistentes como Pseudomonas.?

3.4. RESISTENCIA BACTEKRIANA.

De acuerdo al CDC de Estados Unidos, la resistencia se da cuando un
medicamento deja de inhibir el crecimiento o matar a un microorganismo. La
resistencia bacteriana en un fendmeno creciente caracterizado por una
refractariedad parcial o total de los microorganismo al efecto del antibi6tico
generado principalmente por el uso indiscriminado e irracional de éstos y no solo

por la presion evolutiva que se ejerce en el uso terapéutico.*®3

Cada antibidtico se caracteriza por un espectro natural de actividad antibacteriana.
Este espectro comprende las especies bacterianas que, en su estado natural,
sufren una inhibicion de su crecimiento por concentraciones de su antibiotico
susceptibles de ser alcanzada in vivo. A estas especies bacterianas se les dice
naturalmente sensibles a dicho antibiético. Las especies bacterianas que no se
encuentran incluidas dentro de dicho espectro se denominan naturalmente

resistentes.*®3"

En la deteccién de la resistencia bacteriana se han identificado diferentes

mecanismos utilizadas por las bacterias que a continuacion se mencionan.
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3.4.1. Mecanismos genéticos de la resistencia bacteriana.

Las bacterias son capaces de adquirir resistencia en funcién de su variabilidad
genética. Nuevos mecanismos de resistencia pueden ser adquiridos mediante
mutacion o mediante transferencia de material genético entre células bacterianas
de especies relacionadas o diferentes. Estos genes de resistencia pueden estar
codificados en el material genético cromosdmico o0 extracromosémico

(plasmidos).*®

3.4.1.1. Resistencia mediada por intercambio genético.

La informacion genética que controla la resistencia bacteriana hacia los agentes
antimicrobianos se halla codificada en el DNA cromosomal y en DNA
extracromosomal (plasmidos). La capacidad de resistencia se transmite por
transferencia de genes mediante transformacién, transduccion y/o conjugacion. La
forma mas eficaz y poderosa de propagacion de la informacion genética se da por
intermedio de los plasmidos (Factores R o plasmidos R). Los Factores R son
plasmidos conjugativos que le confieren a los microorganismos resistencia frente a
drogas. El Factor R posee dos componentes diferentes: el factor de transferencia
de resistencia (FTR), que controla el proceso de conjugacién, y el determinante r,
que estd formado por uno o mas genes que confieren la resistencia frente a
farmacos especificas. Los determinantes FTR y r son replicones independientes
que se unen para formar el Factor R, pero los determinantes r sélo confieren
resistencia a la célula que los posee. El factor FTR codifica la formacién de pelos
especificos por los cuales se lleva a cabo el proceso de conjugacion. También
existen plasmidos que otorgan a los microorganismos la capacidad de resistencia
frente a antimicrobianos y no poseen el factor FTR, por lo que son no conjugativos
0 "no autotransferibles". Estos tipos de plasmidos son incapaces de iniciar la

conjugacion y no codifican el pelo sexual. Generalmente son transferidos por
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transduccion o por plasmidos conjugativos corresidentes. La transferencia de
genes que codifican la resistencia a drogas también se puede realizar mediante

transposones.??3%

3.4.1.2. Resistencia debida a mutaciones cromosémicas.

Este tipo de resistencia se genera por mutaciones en los genes del
microorganismo que controlan las estructuras o funciones sobre las que actuan los
distintos antimicrobianos, modificando la susceptibilidad del microorganismo a las
drogas. Esta forma de resistencia por mutacién puede aparecer en una generacion
(resistencia en un solo escalon) o en el transcurso de varias generaciones
(resistencia en varios escalones). En el caso de la resistencia en un solo escalén
el microorganismo que era inicialmente sensible a un determinado antimicrobiano
se vuelve resistente en la proxima generacion. En cambio, en el caso de la
resistencia en varios escalones la sensibilidad a la droga va disminuyendo
progresivamente a medida que se forman nuevas generaciones, y llega un
momento en el que el microorganismo se vuelve totalmente resistente al

medicamento.?%3%

3.4.2. Mecanismos bioquimicos de la resistencia bacteriana.

Existen diversos mecanismos bioquimicos por los que se expresa la resistencia a

ciertos antimicrobianos. Estos mecanismos se hallan codificados en el DNA

cromosomal o en plasmidos.???%

3.4.2.1. Disminucién de la permeabilidad celular.

Se genera por cambios en receptores especificos y/o pérdida de la capacidad de
transporte activo para una determinada droga. También se pueden producir
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cambios estructurales en la membrana celular que influyen en la permeabilidad en
forma no especifica. A causa del cambio en la permeabilidad celular los
antimicrobianos no pueden penetrar en la célula, o lo hacen en muy pequefias

concentraciones.?%3%

3.4.2.2. Inactivacion enzimatica del antibi6tico.

Este tipo de resistencia se debe a ciertas enzimas que producen cambios
configuracionales o conformacionales en las drogas. Las enzimas pueden ser
constitutivas o inducibles. Generalmente la aparicion de este mecanismo de

resistencia se debe a plasmidos R.%***
3.4.2.3. Modificacién del sitio blanco donde actua el antibiético.

Este tipo de resistencia se genera por mutaciones cromosémicas, o por la accion
de plasmidos, que producen cambios en enzimas o sitios activos involucrados en
reacciones metabdlicas esenciales para la célula. Estos cambios provocan que el

antimicrobiano pierda afinidad por el sitio blanco.?*>*

3.4.2.4. Expulsion del antimicrobiano.

La eliminacién del antimicrobiano antes de que pueda acceder a su diana de
accion es un mecanismo de resistencia dependiente de energia. En la mayoria de
las ocasiones la energia se obtiene de las diferencias de potencial en la
membrana aunque en otras depende del ATP. Se han descrito varios sistemas de
expulsion o bombeo en los que participan distintas proteinas de membrana
especializadas. En condiciones normales y en ausencia de antibioticos, estas
proteinas tienen una funcién fisioldgica de destoxificacion y eliminacién de

sustancias metabdlicas. Algunos de estos sistemas producen resistencias
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pleiotropicas que afectan a distintas clases de antimicrobianos, como beta-
lactdmicos, quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol e incluso a compuestos de
amonio cuaternario como antisépticos y desinfectantes. La coexistencia de
alteraciones en las porinas de entrada con un sistema eficaz de expulsion eleva
notablemente los niveles de resistencia a los antimicrobianos, ya que es menor la
cantidad de antibiotico a expulsar. EI modelo de bomba de expulsion mas
conocido es el mexA-mexB-OprM, descubierto en P. aeruginosa y que confiere
resistencia a las tetraciclinas, cloranfenicol, fluoroquinolonas y a algunos
betalactamicos. Este sistema participa en el transporte al exterior de la pioverdina,
compuesto que actia como siderdforo. Los determinantes genéticos de estos
sistemas de expulsién activa pueden localizarse tanto en plasmidos como en el

cromosoma bacteriano.?%3%

3.4.2.5. Desarrollo de vias metabdlicas alternativas.

Este mecanismo de resistencia se produce en mutantes autétrofos que dependen
del aporte de substratos para la sintesis de productos que normalmente se
obtienen a través de vias metabdlicas en las que participan las enzimas que
inhiben los antibidticos. Por ello, el microorganismo es capaz de crecer a pesar de
la inhibicidbn enzimética ejercida por el antibidtico. Un ejemplo clasico es la
resistencia a trimetoprim en Dbacterias dependientes de timina. Los
microorganismos son capaces de sintetizar timidilato por el aporte externo de
timina por una via biosintética en la que actia una timidina fosforilasa y una
timidina quinasa que produce timidina, en vez de acudir a la via habitual, que se

encuentra bloqueada por la accion del trimetoprim.?*=*
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3.5. CARBAMATOS.

En el marco de la Segunda Guerra Mundial aparecieron los carbamatos junto con
los orgafosforados como desarrollo militar (gases neurotéxicos). Por lo que desde
los afios 50’s han tenido importancia como insecticidas, funguicidas y nematicidas;
ademas, actualmente algunos son usados como pesticidas y productos

farmacéuticos en combinacién con otros compuestos.*® 2*

En un principio algunos compuestos de la familia de los carbamatos se extrajeron
de la planta Pysostigma venenosum del frijol de Calabar de origen Africano. Estos
extractos contienen fisostigmina, que es un éster de metilcarbamato toxico
anticolinesterasa.'® Los Carbamatos, también llamados uretanos, son compuestos
organicos que tienen una estrecha relacion funcional con los carbonatos. La
nomenclatura de los carbamatos o uretanos esta relacionada con los &cidos
carbonicos y por lo tanto similarmente con los esteres de acido carbonico, la forma

de nombrarlos es concordante.***

Sin embargo el acido carbamico como tal no existe, porque se descarboxila

O
)|\ —_—> NH3 + C02
OH NH,

en consecuencia sus derivados llamados carbamatos si existen y son compuestos

espontaneamente:

sélidos y estables a temperatura ambiente, cuya estructura se muestra enseguida:
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O

RS\ )L /Rl

O N

R

Figura 6. Estructura quimica de carbamatos.*®

Donde Ry, R, y Rs pueden ser un alquilo o un arilo.®
3.5.1. Mecanismo de Accion.

