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ANALISIS COMPARATIVO ENTRE DOS METODOS MICROBIOLOGICOS
PARA LA DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD A
ANTIMICROBIANOS

1.0 INTRODUCCION

Los antimicrobianos destinados a eliminar los agentes bacterianos que causan
numerosas enfermedades, deben someterse a pruebas que determinan, tanto la
susceptibilidad de los microorganismos, como la concentracion ideal para obtener
efectos terapéuticos, es decir deben ser sometidos a pruebas de sensibilidad. Estas se
definen como la actividad in vitro de un antibidtico frente a un microorganismo
determinado y reflejan la capacidad que tiene una sustancia para inhibir el crecimiento
de una bacteria o poblacion bacteriana a cierta concentracion. Los resultados de estas
pruebas, asi como la farmacologia del antibidtico en el lugar de la infeccion y los
aspectos clinicos del paciente, sustentan la eleccién de los antibidticos en el tratamiento
de las enfermedades infecciosas, asimismo, ofrecen en su conjunto elementos objetivos
de actuacion en los tratamientos empiricos.

Los ensayos de sensibilidad deben estar convenientemente normalizados y sujetos a
procesos de control que aseguren su reproducibilidad. Por el momento no existe un
método universal que reproduzca las condiciones en las que se encuentra un
microorganismo produciendo una infeccidn in vivo y por tanto, la situacion ideal en las

que deben desarrollarse las pruebas de sensibilidad.

Debido a la existencia de diversos grupos de trabajo que sintetizan diferentes sustancias
constantemente se busca contar con una determinacién rapida de bajo costo con un
minimo de consumo de sustancias que arroje datos sobre la sensibilidad o resistencia de
algn microorganismo frente a estas sustancias y posteriormente, si es necesario,
estudiar a este nuevo compuesto como antimicrobiano, aplicando técnicas mas
completas y costosas. Tal es el caso del grupo de la Dra. Nora Barba Behrens del
Departamento de Quimica Inorganica y Nuclear de la divisién de estudios de Postgrado
de la Facultad de Quimica con quien se realizé el presente trabajo.



2.0 OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar y comparar dos métodos microbiologicos para determinar la
sensibilidad de diferentes microorganismos frente a antimicrobianos

de origen sintético, derivados del albendazol.

Obijetivos especificos

Realizar pruebas de sensibilidad por el método modificado de Bauer —
Kirby. @

Realizar pruebas de sensibilidad por el método de difusion en agar’®
con los mismos compuestos y microorganismos utilizados para el
método de Bauer — Kirby modificado.

Analizar los datos obtenidos en ambos métodos y compararlos entre si

Definir si el método modificado de Bauer — Kirby, sirve como analisis

previo a un método mas especifico

Evaluar las ventajas que ofrece este método modificado de Bauer -
Kirby

() Bauer AW. Kirby WMM. 1966

(2) Garcia, R.J. 2000



3.0 MARCO TEORICO

3.1 METODOS DE DILUCION

La cuantificacion de la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalUa habitualmente
mediante alguna de las variantes de los métodos de dilucidn. Estos métodos se basan en
la determinacién del crecimiento del microorganismo en presencia de concentraciones
crecientes de este, previamente diluido en el medio de cultivo (liquido o sélido).

Los métodos de dilucion se consideran de referencia para la determinacion cuantitativa
de la actividad de los antimicrobianos. La gran cantidad de variables; tipo de
microorganismo, medios de cultivo utilizados, concentracion del inoculo, concentracion
del antimicrobiano, etc. que influyen en estos métodos son responsables de oscilaciones
en el resultado final, por lo que, para su correcta evaluacion, es necesario que se realicen

de forma estandarizada.

