ESTUDIO COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD FRENTE A
E. COLI DE CUATRO BENZOXAZINAS DE SINTESIS Y
CUATRO ANTIBIOTICOS CONOCIDOS

Resumen:

Con ei trabajo se realiza un estudio comparativo
entre ia actividad antimicroblana que manifiestan
cuatro benzoxazinas y cuatro antibiéticos de uso
comiin sobre Escherichla coll de diferente proce-
dencia.

Summary:

This work presents a comparative study of the
antimicrobial activities of four benzoxazines and
four antibiotics of common use against Escherichia
Coll from diferent origins.

I. INTRODUCCION

Dado el interés y la importancia que reviste el
estudio de nuevas sustancias de sintesis con
propiedades antimicrobianas, entre ellas algunos
tipos de Benzoxazinas (1 a 17), y que en anteriores
trabajos hemos reportado (1) (2) la obtencién y
caracterizacién como antimicrobianos de cuatro
compuestos de este tipo, se pretende con el
presente estudio complementar los realizados
llevando a cabo una comparacién entre la
actividad antimicrobiana que manifiestan éstas
sustancias y las manifestadas por cuatro antibié-
ticos de uso comin (Tetraciclina, Cloranfenicol,
Ampicilina y Kanamicina) sobre Escherichia coli.

II. MATERIALES Y METODOS

1. Obtencién de las Benzozazinas.

Se sigui6 el método de sintesis descrito en el
trabajo ‘‘Sintesis de cuatro benzoxazinas y
determinacién de su espectro de actividad
antibacteriana” (2).
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2. Maedios de cultivo.
Caldo y Agar Mueller Hinton (MH).
3. Microorganismos de Control

Se emplearon 41 cepas de Eschericha coli de
diferente procedencia (de muestras humanas,
animales y de suelos) suministradas por las
Facultades de Ciencias, Medicina y Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional de
Colombia, el Instituto Colombiano Agropecuario
(ICA), el Instituto de Seguros Sociales (ISS), la
Empresa Colombiana de Productos Veterinarios
(VECOL), el Instituto de Ciencia y Tecnologia de

imentos (ICTA) y algunos laboratorios clinicos

particulares
Las cepas se agruparon de la manera siguiente:

Origen Humano:

Las cepas 1H,2H,3H,4H,5H,11H,12H,13H y
14H, fueron obtenidas por urocultivo; la cepa 6H,
de cultivo renal; las 7H,8H,9H y 10H, de
coprocultivos y las 15H y 16H, de -cultivos
vaginales - partos.

Origen animal:

Las cepas 1V,2V,3V,10V,11V,12V,13V,14V,
16V,16V,17V,18V,19V y 20V proceden de orina;
las 4V y 5V de materias fecales, las 6V y 7V de
leche y las 8V y 9V, de cultivos renales.

Origen de suelos:

La cepa IF procede de tierra del Departamento
de Santander y las 2F,3F,4F y 5F de la Sabana de
Bogota.

4. Antimicrobianos

4.1 Benzoxazinas en estudio.
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Benzoxazina A: N,N’ -etilen - bis- (6-cloro-3,4-
dihidro-1,3-2 H-benzoxazina).

Benzoxazina B: 6-cloro-3-bencil-3,4-dihidro-
1,3-2H-benzoxazina.

Benzoxazina C: 6-cloro-3 fenil-3,4-dihidro-1,3-
2 H-benzoxazina.

Benzoxazina D: 2-etanol-N-(6-cloro-3,4-dihi-
dro-1,3-2 H benzoxazina).

Estas sustancias se emplearon bajo la forma de
clorhidratos.

En los estudios de sensibilidad de los microor-
ganismos que sirvieron como control, se usaron las
benzoxazinas a concentraciones de 10, 20 y 40
mcg/ml. en agar Mueller - Hinton (2). Para los
estudios comparativos de actividad antimicro-
biana se usaron concentraciones que oscilaron
entre 30 y 420 mcg/ml. en agua destilada estéril,
dependiendo de cada benzoxazina y la resistencia
de cada uno de los microorganismos de control.