Algunos carbamatos como los N-metil carbamatos son activos inhibidores de la
acetilcolinesterasa tienen una alta afinidad por las esterasas, tales como la
quimiotripsina, la acetilcolinesterasa, la pseudocolinesterasa, carboxilesterasas
plasmaticas y hepaticas, paroxonas y otras esterasas no especificas dentro del
cuerpo, las cuales funcionan como el sustrato normal de las enzimas acilasas de
este grupo, asi los carbamatos son capaces de inhibir principalmente la
acetilcolineterasa en el sistema nervioso, mediante la competencia con la

acetilcolina por el sitio activo.32343¢38

Los carbamatos forma un complejo inhibitorio reversible con la enzima
acetilcolinesterasa, posteriormente se remueve el grupo sustituyente (alquilo o
arilo) y se forma la enzima carbamilada, que por ser inestable lleva rapidamente al
segundo paso de la hidrélisis, en el cual ocurre la descarbamilacién de la enzima
inhibida, que genera la enzima libre y activa, la cual puede entonces participar en
mAas reacciones con el sustrato natural o con mas carbamato. En general todas
estas reacciones ocurren de manera muy rapida. La disociacion carbamato-

enzima ocurre dentro de las 24 oras posteriores a su administracion.323/:38:39.40
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E—OH + XOC—NHCH, —— > E—0—C—NHCH; —» E—OH
+ +

E—OH = AchE XOH

: _ HO——C—NHCH,
X = Grupo alquilo o arilo Il

O

Figura 7. Interacciéon del carbamato con el grupo hidroxilo de la serina en el sitio activo de la
AchE.*®

3.5.2. Farmacocinética.

Al ser utilizados como insecticidas o funguicida para plantas, ingresan a través de
la piel, conjuntiva, via respiratoria y via digestiva, no atraviesan facilmente barrera

hematoencefalica, ello limita su toxicidad en el SNC.3%3%%

En el raton, debido a su alta lipofilicidad se distribuye rapidamente en organos
ricos en lipidos (higado, rifiones, cerebro y muasculo). No hay evidencia de su

bioacumulacion. 383

Estos compuestos no son profarmacos, por lo tanto no requieren activacion
metabolica antes de manifestar sus propiedades farmacoldgicas. La vida media en
rata es de 3-8 horas, mientras que en ratdn es de 8-17 minutos. La mayoria de
ellos sufren hidroxilacion como primer paso (lo cual no implica necesariamente la
detoxificacion, pero debilita la molécula y facilita su degradacion), hidrdlisis o
conjugacion en el higado (enzimatica o espontanea) produciendo: una amina,
biéxido de carbono y alcohol, examinas o fenol, el mecanismo difiere entre los

compuestos metilicos o dimetilicos.333%4%
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3.5.3. Contraindicaciones y Advertencias.

Se contraindica para pacientes que sufren de peritonitis u obstruccion del trato
gastrointestinal, se debe tener precauciébn con pacientes que tienen asma

bronquial, bradicardia, hipertiroidismo y arritmias cardiacas.*®
3.5.4. Interacciones.

Se sabe que tiene interaccién con antibiéticos del grupo de amino glucésidos
inhibiendo su accidén y cuando se administra junto con otro anticolinesterasicos

pueden producir adiccion.3®
3.5.5. Reacciones adversas.

El paciente presenta confusion, ataxia, convulsiones, puede entrar en coma o
presentar depresion de la ventilacion, puede haber incremento de secreciones
como salivar, lagrimacion, sudoracion, etc.; incontinencia urinaria y fecal, diarrea,

vémito, temblores, espasmos, pardlisis flacida, entre otros.3%%
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4. JUSTIFICACION

La resistencia bacteriana se define como “una condicibn microbiolégica
caracterizada por la capacidad natural o adquirida, por parte de una cepa
bacteriana de permanecer refractaria a los efectos bactericidas o bacteriostaticos
de un antibiético”.?* Esta resistencia bacteriana obliga al desarrollo y utilizacién de
nuevas sustancias antibacterianas, que son mas costosas y a veces mas téxicas
que los empleados habitualmente. Cuando se lanza al mercado un farmaco
antibacteriano, se define el espectro de microorganismos sobre los cuales es
eficaz, pero luego este patréon va cambiando a medida que la droga se utiliza

clinicamente, llegando en algunos casos a caer en el desuso.

En base a lo anterior, los derivados del acido carbamico en estudio, que ya han
sido probados frente a bacterias, en su mayoria cepas de referencia (ATCC) del
grupo grampositivo y gramnegativo, con algunas levaduras y hogos, e incluso

contra paréSitOS, 34,35,50,51.

y que han dando como resultado buena actividad
biolégica; ahora se busco con este trabajo determinar el comportamiento de estos
derivados, utilizando bacterias aisladas de muestras clinicas, las cuales han
estado en contacto con mdltiples antibiéticos y encontrar la concentracion minima

inhibitoria a la cual se tiene sensibilidad.

Con esta evaluacion pretendemos contribuir con los estudios preclinicos, por los
gue todo nuevo principio activo debe pasar antes de ser comercializado, ya que se
pretende que los derivados del &cido carbamico sean una alternativa en el
tratamiento clinico, y que ofrezca una mejor opcion terapéutica comparada con la

de los antibidticos ya existentes en el mercado.
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5HIPOTESIS

Las concentraciones minimas inhibitorias de los derivados del acido carbamico
son diferentes en las cepas clinicas comparadas con la
cepa ATTC, sin embargo se espera que estas sean menores a las

concentraciones minimas inhibitorias de los compuestos comerciales.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL:

Determinar “in Vitro” las MIC"s de los derivados del &cido carbamico con actividad
antibacteriana empleando Escherichia coli aislada de muestras clinicas, utilizando
el método de dilucion en agar, para determinar el grado de resistencia de las

mismas frente a los nuevos compuestos.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES:

= Establecer las concentraciones minimas inhibitorias de los derivados
carbamicos.

= Comparar las concentraciones minimas inhibitorias de los carbamatos con
las de productos antibacterianos comerciales y verificar su sensibilidad o
resistencia.

= Comparar los resultados entre los diferentes grupos de edades
de los pacientes para establecer si existe diferencia de sensibilidad para

cada compuesto.
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7. MATERIAL Y METODOLOGIA

7.1. Material.

= 500 Cajas Petri de plastico 75 x 100 mm.
500 Asas bacteriolégicas desechables calibradas de 1 uL. Evergreen

200 Crioviales de 2 mL. Simport

= 1 Micropitetasde 1 mLy 5 a50 uL
= 100 Puntas para micropiteta estériles.

Equipo.
= Autoclave. PRESTO

» Incubadora. MAPSA
» Espectrofotometro. GENESIS 20.

7.2. Reactivos.

2 Asas bacteriolégicas metalicas no calibradas.

50 Tubos de ensaye con tapones de rosca.

Agar Infusién Cerebro Corazén (BHI).
BD Bioxon. Lote 4134928.

Cloruro de bario 0.048 M

Agar Mueller-Hinton. MCD lab. Lote
71314B006

Acido sulfarico 1.17%

Medio Skim Milk. Difco. Lote 423326

Acido sulfanilico

Medio de Citratos de Simonns

Rojo de Metilo

Medio de MR-VP KOH 40%

Medio de Nitratos Alfa- Naftilamida
Medio Basal OF Alfa- Naftol

Medio de TSI Zinc

Medio KIA Solucion Salina 0.85%
Medio SIM Agua destilada estéril

Dimetil sulfoxido

Etanol 70%
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Antibidéticos.

Amikacina Fluka. Lote 1120111

Ceftriaxona SIGMA. Lote 045K0541

Gentamicina SIGMA: Lote 050K03421

Nitrofurantoina SIGMA. Lote N7878

7.3. METOLOGIA

7.3.1. Cepas
v" Se recolectaron 114 muestras de E. coli del laboratorio clinico.
v Cada muestra debi6 contener los datos del paciente como lo indica el Formato

1 (ver anexos).

v Las muestras no debieron de tener mas de dos pases de aislamiento para
evitar disminuyera su virulencia.

v Realizamos pruebas bioquimicas como el IMVIC, catalasa y oxidasa para
verificar la especie a trabajar. Teniendo las cepas puras, se siembran en
placas con agar BHI en forma masiva, se incuban por 18-24 hrs. entre 36*1°C.
por duplicado. Se conservaron en crioviales con medio Skim Milk al 5% a -
70°C o Nitrégeno Liquido para ser utilizadas posteriormente.
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7.3.2. Compuestos derivados del Acido Carbamico.

Se usaron los derivados del acido carbamico con las claves siguientes, es

importante mencionar que los compuestos LQM 006 y LQM 007 no son
carbamatos, sino compuestos precursores de los carbamatos:

Clave del Clave del
Estructura

Compueto Compuesto

s NO, NHTOVCW
LQM 006 LQM 919 l
Br
I\
S NH, HaC o NH\/\/\/\
N NH ~O
LQM 007 @ @ LQM 932 \”/
(6]
NH o _“ N O
owim | LT T o S A
o LQM 938 Ng NH o CH.
NHTO\/
s” : ° NH O _-CHs
LQM 667 LQM 996 /O/ TO(
cl

NHTO\/
LQM 906 o
Hyf

Tabla 1. Claves de identificacién de los carbamatos.

Estructura
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7.3.3. Pruebas de solubilidad.

Pruebas de solubilidad realizadas demuestran que el mejor disolvente es el
Dimetilsulfoxido y la acetona, estos resultados se obtuvieron empleando cada

disolvente concentrado.