Los primeros métodos utilizaron tubos con caldo de cultivo al que se le afiadia un rango
determinado de antimicrobiano (macrodilucion). Sin embargo esta metodologia
resultaba poco préctica, por la cantidad de material y de manipulaciones necesarias para

su realizacion. ®

La utilizacion de placas de microtitulacion facilito la utilizacion del método de
microdilucion con caldo debido a que disminuyd el consumo de reactivos; en la
actualidad se han popularizado los métodos automatizados comerciales de
microdilucién en caldo, facilmente integrables en sistemas (semi)automaticos de lectura
e interpretacion de resultados,”” pero con el grave inconveniente del incremento en el
costo. Tradicionalmente estos métodos se han venido usando para la determinacion de
la concentracién minima inhibitoria CMI y la concentracion minima bactericida (CMB)
de los antimicrobianos. En la mayoria de los casos se preparan diluciones del
antimicrobiano, utilizando un medio de cultivo adecuado; posteriormente se inocula

dicho medio y tras la correspondiente incubacion para permitir el crecimiento del

(3) National Comittee for Clinical Laboratory Standards, 2000
(4) C.N., Stoker, S. A. 1991



microorganismo se realiza la lectura, determinando la concentracion que causa la

inhibicidn total del crecimiento bacteriano.

La determinacion de la actividad antimicrobiana mediante técnicas de dilucion se
realiza utilizando una escala discontinua (habitualmente concentraciones crecientes en
base 2) en vez de una escala continua (como sucede en el método de difusién), por lo
que los valores de la concentracion minima inhibitoria (CMI) reales de un determinado
antimicrobiano se encontraran en algun valor situado entre la CMI experimentalmente
obtenida y la concentracion inmediatamente inferior. Desde el punto de vista clinico la
diferencia entre los valores real y experimental de CMI no suelen ser trascendentes
cuando se trata de concentraciones bajas, pero pueden tener importancia para las CMls
altas que se acerquen a las concentraciones alcanzables in vivo.

En comparacion con los métodos de difusion, los métodos de dilucion son técnicamente

mas complejos y casi siempre mas caros. ©

Los antimicrobianos a usar en las técnicas de dilucion pueden obtenerse de los
correspondientes fabricantes, o comprarse directamente a compafiias comerciales. Para
los estudios in vitro no es adecuado utilizar las preparaciones de uso clinico, sino que
deben emplearse sustancias valoradas de las que se conozcan la potencia (mg de
sustancia pura por cada mg de sustancia valorada), la fecha de caducidad y el lote de
preparacion. Las sustancias valoradas deben conservarse siguiendo estrictamente las
indicaciones del proveedor. En el caso de usar desecadores para la conservacion, hay
que evitar la formacion de agua de condensacion por lo que, tras sacarlos del
frigorifico/congelador, se deben abrir sélo cuando hayan alcanzado la temperatura

ambiente. ©

La sustancia valorada debe pesarse en una balanza de precision. Para conseguir una
determinada concentracién, lo mas sencillo es pesar con un ligero exceso una cantidad
de sustancia y, posteriormente, afiadir el volumen de diluyente necesario . Como

resulta obvio, para calcular una determinada concentracion de antimicrobiano hemos de

(5) National Comittee for Clinical Laboratory Standards.2000
(6) H. D., Isenberg. 1992

(7) Grupo MENSURA 2000.



considerar la pureza de la sustancia que se esté empleando (que en la mayoria de casos
no es del 100%). Las concentraciones de antimicrobianos deben prepararse mas
concentradas que la concentracion mas alta que se vaya a evaluar, es decir, la
concentracién debe ser superior a 1000 mg/l. En la Tabla 1® (Anexo 1) se indican los
diluyentes y solventes necesarios para la preparacion de los antimicrobianos mas
habituales. No es necesario esterilizar las soluciones de antimicrobianos porque la

contaminacion de estas soluciones es poco frecuente.