4.2 Antibiéticos.

Bajo sus formas solubles en agua, se emplearon
los siguientes:

Tetraciclina (T)
Ampicilina (Am)
Cloranfenicol (Cl)
Kanamicina (K)

Para los estudios de sensibilidad de los
microorganismos de control se emplearon T, Am y
Cl a concentraciones de 10 mcg/ml. y K. a
concentraciones de 20 mcg/ml. En los estudios
compartivos de actividad se emplearon a
concentraciones que oscilaron entre 8 y 140
mcg/ml. en agua estéril, dependiendo de cada
antibidtico en particular y de la resistencia de las
diferentes microorganismos de control.

5. FEvaluacion de la Actividad Antimicrobiana.

5.1. Determinacion de la sensibilidad de los
microorganismos de control.

Se emple6 en esta evaluacion Agar MH que
contenia, por separado, las benzaxozinas y los
antibioticos en estudio en las concentraciones que
se anotaron en los numerales 4.1. y 4.2. respectiva-
mente. Una vez listas las cajas con el medio, se
sembraron sobre la superficie de él, en forma de
manchas (M) y de estrias (E) los microorga-
nismos.

5.2. Comparacion de la actividad antimicrobiana.

Esta evaluacion se realizé siguiendo el método
de difusion en gel, para el cual se emple6 agar MH
inoculado, al 1% (v/v), con los microorganismos de
control en su fase logaritmica de crecimiento. Los
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orificios de 7.5 mm. de diametro, fueron hechos
con un sacabocados de acero inoxidable y las
comparaciones de actividad se llevaron a cabo
considerando los antibidticos (T, Cl, Am y K)
como referencias de actividad (100%) para cada
una de las benzoxazinas.

III. RESULTADOS

1. Sensibilidad de los microorganismos de
control

En las tablas I, II y III se anotan las
respuestas que manifestaron los diferentes
microorganismos frente a las benzoxazinas en
estudio y los antibidticos que sirvieron como
referencias de comparacion de la actividad,
siguiendo la metodologia y las condiciones
anotadas enel aparte II.

Las convenciones empleadas en las tablas
fueron las siguientes:

:cepa de origen humano
cepa de origen animal
cepa de origen de suelos
microorganismo resistente
microorganismo sensible
concentracion minima inhibitoria (CMI)
ZC dos veces la CMI

E: Siembra en estria

M: siembraen mancha

T: tetraciclina

Cl: cloranfenicol

Am: ampicilina

K: kanamicina

geeEISE

2. Comparacion de la actividad antimicrobiana.

Los resultados obtenidos en la determinacion de
los porcentajes de actividad relativa de las
benzoxazinas en relacion a los antibiéticos que se
emplearon como referencias de actividad (100%)
sobre los microorganismos de control, siguiendo la
metodologia anotada en el aparte II-5, se reportan
en las tablas IV, V, VI y VIIL

IV. CONCLUSIONES

La sensibilidad que manifestaron los microor-
ganismos de control a los antibiéticos empleados
como referencias de comparacion se distribuyé en
la proporcion siguiente: De las cepas procedentes
de muestras humanas, el 62.5% son sensibles a la
Kanamicina, el 50% a la Ampicilina, el 44% al
Cloranfenicol y el 25% a la Tetraciclina. De los
procedentes de muestras animales, el 85% son
sensibles a la kanamicina, el 65% a la Ampicilina,
el 80% al Cloranfenicol y el 75% a la Tetraciclina.
De las procedentes de muestras de suelos, el 80%
son sensibles a la Kanamicina y el 100% a la
Ampicilina, al Cloranfenicol y a la Tetraciclina.
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TABLA IV TABLAYV