COMPUESTO

DISOLVENTE | LQMO0O06 | LQMOO7 | LQM181 | LQM667 | LQM906 | LQM919 | LQM932 | LQM938 | LQOM996

ACETONA + + + + +++ + + + +
DMSO +++ +++ +++ +++ + +++ +++ +++ +++
AGUA - - - - - - -

Cuadro 4. Solubilidad de carbamatos.™

Para el caso de los compuestos de referencia se tiene el siguiente cuadro de

disolvente y diluentes; el disolvente empleado para la Nitrofurantoina se empleo

concentrado:

COMPUESTO DISOLVENTE DILUENTE
Amikacina Agua destilada Agua destilada
Ceftriaxona Agua destilada Agua destilada
Gentamicina Agua destilada Agua destilada
Nitrofurantoina Dimetilformamida | Agua destilada

Cuadro 5. Solubilidad Antibidticos de referencia.”

7.3.4. Nefelémetro de Mc Farland 0.5.

Se agregé 0.05 mL de BaCl, 0.048 M (1.17% w/v BaCl,.2H,0) a 9.95 mL de
H.SO, 0.18 M (1% v/v) con constante agitacion. Se colocé en un tubo con tapa
rosca, se sello el tubo herméticamente para prevenir la pérdida por evaporacion.

Se almacend protegido de la luz a la temperatura del cuarto. Se debera agitar
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vigorosamente la turbiedad normal en un mezclador vortex antes del uso. El tubo
puede almacenarse por seis meses después de ese tiempo debe ser

desechado.?*?*

7.3.5. Preparacion de las diluciones.

Como ya mencionamos existen diversas pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana, nosotros elegimos utilizar la prueba de diluciéon en agar debido al
bajo costo del material y a la ventaja de poder probar varias cepas en una misma
placa, ademas de que esta prueba nos ayuda a dar un resultado cuantitativo con
respecto a la concentracion minima inhibitoria casi del mismo modo que la del

método de dilucién en caldo.?*?*

Para cada compuesto se prepararon 50 mililitros de una solucién stock de una
concentracion de 10,240 ug/mL segun la norma M-7 de la CLSI, con esta solucién
se procedio a realizar cada dilucion problema, como se muestra en la siguiente

tabla;

Antimicrobial Antimicrobial Final concentration in
concentration (mg/L) Volume stock Volume concentration medium after addition
in stock solution solution (mL) distilled water (mL) obtained (mg/L) of 19 mL of agar

10240 1 0 10 240 512
10240 1 1 5120 256
10240 1 3 2560 128
2560 1 1 1280 64
2560 1 3 640 32
2560 1 7 320 16

320 1 1 160 8

320 1 3 80 4

320 1 7 40 2

40 1 1 20 1

40 1 3 10 0.5
40 1 7 5 0.25
5 1 1 25 0.125
5 1 3 1.25 0.06
5 1 7 0.625 0.03
0.625 1 1 0.3125 0.015
0.625 1 3 0.1562 0.008
0.625 1 7 0.0781 0.004

Tabla 2. Preparacion de Diluciones™*.
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Empleando la tabla anterior se ajustaron los volimenes para preparar las

concentraciones de los carbamatos a 323, 390 y 457 pg/mL.

7.3.5.1. Preparacion de las placas de dilucion.

A cada caja de Petri se le adicioné 1 mL de las diluciones de cada compuesto
mas 19 mL de agar Mueller-Hinton, las placas se homogenizaron haciendo
movimientos rotatorios. Se dejaron gelificar y se mantuvieron en refrigeracion para
su uso dentro de los 4 dias posteriores a su preparacion. Todo se realizé en un

medio de esterilidad.*®?% 2

7.3.5.2. Inoculacién de las cepas.
Para inocular las cepas, se prepar6 una suspension bacteriana igualada
visualmente con el tubo 0.5 del Nefelémetro de Mc Farland. De esta suspension
se tomo 1 uL con un asa calibrada y se sembr6 por estrias.”

7.3.5.3. Preparacion de un control Blanco.
Se prepard una placa como control blanco, a esta placa se le agregé 19 mL de
agar Mueller-Hinton y se le adiciono 1 mL de DMSO concentrado. Esta placa sirvié
para descartar inhibicién del crecimiento bacteriano por el DMSO.

7.3.5.4. Interpretacion.
La interpretacion se realiz6 observando la presencia de crecimiento o no de las

cepas en la superficie del medio, marcando con una R el crecimiento que denota

resistencia y una S si no existia crecimiento denotando sensibilidad. No se
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determiné la sensibilidad intermedia debido a que no estamos interesados en este

parametro.t32% 2

7.3.5.5 Diagrama de Flujo 1. METODOLOGIA DE TRABAJO

|| RECOLECCION DE LAS MUESTRAS ||

1l

PRUEBAS DE PURIFICACION E
IDENTIFICACION

POR 18-24 hrs. A 361°C Y| CEPA CONTROL ATCC, EN
CONSERVACION EN SKIM MILK] AGAR BHI INCUBANDO POR

CONSERVACION DE LAS CEPAS REACTIVACION DE LAS
INOCUBANDO EN AGAR BHI CEPAS PROBLEMA Y L
L 5% A -20 6 -70°C 18 -24 hrs. A 36%1°C

INOCULACION DE 0.001mL  DH
SUSPENCION BACTERIANA EN

AGAR MUELLER HINTON QUE
CONTIENE EL ANTIBIOTICO EN JUSTAR LA SUSPENCION
ESTUDIO, USAR LA SUSPENCION BACTERIANA AL TUBO 1

NO MAS DE 30 ‘min. DESPUES DE DEL NEFELOMETRO DE MC|
SU PREPARACION FARLAND CON SOLUCION
SALINA FISIOLOGICA 0.85%

INCUBAR POR 18-24 hrs. A REPORTAR LOS
136*1°C Y DETERMINAR LAl RESULTADOS Y ANALIZAR
CONCENTRACION MINIMA

INHIBITORIA.
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8. RESULTADOS.

Se trabajé con 114 cepas de E. coli que correspondian a pacientes femeninos,
masculinos y a muestras de las que no se recupero ningun dato; en la tabla 3 se
muestran los datos de las cepas recolectadas de cada género y en el gréfico 1 se

muestran los porcentajes que representan estas proporciones.

Gréfico 1. Proporcion de Muestras respecto al
Género.

80+

70+

60+

50+

40-

30+

20

% Pacientes Muestreados

10+

Género

Mujeres Hombres Desconocidos

Como se observa es aproximadamente tres veces mayor el aislamiento entre
pacientes femeninos que entre pacientes masculinos. Esto corresponde a que las
mujeres son mas susceptibles a las infecciones de origen bacteriano que los
hombres, 0, a que éstas presentan mas sintomas, lo que hace tenga mas visitas

con el médico para que las diagnostiquen.
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Tabla 3. Numero de muestras de cada Género.
Género No. Muestras %
Mujeres 84 73
Hombres 26 23
Desconocidos 4 4

En la tabla 4 se reportan las cantidades de muestras recuperadas de cada grupo
de edades, dichos grupos fueron clasificados considerando la edad reproductiva

en promedio.

Tabla 4. Numero de muestras por cada grupo de edades.
Grupo de edades No. Muestras %

0-17 17 14.91

18 - 45 34 29.82

46 — 65 33 28.94

> 66 19 16.66

No disponible 11 9.64

El grafico 2, muestra los porcentajes obtenidos de cada grupo de edades de los
pacientes, y observamos que la mayoria de los aislamientos corresponden al
grupo que oscila entre los 18 y 45 afos, seguido del intervalo de 46 a 65 afios.
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Grafico 2. Proporciones entre edades de los
pacientes.
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La tabla 5 muestra la cantidad de muestras recuperadas de los diferentes lugares

de aislamiento.

Tabla 5. Ndmero de muestras segun el lugar de
aislamiento.

Origen No. de muestras %
Genitales 9 7.89
Orina 87 76.31
Heces 10 8.77
Otros 8 7.01

También nos percatamos segun el grafico 3, que la mayor parte de los
aislamientos corresponde a urocultivos seguido de los aislamientos de heces,

genitales y otros.
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La Tabla 6, representa la clasificacion que se utiliz6 para poder identificar de

manera sencilla a cada carbamato utilizado en el proyecto.

Tabla 6. Claves de identificacion de los Carbamatos para las graficas de Sensibilidad.

NUmero Compuesto NUmero Compuesto NUmero Compuesto
1 LQM 006 4 LQM 667 7 LQM 932
2 LQM 007 5 LQM 906 8 LQM 938
3 LQM 181 6 LQM 919 9 LQM 996

Para reportar los siguientes datos es importante mencionar que se hicieron

pruebas utilizando un blanco del medio de M-H con DMSO (1, 0.5 y 0.25)mL para

descartar la inhibicion del crecimiento de las cepas problemas por este solvente, y
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los resultados fueron negativos, por lo que no influye el DMSO para la

interpretacion de la lectura.

El grafico 4 muestra los resultados obtenidos entre los diferentes carbamatos,
haciendo muy evidente que E. coli frente al carbamato 9 tiene su sensibilidad
méaxima del 98 por ciento a los 390 pug/mL, mientras que para todos los demas

compuestos presenta menos del 30% de sensibilidad.

Gréfico 4. Sensibilidad a 323 y 390 pg/mL entre los
diferentes derivados carbamicos

100
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Carbamatos

En la tabla 7 se muestra la cantidad de cepas sensibles y el porcentaje que estas

representan.
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Tabla 7. Numero de muestras y porcentajes de Sensibilidad de los diferentes Carbamatos a
la concentracién de 323y 390 pug/mL
Concentracion 323 pg/ mL 390 pg/ mL
Carbamato No. muestras % No. muestras %
1 6 5.26 19 16.66
2 7 6.14 22 19.30
3 7 6.14 11 9.64
4 4 3.50 21 18.42
5 0 0 7 6.14
6 0 0 10 8.77
7 0 0 7 6.14
8 12 10.50 35 30.70
9 89 78.07 112 98.24

El grafico 5 muestra que a diferencia del carbamato 9, E. coli frente a los deméas
carbamatos empieza a tener mayor sensibilidad hasta los 512 pg/mL, pero no

superior al 50 — 70% dependiendo del carbamato.