Las soluciones de antimicrobianos se deben emplear el mismo dia de su preparacion,
alternativamente, se pueden congelar en alicuotas (usando tubos estériles de vidrio o
plastico) la temperatura ideal para la conservacion de estas soluciones es de al menos -
60°C, en todo caso nunca superior de -20°C. Se acepta que a temperaturas de -60 las
soluciones madres de antimicrobianos son estables, con muy contadas excepciones,
durante al menos 6 meses, en la Tabla 2® (Anexo 1) se indica la estabilidad de las
diluciones de antimicrobianos a otras temperaturas. En las Tablas 3ay 3b ©( Anexo 1)
se recogen esquemas sugeridos de preparacion de diluciones de antimicrobianos para

usar en los métodos de dilucién en agar y de dilucion en caldo, respectivamente.

3.1.1 METODO DE DILUCION EN AGAR

En estos métodos se incorpora el antimicrobiano a evaluar al medio, en la mayoria de
los casos, el medio de cultivo a emplear es agar Mueller-Hinton, pero en funcién de los
microorganismos y de sus necesidades nutritivas puede ser necesario afadir algin
suplemento a este medio o emplear un medio diferente. El antimicrobiano y/o los
suplementos se afiaden cuando el medio estéril adn esta fundido (debemos mencionar
que este medio y sus especificaciones son las mismas para todos los métodos que se

mencionaran).

Para lograr el rango de dilucién deseado se prepara una serie de placas, cada una con
una determinada concentracion de antimicrobiano. Las placas se inoculan una vez que

el medio de cultivo haya solidificado. Se utiliza una placa de cada concentracion para

(8) H. D., Isenberg, 1992
(9) NCCLS. Disk diffusion supplemental 2000



cada microorganismo a probar. Para placas circulares de 90 mm de didametro son
necesarios 20 ml de medio con antimicrobiano (habitualmente en la proporcion 19 ml
de medio por 1 ml de solucion del antimicrobiano). Para trabajos de referencia las
placas no se deben almacenar mas de cinco dias, sin olvidar que algunos
antimicrobianos (como ampicilina, meticilina, imipenem, acido clavulanico etc.)*® son
poco estables y por ello, se deben usar el mismo dia de su preparacion. Si las placas se
encuentran en el refrigerador, al sacarlas se deben dejar a temperatura ambiente unos 30
minutos antes de proceder a su inoculacién, comprobando que no exista agua de
condensacion en la superficie de las mismas. Las placas hUmedas se pueden secar en
estufa dejando las tapas entreabiertas. Para cada serie de concentraciones se debe incluir
al comienzo y al final una serie de placas de medio sin antimicrobiano que serviran para
controlar el crecimiento y la posibilidad de contaminacién durante el proceso de
inoculacion.

En cualquier caso, la evaluacion de los resultados obtenidos con placas almacenadas
segun las condiciones indicadas sélo debe realizarse cuando los resultados con las cepas
en las placas de control estén dentro de los margenes (Tablas 4-7 Anexo I)

Para aplicar el inoculo se utilizan aplicadores, que suelen dispensar gotas (de
aproximadamente 5 mm de diametro) con un volumen de 1 a 2 pl. El in6culo que debe
contener cada una de estas gotas debe ser de aproximadamente 10* UFC, por lo que la
suspension original a usar con el aplicador debe tener 10’ UFC/mI. Habitualmente se
prepara una suspensién concentrada de 10 CFU/ml que posteriormente se diluye 1:10.
Este estandar corresponde, en la mayoria de los laboratorios, al 0.5 de la escala de Mac
Farland ™. Esta turbidez se logra por comparacién visual 6 espectrofotométrica
(densidad dptica de 0.08-0.10 a 625 nm, equivalente a 1-2 x 108 CFU/mI ) .Este inéculo
debe usarse antes de 15 minutos. Para iniciar el ensayo se deben preparar las series de
placas iniciando la inoculacion del control sin antimicrobiano, se contindla a partir de
la placa con menor concentracién de antimicrobiano y se finaliza sembrando una nueva
placa de control sin antimicrobiano®®.Posteriormente se incuban y se procede a su
lectura.