ACTIVIDAD RELATIVA DE LA BENZOXAZINA A ACTIVIDAD DE LA BENZOXAZINA B SOBRE LOS
SOBRE LOS DIFERENTES MICROORGANISMOS DIFERENTES MICROORGANISMOS DE CONTROL
DE CONTROL FRENTE A LA DE LOS FRENTE A LA DE LOS ANTIBIOTICOS
ANTIBIOTICOS DE REFERENCIA. DE REFERENCIA
Microorga Relacl6n de actividad de la Microorga Relacién de actividad de la
nismos Benzoxazina A (multiplicada por 100) nismos Benzoxazina B (multiplicada por 100)
de control T Am cl K de control T Am cl K
1H 46 39 7 74 1H 8 6 10 6
2H 18 24 68 37 2H 3 4 1 5
3H 779 1378 1225 121 3H 9 14 12 2
4H 29 88 62 14 4H 10 30 24 4
5H 809 446 146 36 5H 43 60 13 2
6H 282 152 250 560 6H 6 17 10 24
7H 253 62 63 102 H 63 37 16 3
49 41 3
8H 196 100 100 7 8H 82
9H 122 51 5 5
9H 289 100 1 12 10H 117 5 6 3
10H 470 20 24 12 11H 30 3 9 6
11H 1236 12 348 242 12H 2 2 5 1
12H 45 45 107 128 13H 13 9 2 1
13H 105 324 93 45 14H 71 3 48 2
14H 2344 108 1742 65 15H 4 18 12 12
15H 52 32 60 64 16H 11 2 7 19
16H 300 5 186 48 W 9 % 9 6
v 102 235 21 16 2v 14 2 3 3
av 34 6 5 3
2v 108 69 102 22 &V 2 43 2 3
3v 101 15 14 9 5V 1 42 12 1
av 27 177 37 52 Y 1 23 2 2
5V 14 182 103 14 7v 15 71 2 4
6V 17 352 33 22 8v 7 9 5 6
v 2702 577 66 140 )Y 1 58 8 1
8V 101 79 48 53 10V 10 10 8 8
9V 37 141 172 45 1nv 3 4 4 4
10V 106 159 134 141 12v 1 2 1 1
11V 14 21 21 19 13v " 3 4 10
12v 54 165 54 38 }g‘\; : A 2 3
13V 166 138 60 154 16V 2 5 5 3
14V 14 4 17 33 17V 5 5 16 3
15V 18 13 88 10 18V 1 1 1 1
16V 37 100 101 56 19v 5 5 3 2
17V 20 14 74 23 20v 1 2 3 1
18V 40 KT:} 20 20
19V 38 47 21 17 1F 1 1 2 22
20V 55 106 131 28 2F 5 2 5 6
3F 4 2 5 10
1F 130 102 283 3620 aF 2 ! 2 2
2F 73 3 89 104 SF 4 2 3 °
3F 38 12 46 87
4F 75 4 85 118
5F 60 36 42 141
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TABLA VI TABLAVII

ACTIVIDAD RELATIVA DE LA BENZOXAZINA C ACTIVIDAD RELATIVA DE LA BENZOXAZINA D
SOBRE LOS DIFERENTES MICROORGANISMOS DE ~ SOBRE LOS DIFERENTES MICROORGANISMOS DE
CONTROL FRENTE A LA DE LOS ANTIBIOTICOS CONTROL FRENTE A LA DE LOS ANTIBIOTICOS

DE REFERENCIA DE REFERENCIA
Microorga Relacién de actividad de la Microorga Relacioén de actividad de la
nismos Benzoxazina C (multiplicada por 100) nismos Benzoxaxina D (multiplicada por 100)