Gréfico 5. Sensibilidad a 457 y 512 ug/mL entre los
diferentes derivados carbamicos
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En la tabla 8 se muestra la cantidad de cepas sensibles para cada carbamato y el

porcentaje que estas representan.

Tabla 8. Nomero de muestras y porcentajes de Sensibilidad de los carbamatos a la
concentracion de 457 y 512 ug/mL
Concentracion 457 pg/ mL 512 ug/ mL
Carbamato No. muestras % No. muestras %
1 31 27.19 54 47.36
2 22 19.30 64 56.14
3 24 21.05 53 46.49
4 32 28.07 57 50.00
5 20 17.54 50 43.86
6 24 21.05 56 49.12
7 27 23.68 61 53.50
8 44 38.59 76 66.66
9 114 100 114 100

En la tabla 9 se reportan los datos con los que se construyo el grafico 6, refiriendo

el nimero de cepas por rango de edad y el porcentaje que representan.

Tabla 9. Namero de casos sensibles por cada grupo de edades y el porcentaje que

representan
Carbamatos
Grupo de 1 2 3 4 5 6 7 8

edades

NUmero de casos / %
0-17 6 |33 9 [529] 8 |470| 8 (470 5 | 294 9 (529 |10 |58.8 | 12 | 70.6
18 — 45 20 (588 |21 (617|121 |61.7|15|44.1 120|588 | 161|470 | 16| 470 | 27 | 79.4

46 — 65 15454 |20 [ 60.6 [ 20 | 60.6 | 19 | 575 | 15| 454 | 19 [ 60.6 | 22 | 66.6 | 26 | 78.8

> 66 7 1368|6 |316|4 (210]| 7 | 368 7 |368| 4 [21.0] 4 |21.0( 11| 57.9
. Nq 6 [545| 8 (727 8 727 | 6 (545 | 6 [545| 8 (727 | 8 (727 | 9 [ 81.8
disponibles

En el grafico 6 apreciamos el comportamiento de la sensibilidad de los carbamatos
entre cada grupo de edades. Para construir este grafico se utilizaron los
carbamatos que reportaron una concentracion minima inhibitoria a partir de 512

pg/mL.
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Se observa en general que el grupo geriatrico es menos sensible; y que la
sensibilidad entre los grupos de 18-45 y 46-65 afios es muy semejante entre

ellos, siendo estos dos grupos, para estos carbamatos, los de mayor sensibilidad.

Gréfico 6. Comparacion del comportamiento de la
sensibilidad de cada carbamato en cada grupo de edades.
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1 2 3 4 5 6 7 8

Carbamatos

En la tabla 10 se reportan el nimero de casos por cada grupo de edades que

resultaron sensibles al carbamato 9 asi como el porcentaje que representan.

Tabla 10. Numero de casos y porcentajes de cada grupo de edades

Grupo de edades No. Muestras %
0-17 15 88.23
18- 45 28 82.35
46 - 65 25 75.75
> 66 12 63.15
No disponible 8 72.72
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En el grafico 7 se muestra el comportamiento del carbamato 9 con cada grupo de
edades a una concentracion de 323 pg/mL, se considerd esta concentracion
debido a que este carbamato a diferencia de los demas, empieza a tener un

comportamiento inhibidor de modo representativo a esta concentracion.

Gréafico 7. Comportamiento de la Sensibilidad del
Carbamato 9 en cada grupo de edades.
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) 80 @ 0-17
@ ;8 | 0 18-45
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3 30 P
wn
é 20
< 10 -

0,

Carbamato 9

Como podemos ver, el grupo menos sensible sigue siendo el grupo geriatrico y en

este caso el grupo de mayor sensibilidad resulto ser el grupo pediatrico.
La tabla 11, muestra los valores del porcentaje de sensibilidad de las cepas

problema frente a los antibioticos de referencia. (para conocer el nimero de casos

ver el anexo 2).
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Tabla 11. Valor de los porcentajes de Sensibilidad de las cepas clinicas frente a los

Antibiético de Referencia.

CONCENTRACIONES (pg/mL)

0.25 0.50 1.0 2.0 4.0 8.0 16.0 32.0

%

Amikacina 0 0 0 21.92 | 70.17 | 83.33 | 92.98 100
Ceftriaxona 83.33 | 9561 100 100 100 100 100 100
Gentamicina 0 0 25.44 69.3 76.31 | 81.57 | 90.35 100
Nitrofurantoina 0 0 0 1 11.81 | 54.54 | 85.08 | 95.61

En el grafico 8 se muestra que las cepas problema, frente a la mayoria de los
antibioticos de referencia presentan sensibilidad a partir de los 16 pg/mL, siendo la

Ceftriaxona la que tiene una sensibilidad mayor a partir de los 0.5 pug/mL.

Grafico 8. Sensibilidad de Compuestos de Referencia en base alas
Concentraciones.
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Por ultimo, se muestra la tabla 12, donde se resumen el comportamiento de la
cepa ATCC de E. coli frente a los antibioticos de referencia y a los diferentes

carbamatos.

En esta tabla solo se hace referencia a la sensibilidad o la resistencia presentada
por la cepa en las diferentes concentraciones y sera marcada con una S o una R,

respectivamente.

Tabla 12. Resumen de comportamiento de la cepa ATCC de E. coli frente a los diferentes
compuestos.

CONCENTRACION (ug/mL)

COMPUESTO
025 05|10| 20|40 | 80| 16.0 | 32.0 | 323 | 390 | 457 | 512
Amikacina R R R R S S S S S S S S
Ceftriaxona S S S S S S S S S S S S
Gentamicina R R R S S S S S S S S S

Nitrofurantoina R R R R R S S S S S S S

LQM 006 R R R R R R R R R R R R
LQM 007 R R R R R R R R R R R S
LQOM 181 R R R R R R R R R R R R
LQM 667 R R R R R R R R R R R R
LQM906 R R R R R R R R R R R R
LQM 919 R R R R R R R R R R R R
LQM 932 R R R R R R R R R R R S
LQM 938 R R R R R R R R R R R S
LQM 996 R R R R R R R R S S S S

Como se observa, la cepa de referencia es por mucho mas sensible que las cepas
problema. Reportamos para la cepa ATCC 25922 una MIC de a 0.25 pg/mL para
la Ceftriaxona, seguido por la Gentamicina con 2.0 pg/mL, la Amikacina con 4.0
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pug/mL y la Nitrofurantoina con 8.0 pug/mL; y por parte de los compuestos
carbamicos el de mayor representacion es el carbamato 9, con 323 ug/mL, todos

los demas fueron practicante resistentes en todas las concentraciones.

Es importante mencionar que la cepa ATCC 25922 se muestreo al mismo tiempo
que las cepas problema con cada concentracion para llevar un control de calidad
en la determinacién, es decir que estos datos se siguieron por cada placa

preparada.

Como observacion se indica que al carbamato 9 se le hizo una prueba extra
utilizando la técnica de dilucibn en tubo para apoyar la concentracion minima
inhibitoria reportada con la técnica de dilucion en placa; para lo cual se utilizaron
las mismas concentraciones del carbamato y se ajustaron al medio liquido para
obtener 10 mL de caldo M-H, éste se inoculo con 1 pL de una suspension
bacteriana de E. coli ( 3 cepas de aislamiento clinico tomada al azar) igualada
visualmente al tubo 0.5 del Nefelémetro de MacFarland, se incubo por 18-24 hrs a
36* 1°C y de los tubos donde no habia turbidez se tomé 1 pL del medio y se
sembré en una placa de M-H sin antibiético y se observo si habia o no
crecimiento, obteniendo como resultado una concentracion minima inhibitoria a los
323 pg/mL, es decir, a esta concentracion el crecimiento de E. coli es escaso con
respecto a un blanco de la misma suspensién bacteriana; y a la concentracion de
390 ug/mL el crecimiento de E. coli, es totalmente negativo, este parametro puede
ser interpretado como la Concentraciéon Minima Bactericida (CMB), que a pesar de
no ser parte de nuestros objetivos puede ser un dato importante para otros

estudios
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9. DISCUSION

Para este estudio se eligié trabajar con E. coli por ser una de las primeras
bacterias en colonizar al mamifero recién nacido, adquiriendo las primeras cepas

del canal de parto y de las heces de su madre.

Ademas E. coli es probablemente el organismo mejor conocido del mundo, ya que
se ha utilizado como modelo para estudiar todo tipo de aspectos de genética y

fisiologia.

En este caso fue nuestro modelo para establecer las MIC’s de nuevos compuestos

que pretenden ser una alternativa en el tratamiento con antibioticos.

Para este trabajo se recolectaron 114 cepas de E. coli de diversas muestras
biologicas, el 50% de estas cepas fueron recolectadas del HGG en la ciudad de

México al igual que el HGSXXI del cual se recolecto el otro 50%.

Como ya observamos en los resultados del grafico 3, la mayoria de las cepas
fueron aisladas de muestras de orina (que reportaban mas de 1 millon de UFC/mL,
para que éstas fueran consideradas como patdégenas) seguidas por las muestras
de heces, genitales y de otros lugares de aislamiento; nos percatamos que la
mayoria de estas muestras provenian de pacientes femeninos como lo indica el
gréfico 1; y por otro lado, los resultados del grafico 2 nos muestran que el grueso
de aislamientos esta reportado dentro del grupo de edades de 18 a 45 afios,

seguido del grupo de 46 a 65.

Como ya se menciond, el criterio que se tomé para formar los cuatro grupos de

edades, fue considerando la edad promedio de la actividad sexual, sin en ningun
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momento menospreciar ninguno de los diferentes grupos. Esto nos lleva a
considerar que la mayoria de las infecciones son provocadas por la misma
practica sexual, y como ya hemos visto que en su mayoria son mujeres, se
considera que la estructura anatdmica contribuyen a la contaminacion y ésta a su
vez a la infeccién, ya que la zona perianal y genital que se encuentran muy

cercanas entre si, cosa que no ocurre con los hombres.*>4>4"-

Ahora bien se sabe que un 70% a 80% de las ITU es producida por E. coli
principalmente en mujeres y aunque no se pretendid utilizar exclusivamente
muestras de urocultivo fueron las de mayor representatividad y por lo tanto fue un
parametro que determind la eleccion de los antibiéticos de referencia con los que
se trabajo, con los cuales se procurd cubrir los de eleccién del clinico para dicho
tratamiento; dentro los que se eligieron esta la Amikacina, Gentamicina,

Nitrofurantoina y Ceftriaxona.*>**

Estos antibidticos sirvieron de referencia para determinar la MIC de los siete
nuevos derivados del 4cido carbamico y 2 compuestos precursores de los mismos
(llamados en lo subsiguiente a todos carbamatos), y también para establecer el

grado de resistencia de E. coli a estos.

Bien, como ya se reporto en el grafico 5, las MIC’s de los antibioticos de referencia
van desde 0.25 hasta 32 ug/mL, siendo la Ceftriaxona quien presenta desde los

0.25 ug/mL el mayor grado de sensibilidad.

Podemos suponer que este compuesto por ser un antibiotico de tercera
generacion de las cefalosporinas que todavia por su especificidad y precio no es
accesible de conseguir por los pacientes para automedicarse, sigue conservando
su sensibilidad en un excelente grado, ya que la NCCLS reporta una sensibilidad

de 0.06 pg/mL para la cepa de referencia, la cual de alguna manera corroboramos
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en nuestro estudio, al encontrar casi el 84% de sensibilidad a la concentracion

mas baja que utilizamos que fue de 0.25 pug/mL.

Al observar el comportamiento de las cepas clinicas, vemos que el
comportamiento no esta tan alejado de la concentracion de referencia, es decir la
sensibilidad de las cepas clinicas ante la Ceftriaxona es semejante a la de la cepa
de referencia de E. coli al presentarse un porcentaje del 83.33% de sensibilidad a
los 0.25 ug/mL

De igual modo, con la Nitrofurantoina, ya que segun la NCCLS reporta una
concentracion minima inhibitoria de 8 pg/mL para la cepa que utilizamos de
referencia y fue la misma concentracion que reportamos. Sin embargo, el
comportamiento de las cepas clinicas reportan una inhibicidon del crecimiento hasta
la concentracion de 16 pg/mL. Suponemos que este compuesto por ser mas facil
de conseguir en las farmacias a menor costo, provoca un contacto mayor del
paciente con este antibiético y genera una mayor resistencia al mismo, pero, aun
con esto, su sensibilidad sigue siendo una buena alternativa de tratamiento debido

a su farmacocinética y farmacodinamia.

Bien y que decir de los otros dos antibioticos, la Amikacina y la Gentamicina la
NCCLS reporta una sensibilidad de la acepa ATTC de 1 y 0.5 pg/mL,
respectivamente y nosotros reportamos una concentracion de 4 pg/mL para la
Amikacina y 2 pg/mL para la Gentamicina. A pesar de no estar tan lejos de la
norma, el comportamiento de las cepas clinicas es muy critica, la concentracion de
inhibicion que reportamos es de 16 ug/mL, bastante alejado de la sensibilidad de
referencia, consideramos que esto se debe al manejo de otras enfermedades con
estos antibidticos, que de alguna manera por un contacto estrecho general mayor
resistencia, y mas cuando el paciente no concluye los tratamientos

adecuadamente.
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Teniendo en consideracion el panorama anterior, analizamos los resultados
obtenidos para los carbamatos, de los cuales se esperaba que por ser un
compuesto nuevo que no tiene estructura alguna que pudiera parecerse a los
compuestos en el mercado, se presentaria una MIC menor a la de la Ceftrixona, o
cualquiera de los otro antibiéticos de referencia, sin embargo como se muestra en
el grafico 4 la mayoria de los carbamatos presentan concentraciones muy
elevadas para poder presentar un efecto inhibidor, y también se observa que el
compuesto denominado LQM 996 es el que presenta de alguna manera la
concentracibn mas pequefa de todos compuestos analizados al ser esta de 323
pug/mL, pero observamos que una diferencia 67 pug/mL puede general un efecto
bactericida es decir que a los 390 pg/mL no hay ningln crecimiento bacteriano,
aun con esto se considera que su efecto no es representativo comparandolo con

los antibiéticos de referencia.

Retomando la actividad de los carbamatos, por estudios anteriores se sabe que
el compuesto LQM 996 es el que ha presentado una mayor actividad biolégica, sin
embargo consideramos que para el caso especifico de E. coli de aislamientos

clinicos su comportamiento no fue muy alentador.

Otro punto que nos planteamos, en este trabajo, era observar si la edad de los
pacientes representaba una diferencia marcada en la determinacién de las MIC's.
para poder establecer si la edad del paciente era un factor fundamental para la

sensibilidad se creo el grafico 6 y el grafico 7.

En el grafico 6 se aprecia que el grupo de pacientes > 66 afios presentaban la
mayor resistencia, y que el grupo de edades de 18 — 45 y 46 -65 afios son los mas
sensibles; sin embargo consideramos los resultados del grafico 7 como los mas
representativos debido a que el carbamato 9 como ya se menciono es el de mayor
actividad biol6gica y podemos apreciar que corrobora el resultado de menor
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sensibilidad para el grupo geriatrico, pero de mayor sensibilidad para grupo

pediatrico.

Con respecto a la ultima prueba realizada, se tomaron 3 cepas de E. coli de
aislamiento clinico al azar, como una curiosidad para corroborar la MIC reportada
con la técnica de dilucion en placa para el carbamato 9, el cual reporta la mayor
actividad bioldgica; y el resultado que obtuvimos nos ayuda a establecer que hay
una concentracion intermedia entre los 323 y 390 pg/mL que hace que el
carbamato 9 actlie como bactericida, que a pesar de no estar interesados en
reportar la CMB, este resultado pudiera ser significativo para otro tipo de estudio

como podrian ser pruebas “in vivo”, de farmacocinética o farmacodinamia.
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10. CONCLUSIONES

s Se determinaron de forma satisfactoria las MIC's de los diferentes
compuestos carbamicos, obteniéndose una concentracion de 323 pg/mL del
compuesto LQM 996 el cual presenta la mayor actividad antibacteriana a

menor concentracion.

s Se compararon las MIC’s de los antibiéticos de referencia con las de los
carbamatos, estos Ultimos, superan por mas de 100 veces las

concentraciones minimas de los primeros.

+ La edad de los pacientes puede influir en la sensibilidad de los carbamatos,

sobre todo la de los pacientes geriatricos.
% Se sugiere hacer una comparacion del comportamiento de los carbamatos

frente otras enterobacterias como Salmonella y bacterias grampositivas

como puede ser Staphylococcus aureus, por su importancia epidemiolégica.
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11. ANEXOS

ANEXO 1
FORMATO DE REGISTRO DE MUESTRAS.

Clave de
identificacion:

Nombre del
paciente:
Edad: : Sexo:
Muestra tomada el dia:

Aislamiento el dia:
Lugar de aislamiento:
NUmero de pases:
Padecimientos:
Microorganismo aislado: :
Tipo de identificacién:  ( )Manual (Bioquimica) ( )Automatizada.

( )Serotipificacion.
Observaciones:

ANEXO 2

VALORES ABSOLUTOS DE SENSIBILIDAD DE CEPAS CLINICAS A LOS
ANTIBIOTICOS DE REFERENCIA.

Concentraciones pg/mL

0.25 0.50 1.0 2.0 4.0 8.0 16.0 | 32.0

n=114
Amikacina 0 0 0 25 80 95 106 114
Ceftriaxona 95 114 114 114 114 114 144 144
Gentamicina 0 0 29 79 87 93 103 114
Nitrofurantoina 0 0 0 1 13 60 97 109
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TABLA A-1. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE AMIKACINA .