de control T Am Cl K de control T Am cl K
1H 1 1 2 1 1H 32 27 46 25
2H 2 7 3 2H 6 7 % 12
3H 8 12 1" 2 3H 28 ] 40 6
4H 8 24 20 4 4H 26 82 57 12
5H 45 30 14 2 5H 135 103 37 5
6H 7 9 12 31 6H 346 201 298 7M1
7H 20 13 4 6 7H 170 140 43 81
8H 38 32 22 2 8H 180 101 9 6
9H 12 1" 1 1 9H 144 109 1" 12
10H 18 1 1 1 10H 1488 56 67 31
11H 13 1 3 2 11H 735 68 216 104
12H 2 2 4 3 12H 35 34 82 106
13H 3 14 4 2 13H 62 203 53 25
14H 4 1 17 1 14H 1666 56 767 34
15H 14 9 16 17 15H 142 105 167 178
16H 28 1 20 6 16H 1580 22 1012 264
1V 7 20 2 4 1V 83 207 17 13
2v 8 3 3 1 2v 282 19 27 15
3v 12 1 2 1 3v 346 69 60 39
4v 1 19 2 2 4v 8 108 10 14
5v 1 38 8 1 5V 5 107 103 5
ev 1 13 1 1 ev 21 452 43 109
v 12 57 1 3 1A' 309 1465 36 31
8v 1 2 1 1 8v 107 80 47 52
oV 1 30 3 1 9V 29 1230 198 36
10V 2 1 1 2 10V 77 53 42 85
11V 1 1 1 1 1v 28 44 44 40
12v 1 1 1 1 12v 29 54 27 19
13V 1 1 1 1 13V 123 102 45 108
14V 1 1 1 3 14V 19 5 22 41
15V 1 1 5 1 15V n 51 126 42
16v 1 1 1 1 16V 24 64 61 38
17v 1 1 4 1 17v 47 37 108 55
18V 1 1 1 1 18v 16 1386 8 7
19v 1 1 1 1 19V 9 12 5 4
20V 1 2 3 1 20V 19 37 48 10
1F 1 1 1 17 1F 168 130 369 4380
2F 3 1 4 4 2F 138 63 17 204
3F 2 1 1 1 3F 45 25 52 101
4F 2 1 1 1 4F 10 6 12 16
5F 3 1 1 1 5F 14 8 12 34
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Referente a las Benzoxazinas la mayor
sensibilidad de los microorganismos de control se
manifiesta frente a la ““A’’; son sensibles a 2CMI
el 56% de las cepas procedentes de muestras
humanas, el 90% de las procedentes de muestras
animales y el 100% de las procedentes de muestras
de suelos.

Frente a la Benzoxazina ‘““D’’ solo son sensibles
a 2CMI el 50% de las cepas procedentes de
muestras humanas, el 66% de las animales y el
80% de las de los suelos.

Las Benzoxazinas “B” y “C’’ no manifestaron
actividad alguna a 2CMI.

La Benzoxazina “A” es mas activa que la
Tetraciclina sobre el 68% de las cepas procedentes
de muestras humanas, mas activa que la
Ampicilina y el Cloranfenicol sobre el 50% de las
mismas cepas y mas que la Kanamicina sobre 31%
de los microorganismos con esta procedencia.

Referente a las cepas procedentes de muestras
animales, la Benzoxazina ‘A’ es mas activa que la
Ampicilina sobre el 55% de ellas; mas activa que la
Tetraciclina sobre un 35% de los mismos microor-
ganismos; mas que el Cloranfenicol sobre un 30%
de esas cepas y mas que la kanamicina sobre un
15% de los microorganismos con esta procedencia.

En relacién a los microorganismos procedentes
de muestras de suelos, la Benzoxazina “A’’ es mas
activa que la Kanamicina sobre el 80% de ellos y es

de mayor actividad que la Tetraciclina, el
Cloranfenicol y la Ampicilina sobre un 20% de las
mismas cepas.

La Benzoxazina ‘“B”’ unicamente manifiesta
una mayor actividad en relaciéon a la Tetraciclina,
sobre el 18% de las cepas procedentes de muestras
humanas.

La Benzoxazina ‘“C” no manifesté en caso
alguno mayor actividad en relaciéon a los antibié-
ticos de comparacion, sobre las diferentes cepas de
control.

Sobre las cepas procedentes de muestras
humanas la Benzaxina ‘“D”’, es mas activa que la
Tetraciclina sobre el 62% de ellas; mas activa que
la Ampicilina sobre el 44% de las mismas cepas;
mas activa que el Cloranfenicol y la Kanamicina
sobre el 31% de esos microorganismos de control.

Referente a las cepas procedentes de muestras
animales la Benzoxazina “D”’ es mas activa que la
Tetraciclina sobre 25% de ellas; mas activa que la
Ampicilina sobre el 40% de las mismas cepas; mas
activa que el cloranfenicol sobre el 20% de esos
microorganismos y presenta una actividad similar
a la de la Kanamicina sobre el 10% de los gérmenes
con este origen.

En relacién a los microorganismos procedentes
de muestras de suelos, la Benzoxozina “D’’ es mas
activa que la Tetraciclina y la Kanamicina sobre el
40% de ellos y mas activa que la Ampicilina y el
Cloranfenicol sobre el 20% de las mismas cepas.
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