CONCENTRACION DE AMIKACINA (ug/mL) CONCENTRACION DE AMIKACINA (ug/mL)
No. MUESTRA == 2.0 8 160 | No-MUESTRA —=7 2.0 8 16.0

ATCC R R S S 58 R S S S
1 R S S S 59 R R S S
2 R R R S 60 R S S S
3 R S S S 61 S S S S
4 S S S S 62 R S S S
5 R R S S 63 R S S S
6 S S S S 64 R S S S
7 R R R S 65 R R S S
8 R R R R 66 R S S S
9 S S S S 67 R S S S
10 R R S S 68 R S S S
11 R S S S 69 R S S S
P R R R S 70 R R S S
13 S S S S 71 S S S S
14 S S S S 72 R S S S
15 R S S S 73 R S S S
16 R R R S 74 R S S S
17 R S S S 75 S S S S
18 S S S S 76 S S S S
19 S S S S 77 R S S S
20 R S S S 78 R R S S
21 R S S S 79 S S S S
22 R R S S 80 R S S S
23 S S S S 81 S S S S
24 R R S S 82 R S S S
25 R S S S 83 R S S S
26 R R R R 84 S S S S
27 R R S S 85 R S S S
28 R S S S 86 S S S S
29 R 5 5 S 87 R S S S
30 R R S S 88 R R R S
31 R S S S 89 R S S S
32 R 5 S S 90 R S S S
33 R R S S 91 R S S S
34 R R S S 92 R R S S
35 R R R S 93 R R R S
36 R S S S 94 R R R S
37 R 5 5 S 95 R S S 5
38 S S 5 S 96 R S S S
39 R 5 5 S 97 R S S S
20 R S S S 98 R S S S
21 R R R R 99 R S S S
22 S S S S 100 S S S S
23 R S S S 101 R S S S
24 R S S S 102 R R S S
25 R S S S 103 R S S S
6 S S S S 104 S S S S
47 R R R S 105 R S S s
28 R S S S 106 R S S S
29 R S S S 107 R S S S
50 R S S S 108 S R R S
51 R R s S 109 R S S S
52 S S S S 110 R S S S
53 S S S S 111 R R R S
54 R S S S 112 R S S S
55 R S s S 113 R R R S
56 R S S S 114 S S S S
57 R S S S

62



(T
=2

DETERMINACION DE LA CONCENTRACIC')N MiNIMA INHIBITORIA DE COMPUESTOS
DERIVADOS DEL ACIDO CARBAMICO SOBRE
CEPAS CLINICAS DE Escherichia coli.

CUAUTITLAN

TABLA A-2. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE CEFTRIAXONA

CONCENTRACION DE CEFTRIAXONA CONCENTRACION DE CEFTRIAXONA
No. MUESTRA (ug/mL) No. MUESTRA (ug/mL)
0.06 0.125 0.25 05 0.06 0.125 0.25 0.5
ATCC R R S S 58 R S S S
1 R S S S 59 R R S S
2 R R R S 60 R S S S
3 R S S S 61 S S S S
4 S S S S 62 R S S S
5 R R S S 63 R S S S
6 S S S S 64 R R S S
7 R R R S 65 R R S S
8 R R R R 66 R R S S
9 R R R S 67 R R R R
10 R R S S 68 R S S S
11 R S S S 69 R R S S
12 R R S S 70 R R S S
13 S S S S 71 S S S S
14 S S S S 72 R R S S
15 R S S S 73 R R S S
16 R R R S 74 R R S S
17 R S S S 75 S S S S
18 R R R S 76 R R S S
19 S S S S 77 R S S S
20 R S S S 78 R R R S
21 R S S S 79 S S S S
22 R R S S 80 R S S S
23 R R S S 81 S S S S
24 R R S S 82 R S S S
25 R R S S 83 R R S S
26 R R R R 84 S S S S
27 R R S S 85 R S S S
28 R S S S 86 S S S S
29 R S S S 87 R S S S
30 R R S S 88 R R R S
31 R S S S 89 R S S S
32 R S S S 90 R S S S
33 R R S S o1 R R S s
34 R R S S 92 R R S s
35 R R R R 93 R R R S
36 R S S S 94 R R R S
37 R R S S 95 R S S S
38 S S S s 96 R s s S
39 R S S S 97 R S S S
40 R S S S 98 R S S S
41 R R R R 99 R S S s
42 S S S S 100 S S S S
43 R S S S 101 R R R S
44 R S S S 102 R R S S
45 R S S S 103 R S S S
46 S S S S 104 S S S S
47 R R R S 105 R S S S
48 R S S S 106 R S S S
49 R S S S 107 R S S S
50 R S S S 108 R R R S
51 R R S S 109 R S S S
52 S S S S 110 R S S S
53 S S S S 111 R R R S
54 R S S S 112 R S S S
55 R S S S 113 R R R S
56 R S S S 114 S S S S
57 R S S S
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TABLA A-3. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE GENTAMICINA

CONCENTRACION DE GENTAMICINA CONCENTRACION DE GENTAMICINA
No. MUESTRA (ug/mL) No. MUESTRA (ug/mL)
2.0 4.0 8.0 16.0 2.0 4.0 8.0 16.0
ATCC S S S S 58 S S S S
1 S S S s 59 R R s S
2 R R R S 60 S S S S
3 R R S S 61 S S S S
4 R S S S 62 S S S S
5 R R R R 63 S S S S
6 S S S S 64 S R R R
7 R R R S 65 S S S S
8 S S S S 66 R S s S
9 S S S S 67 R R R S
10 S S S S 68 S s s S
11 S S S S 69 R S s S
12 S S S S 70 S S s S
13 S S S S 71 S s s S
14 S S S S 72 S s s S
15 R R R S 73 S S S S
16 S S S S 74 S s s S
17 S S S S 75 S s s S
18 S S S S 76 S S S S
19 S S S S 77 R R R S
20 S S S S 78 S S S S
21 S S S S 79 R R R R
22 S S S S 80 S S S S
23 S S S S 81 S S S S
24 S S S S 82 R R R R
25 S S S S 83 R R R R
26 S S S S 84 R R R S
27 R R R S 85 S S S S
28 S S S S 86 S S S S
29 R R S S 87 S S S S
30 S S S S 88 R R R S
31 S S S S 89 S S s S
32 S S S S 90 S S S S
33 S S S S 91 S S S S
34 S S S S 92 R S S S
35 S S S S 93 S S S S
36 S S S S 94 R R R R
37 S S S S 95 S S S S
38 S S S S 96 S S S S
39 R R S S 97 S S S S
40 R R S S 98 R R R R
a1 R R R S 99 S S S S
12 S S S S 100 R R R S
43 S S S S 101 R R R S
44 R S S S 102 S S S S
45 R S S S 103 R R R R
46 S S S S 104 S S S S
a7 R R R R 105 S S S S
48 S S S S 106 S S S S
49 S S S S 107 R S S S
50 S S S S 108 R R R R
51 R R S S 109 S S S S
52 S S S S 110 S S S S
53 S S S S 111 R R R R
54 R S S S 112 R S S S
55 S S S S 113 S S S S
56 S S S S 114 S S S S
57 S S S S

64



(T
=2

DETERMINACION DE LA CONCENTRACIC')N MiNIMA INHIBITORIA DE COMPUESTOS
DERIVADOS DEL ACIDO CARBAMICO SOBRE
CEPAS CLINICAS DE Escherichia coli.

CUAUTITLAN

TABLA A-4. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE NITROFURANTOINA

CONCENTRACION DE NITROFURANTOINA CONCENTRACION DE NITROFURANTOINA
No. MUESTRA (ug/mL) No. MUESTRA (ug/mL)
4.0 8.0 16.0 32.0 4.0 8.0 16.0 32.0
ATCC R S S S 58 R S S S
1 R S S s 59 R S S S
2 R S S s 60 R S S S
3 R S S S 61 R R S S
4 S S S S 62 R S s S
5 R S S S 63 R S s S
6 R S S S 64 R S s S
7 S S S S 65 R S s S
8 R S S S 66 R R S S
9 R R R S 67 R S S S
10 R S S S 68 R R S S
11 R S S s 69 R s s S
12 R R R S 70 R S S S
13 R S S S 71 R R S S
14 R S S S 72 S S s S
15 R S S S 73 R R S S
16 R R S S 74 R S S S
17 R R R S 75 R R S S
18 R R R S 76 R R S S
19 R R S S 77 R S S S
20 R R S S 78 R S S S
21 R R S S 79 R S S S
22 R R S S 80 R S S S
23 R R R S 81 R R S S
24 R R R S 82 R S S S
25 R R R S 83 R R S S
26 R R S S 84 R R S S
27 R R R R 85 R R S S
28 R R S S 86 R R R S
29 R R R R 87 R S S S
30 R R R R 88 S S S S
31 R R S S 89 R R S S
32 R S S S 90 R S S S
33 R R S S 91 R R R R
34 R R S S 92 S S S S
35 R R S S 93 R R S S
36 R S S S 94 R S S S
37 R S S S 95 R R S S
38 R S S S 96 R R R S
39 R S S S 97 R S S S
40 R R S S 98 R R R S
a1 R R S S 99 R S S S
12 R S S S 100 R S S S
43 R S S S 101 R R R S
44 R S S S 102 S S S S
45 R R S S 103 R S S S
46 R R S S 104 R S S S
a7 R R R R 105 S S S S
48 R R S S 106 R S S S
49 R R S S 107 R R S S
50 R S S S 108 S S S S
51 R S S S 109 S S S S
52 R R S S 110 S S S S
53 R R S S 111 R R R S
54 R R S S 112 S S S S
55 R S S S 113 S S S S
56 R R S S 114 S S S S
57 R R S S
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TABLA A-5. CONCENTRACION MINIMA INHIBOTORIA DE LQM 006

CONCENTRACION DE LOM 006 (ug/mL) CONCENTRACION DE LOM 006 (ug/mL)
No. MUESTRA —=73 390 457 512 | O MUESTRA —=73 390 457 512
ATCC R R R R 58 R R R R
1 R R R R 59 R R S S
2 R R R R 60 R R R S
3 R R S S 61 R R R R
4 R R R S 62 R R R R
5 R R R R 63 R R S S
6 R R R R 64 R R R R
7 R R R R 65 R R S S
8 R R R R 66 R R R R
9 R R R R 67 R R S S
10 R R R R 68 R R R R
11 R R R R 69 R R S s
12 R R R S 70 R R R R
13 R R R S 71 R R R R
14 R R R S 72 R S S S
15 R R R S 73 R S S s
16 R R R S 74 R R R R
17 R R R R 75 R R R S
18 R R R S 76 R R R R
19 R R R R 77 R S S S
20 R R S S 78 R R R R
21 R R R S 79 R S S S
22 R R R R 80 R R R R
23 R R R R 81 R R R R
24 R R R S 82 R S S S
25 R R R R 83 R R R R
26 R R R R 84 R S S S
27 R R R R 85 R R R R
28 R R R R 86 R R R R
29 R R R R 87 R S S s
30 R R R R 88 R R R R
31 R R R S 89 R R R R
32 R R R S 90 R R R R
33 R R R S 91 R R R R
34 R R R S 92 R R S S
35 R R R S 93 R R R R
36 R R R R 94 S S S S
37 R R R R 95 R R R R
38 R R R R 96 R R R R
39 S S S S 97 R R R R
40 R R R R 98 S S S S
41 R S S S 99 R R R R
22 R R R S 100 R R S S
43 S S S S 101 R R S s
44 R R R R 102 R R R R
45 R R R R 103 R S S S
46 R R R S 104 R R R R
47 R R R S 105 R R R R
28 R R R S 106 R S S s
49 R R R R 107 R R S S
50 S S S S 108 R R R S
51 R R R R 109 R R R R
52 R R R R 110 R R R R
53 R S S S 111 R R R S
54 R S S S 112 S S S s
55 R R S S 113 R R R R
56 R R R S 114 R R R R
57 R S S S
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TABLA A-6. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LQM 007

CONCENTRACION DE LOM 007 (ug/mL) CONCENTRACION DE LOM 007 (ug/mL)
No. MUESTRA —=73 390 457 512 | O MUESTRA —=73 390 457 512
ATCC R R R R 58 R R R R
1 R R R R 59 R R S S
2 R R R R 60 R R R S
3 R R S S 61 R R S S
4 R R R S 62 R R R S
5 R R R R 63 R R R R
6 R R R R 64 R R S S
7 R R R R 65 R R R R
8 R R R R 66 R R S S
9 R R R R 67 R R S S
10 R R R R 68 R R R R
11 R R R R 69 R R S s
1 R R R S 70 R R R s
13 R S S s 71 R R R R
14 R R R S 72 R R R R
15 R S S S 73 R R R R
16 R R R R 74 R R R R
17 R S S S 75 R R R R
18 R R R R 76 R R R R
19 R R R S 77 R S S S
20 R R R S 78 R R R R
21 R R R R 79 R S S S
22 R R R R 80 R R R R
23 R R R R 81 R R R R
24 R R R S 82 R R R R
25 R R R R 83 R R R R
26 R R R R 84 R S S S
27 R R R R 85 R R R R
28 R R R R 86 R R R R
29 R R R R 87 R R R R
30 R R R R 88 R R R S
31 R R R S 89 R R R R
32 R R R S 90 R R R R
33 R R R S 91 R R R R
34 R R R S 92 R R R R
35 R R R S 93 R R R S
36 R R S S 94 R R R S
37 R R R S 95 R S S S
38 R R R S 96 R R R R
39 R R S S 97 R R R R
40 R R S S 98 R S S S
41 R R S S 99 R S S S
22 R R R S 100 R R S S
43 S S S S 101 R R S s
24 5 5 S S 102 R R S s
45 S S S S 103 R S S s
46 R R R S 104 R R R R
47 R R R S 105 R R R R
28 R R R S 106 R S S s
29 R R R R 107 S S S s
50 S S S S 108 R R R S
51 R R R R 109 R S S S
52 R R R R 110 S S S s
53 R S S S 111 R R R S
54 R 5 5 S 112 R R R R
55 R R S S 113 R R R S
56 R R R S 114 S S S s
57 R S S S
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TABLA A-7. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LQM 181

CONCENTRACION DE LOM 181 (ug/mL) CONCENTRACION DE LOM 181 (ug/mL)
No. MUESTRA —=73 390 457 512 | O MUESTRA —=73 390 457 512
ATCC R R R R 58 R R R R
1 R R R R 59 R R S S
2 R R R R 60 R R R S
3 R R R R 61 R R S S
4 R R R S 62 R R R S
5 R R R R 63 R R R R
6 R R R R 64 R R S S
7 R R R R 65 R R R R
8 R R R R 66 R R R R
9 R R R R 67 R R S S
10 R R R R 68 R R R R
11 R R R R 69 R R S s
1 R R R S 70 R R R s
13 R S S s 71 R R R R
14 R R R S 72 R R R R
15 R S S S 73 R R R R
16 R R R R 74 R R R R
17 R R R S 75 R R R R
18 R R R R 76 R R R R
19 R R R S 77 R R R s
20 R R R S 78 R R R R
21 R R R R 79 R S S S
22 R R R R 80 R R R R
23 R R R R 81 R R R R
24 R R R S 82 R R R R
25 R R R R 83 R R R R
26 R R R R 84 R R R R
27 R R R R 85 R R R R
28 R R R R 86 R R R R
29 R R R R 87 R R R R
30 R R R R 88 R R R S
31 R R R S 89 R R R R
32 R R R S 90 R R R R
33 R R R S 91 R R R R
34 R R R S 92 R R R R
35 R R R S 93 R R R S
36 R R S S 94 S R R S
37 R R R S 95 R S S S
38 R R R S 96 R R R R
39 R R S S 97 R R R R
40 R R S S 98 R S S S
41 R R S S 99 R S S S
22 R R R S 100 R R S S
43 S S S S 101 R R S s
24 5 5 S S 102 R R S s
45 S S S S 103 R S S s
46 R R R S 104 R R R R
47 R R R S 105 R R R R
28 R R R S 106 R S S s
29 R R R R 107 S S S s
50 S S S S 108 R R R S
51 R R R R 109 R S S S
52 R R R R 110 S S S s
53 R S S S 111 R R R S
54 R 5 5 S 112 R R R R
55 R R S S 113 R R R S
56 R R R S 114 R S S S
57 R S S S
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TABLA A-8. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LQM 667

CONCENTRACION DE LOM 667 (ug/mL) CONCENTRACION DE LOM 667 (ug/mL)
No. MUESTRA —=73 390 457 512 | O MUESTRA —=73 390 457 512
ATCC R R R R 58 R R R R
1 R R R R 59 R R R R
2 R R R R 60 R R R R
3 R R S S 61 R R R R
4 R R R S 62 R R R S
5 R R R R 63 R R S S
6 R R R R 64 R R R R
7 R R R R 65 R R R R
8 R R R R 66 R R R R
9 R R R R 67 R R S S
10 R R R R 68 R R R R
11 R R R R 69 R R R R
12 R R R R 70 R R R s
13 R S S S 71 R R R s
14 R R R R 72 R S S S
15 R S S S 73 R R R S
16 R R R S 74 R R R R
17 R S S S 75 R R R S
18 R R R R 76 R R R R
19 R R R S 77 R S S S
20 R R R S 78 R R R R
21 R R R S 79 R S S s
22 R R R R 80 R R R R
23 R R R R 81 R R R R
24 R R R R 82 R S S S
25 R R R R 83 R S S S
26 R R R R 84 R S S S
27 R R R R 85 R R R R
28 R R R R 86 R R R R
29 R R R R 87 R R R R
30 R R R R 88 R R R S
31 R R R R 89 R S S S
32 R R R R 90 R R R R
33 R R R R 91 R R R R
34 R R R S 92 R R S S
35 R R R S 93 R R R R
36 R R S S 94 R R R S
37 R R R S 95 R S S S
38 S S S S 96 R R R R
39 R R R S 97 R R R R
40 S S S S 98 R R S S
241 R S S S 99 R R R R
22 R R R S 100 R R R R
43 S S S S 101 R R S s
44 R R S S 102 R R R R
45 S S S S 103 R S S s
46 R R R S 104 R R R R
47 R R R S 105 R R R R
28 R R R S 106 R S S s
49 R R R R 107 R R R R
50 R R S S 108 R R R S
51 R R R R 109 R R R R
52 R R R R 110 R R S S
53 R S S S 111 R R R S
54 R 5 5 S 112 R R R R
55 R R S S 113 R R R S
56 R R R S 114 R S S S
57 R R R S
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TABLA A-9. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LQM 906

CONCENTRACION DE LOM 906 (ug/mL) CONCENTRACION DE LOM 906 (ug/mL)
No. MUESTRA —=73 390 457 512 | O MUESTRA —=77 390 457 512

ATCC R R R R 58 R R R R
1 R R R R 59 R R S S
2 R R R R 60 R R R S
3 R R S S 61 R R R R
4 R R R S 62 R R R R
5 R R R R 63 R R R S
6 R R R R 64 R R R R
7 R R R R 65 R R S S
8 R R R R 66 R R R R
9 R R R R 67 R R S S
10 R R R R 68 R R R R
11 R R R R 69 R R S s
12 R R R S 70 R R R R
13 R S S S 71 R R R R
14 R R R S 72 R R S S
15 R S S S 73 R R S S
16 R R R S 74 R R R R
17 R R R R 75 R R R S
18 R R R S 76 R R R R
19 R R R R 77 R S S S
20 R R S S 78 R R R R
21 R R R S 79 R S S S
22 R R R R 80 R R R R
23 R R R R 81 R R R R
24 R R R S 82 R S S S
25 R R R R 83 R R R R
26 R R R R 84 R S S S
27 R R R R 85 R R R R
28 R R R R 86 R R R R
29 R R R R 87 R S S s
30 R R R R 88 R R R R
31 R R R S 89 R R R R
32 R R R S 90 R R R R
33 R R R S 91 R R R R
34 R R R S 92 R R S S
35 R R R S 93 R R R R
36 R R R R 94 S S S S
37 R R R R 95 R R R R
38 R R R R 96 R R R R
39 S S S S 97 R R R R
40 R R R R 98 S S S S
41 R S S S 99 R R R R
22 R R R S 100 R R S S
43 S S S S 101 R R S s
44 R R R R 102 R R R R
45 R R R R 103 R S S S
46 R R R S 104 R R R R
47 R R R S 105 R R R R
28 R R R S 106 R S S s
49 R R R R 107 R R S S
50 S S S S 108 R R R S
51 R R R R 109 R R R R
52 R R R R 110 R R R R
53 R S S S 111 R R R S
54 R S S S 112 S S S s
55 R R S S 113 R R R R
56 R R R S 114 R R R R
57 R S S S
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TABLA A-10. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LQM 919

CONCENTRACION DE LOM 919 (ug/mL) CONCENTRACION DE LOM 919 (ug/mL)
No. MUESTRA —=73 390 457 512 | O MUESTRA —=73 390 457 512
ATCC R R R R 58 R R R R
1 R R R R 59 R R S S
2 R R R R 60 R R R S
3 R R R R 61 R R S S
4 R R R S 62 R R R S
5 R R R R 63 R R R R
6 R R R R 64 R R S S
7 R R R R 65 R R R R
8 R R R R 66 R R R R
9 R R R R 67 R R S S
10 R R R R 68 R R R R
11 R R R R 69 R R S s
1 R R R S 70 R R R s
13 R S S s 71 R R R R
14 R R R S 72 R R R R
15 R S S S 73 R R R R
16 R R R R 74 R R R R
17 R R R S 75 R R R R
18 R R R R 76 R R R R
19 R R R S 77 R R R s
20 R R R S 78 R R R R
21 R R R R 79 R S S S
22 R R R R 80 R R R R
23 R R R R 81 R R R R
24 R R R S 82 R R R R
25 R R R R 83 R R R R
26 R R R R 84 R R R R
27 R R R R 85 R R R R
28 R R R R 86 R R R R
29 R R R R 87 R R R R
30 R R R R 88 R R R S
31 R R R S 89 R R R R
32 R R R S 90 R R R R
33 R R R S 91 R R R R
34 R R R S 92 R R R R
35 R R R S 93 R R R S
36 R R S S 94 R R R S
37 R R R S 95 R R R S
38 R R R S 96 R R R R
39 R R S S 97 R R R R
40 R R S S 98 R S S S
41 R R S S 99 R R R R
22 R R R S 100 R R S S
23 R S S S 101 R R S s
24 R 5 S S 102 R R S s
25 R S S S 103 R S S s
46 R R R S 104 R R R R
47 R R R S 105 R R R R
28 R R R S 106 R S S s
49 R R R R 107 R R R S
50 R R R S 108 R R R S
51 R R R R 109 R R R S
52 R R R R 110 R R S S
53 R S S S 111 R R R S
54 R R R S 112 R R R R
55 R R S S 113 R R R S
56 R R R R 114 R R R R
57 R R R R
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TABLA A-11. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LQM 932

CONCENTRACION DE LOM 932 (ug/mL) CONCENTRACION DE LOM 932 (ug/mL)
No. MUESTRA —=73 390 457 512 | O MUESTRA —=73 390 457 512
ATCC R R R R 58 R R R R
1 R R R R 59 R R S S
2 R R R R 60 R R R S
3 R R R R 61 R R R R
4 R R R S 62 R R R S
5 R R R R 63 R R R R
6 R R R R 64 R R S S
7 R R R S 65 R R S S
8 R R R S 66 R R R R
9 R R R S 67 R R S S
10 R R R R 68 R R R R
11 R R R R 69 R R S s
1 R R R S 70 R R R s
13 R R R R 71 R R R R
14 R R R S 72 R R R R
15 R S S S 73 R R S S
16 R R R R 74 R R S s
17 R R R S 75 R R R R
18 R R R R 76 R R R R
19 R R R R 77 R R R S
20 R R R R 78 R R R R
21 R R R R 79 R R R s
22 R R R R 80 R R R R
23 R R R R 81 R R R R
24 R R R S 82 R R R R
25 R R R R 83 R R R R
26 R R R R 84 R R S S
27 R R R R 85 R R S S
28 R R R R 86 R R R R
29 R R S S 87 R R R R
30 R R R R 88 R R R S
31 R R R R 89 R R R R
32 R R R S 90 R R S S
33 R R R R 91 R R R R
34 R R R S 92 R R R R
35 R R R S 93 R R R S
36 R R S S 94 R R R S
37 R R R S 95 R R R S
38 R R R S 96 R R R R
39 R R S S 97 R R R R
40 R R S S 98 R S S S
41 R R S S 99 R R R R
22 R R R S 100 R R S S
23 R S S S 101 R R S s
24 R 5 S S 102 R R S s
45 R S S S 103 R R R S
46 R R R S 104 R R R R
47 R R R S 105 R R R R
28 R R R S 106 R S S s
49 R R R R 107 R R R S
50 R R R S 108 R R R S
51 R R R R 109 R R R S
52 R R R R 110 R R S S
53 R S S S 111 R R R S
54 R R R S 112 R R R R
55 R R S S 113 R R R S
56 R R R R 114 R R R R
57 R R R R
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TABLA A-12. CONCENTRACION MINIMA INHIBOTORIA DE LQM 938

No. CONCENTRACION DE LQM 938 (ug/mL) No. CONCENTRACION DE LQM 938 (ug/mL)
MUESTRA 323 390 457 512 MUESTRA 323 390 457 512
ATCC R R S S 58 R R R R
1 R R R S 59 R R S S
2 R R R S 60 R R R S
3 R R S S 61 R R S S
4 R R R S 62 R R R S
5 R R R S 63 R R S S
6 R R R S 64 R R S S
7 R R R S 65 R R S S
8 R R R R 66 R R S S
9 R R R R 67 R R S S
10 R R R R 68 R R S S
11 R R R R 69 R R S S
12 R R R S 70 R R R S
13 R S S S 71 R S S S
14 R R R S 72 R S S S
15 R S S S 73 R S S S
16 R R R S 74 R R R R
17 R S S S 75 R R R S
18 R R R S 76 R R R R
19 R R S S 77 R S S S
20 R R S S 78 R R S S
21 R R R S 79 R S S S
22 R R R R 80 R R R R
23 R R R R 81 R R R R
24 R R R S 82 R S S S
25 R R R R 83 R S S S
26 R R R R 84 R S S S
27 R R R R 85 R R R R
28 R R R R 86 R R R R
29 R R R R 87 R S S S
30 R R R R 88 R R R S
31 R R R S 89 R S S S
32 R R R S 90 R R R R
33 R R R S 91 R R R R
34 R R R S 92 R R S S
35 R R R S 93 R R R S
36 S S S S 94 S R R S
37 S S S S 95 R S S S
38 S S S S 96 R R R R
39 S S S S 97 R R R R
40 S S S S 98 S S S S
41 R S S S 99 R S S S
42 R R R S 100 R R S S
43 S S S S 101 R R S S
44 S S S S 102 R R S S
45 S S S S 103 R S S S
46 R R R S 104 R R R R
47 R R R S 105 R R R R
48 R R R S 106 R S S S
49 R R R R 107 S S S S
50 S S S S 108 R R R S
51 R R R R 109 R S S S
52 R R R R 110 S S S S
53 R S S S 111 R R R S
54 R S S S 112 S R R R
55 R R S S 113 S R R S
56 R R R S 114 S S S S
57 R S S S
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TABLA A-13. CONCENTRACION MINIMA INHIBOTORIA DE LQM 996.

No. CONCENTRACION DE LQM 996 (ug/mL) No. CONCENTRACION DE LQM 996 (ug/mL)
MUESTRA 323 390 457 512 MUESTRA 323 390 457 512
ATCC R S S S 58 S S S S
1 R S S S 59 S S S S
2 R R S S 60 S S S S
3 S S S S 61 S S S S
4 R S S S 62 S S S S
5 S S S S 63 S S S S
6 R S S S 64 S S S S
7 S S S S 65 S S S S
8 S S S S 66 S S S S
9 S S S S 67 S S S S
10 R S S S 68 S S S S
11 R S S S 69 S S S S
12 R S S S 70 S S S S
13 S S S S 71 S S S S
14 S S S S 72 S S S S
15 S S S S 73 S S S S
16 S S S S 74 R S S S
17 S S S S 75 S S S S
18 S S S S 76 R S S S
19 S S S S 77 S S S S
20 S S S S 78 S S S S
21 S S S S 79 S S S S
22 R S S S 80 S S S S
23 S S S S 81 S S S S
24 S S S S 82 R S S S
25 R S S S 83 S S S S
26 R S S S 84 S S S S
27 R S S S 85 S S S S
28 S S S S 86 S S S S
29 S S S S 87 S S S S
30 S S S S 88 S S S S
31 S S S S 89 S S S S
32 S S S S 90 R S S S
33 S S S S 91 S S S S
34 S S S S 92 R S S S
35 S S S S 93 S S S S
36 S S S S 94 S S S S
37 S S S S 95 S S S S
38 S S S S 96 S S S S
39 S S S S 97 S S S S
40 S S S S 98 S S S S
41 S S S S 99 S S S S
42 S S S S 100 S S S S
43 S S S S 101 R S S S
44 S S S S 102 S S S S
45 S S S S 103 R S S S
46 S S S S 104 S S S S
47 S S S S 105 S S S S
48 S S S S 106 S S S S
49 S S S S 107 S S S S
50 S S S S 108 S S S S
51 R S S S 109 S S S S
52 S S S S 110 S S S S
53 S S S S 111 S S S S
54 R S S S 112 S S S S
55 S S S S 113 S S S S
56 S S S S 114 S S S S
57 R R S S
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