La CMI es la menor concentracion de antimicrobiano que inhibe completamente el

crecimiento bacteriano (no se considera crecimiento la aparicion de una colonia aislada

(10) Acar, J. F., Goldstein F.W. 1996.
(11).Garcia R. J., 2000.
(12) H. D. Isenberg., 1992



0 de un halo tenue debido al propio inéculo). Ocasionalmente pueden observarse
algunas colonias o franco crecimiento en concentraciones superiores a la CMI aparente;
en estos casos se debe comprobar la pureza del inoculo para descartar una

contaminacion; si esta ltima se confirma debera repetirse el estudio.®

3.1.2 METODOS DE DILUCION EN CALDO

Existen dos modalidades de los métodos de dilucion: los macrométodos, que utilizan

tubos y el micrométodo donde se usan placas de microtitulacion .

3.1.2.1 METODO DE MACRODILUCION

En el método de macrodilucion se emplea por cada combinacion
microorganismo/antimicrobiano una serie de tubos. Habitualmente se prepara la serie de
tubos con 1ml de medio estéril sin antimicrobiano. Al primero de ellos se afiade 1 ml de
la solucién inicial del tubo de antimicrobiano donde se tendra la concentracién mas alta
a estudiar (teniendo en cuenta que este primer paso supone la dilucion a la mitad de la
solucion madre, de esta solucion diluida se inocularan los tubos, con 1 ml de inoculo, se
diluira con 1ml de medio y asi la concentracion de antimicrobiano quedara a la mitad).
Tras mezclar adecuadamente, se pasa 1 ml al siguiente tubo; el proceso se repite tantas
veces como diluciones se quieran estudiar, eliminando del Gltimo tubo de la serie 1 ml
de medio con antimicrobiano, con objeto de mantener el volumen final de 1 ml. Para
cada paso de diluciéon se debe emplear una pipeta diferente. La serie de tubos se

completa con uno de control sin antimicrobiano que solamente tiene 1 ml de caldo.*

3.1.2.2 METODO DE MICRODILUCION

En este método cada pocillo de la placa de microtitulacién, de fondo en "U", representa
uno de los tubos del método de macrodilucion. Las placas de microdilucion con

diferentes concentraciones de antimicrobianos se pueden preparar en el propio

(13) NCCLS Methads for dilution, 2000.
(14) Garcia, R. J., 2000.



laboratorio o bien se pueden comprar a diferentes compafiias que los suministran

congelados, deshidratados o liofilizados.

Las placas disponibles con 96 pocillos (12 columnas x 8 hileras), nos permiten estudiar
8 antimicrobianos y 11 diluciones para el mismo microorganismo , la Gltima columna
se utiliza como control de crecimiento. En ocasiones se preparan placas con 12
diluciones de antimicrobiano y se utiliza una placa adicional para realizar los controles.
El volumen final de cada pocillo es habitualmente de 100 pl, por lo que antes de la
inoculacion los pocillos deben contener la cantidad de medio y la de antimicrobiano en
una proporcion del 50% para cada uno del volumen final sin tomar en cuenta el
volumen de indculo que se va a utilizar; si este es menor a 10 pl, o bien si se adicionan
50 pl del medio con antimicrobiano (es decir 25ul de antimicrobano y 25ul de medio)
se adicionara 50 pl de in6culo. Para este Gltimo caso debe tenerse en cuenta al calcular
la concentracion inicial mas alta, que después de afiadir el indculo la concentracion de

antimicrobiano se diluird a la mitad.

El proceso completo a seguir es el siguiente: Las placas se llenan utilizando una pipeta
multicanal con 100 o 200ul de la solucién mas alta de antimicrobiano en la columna 1,
posteriormente se afiade un volumen de 50 o 100ul de caldo sin antimicrobiano en los
pocillos de las columnas 2 a 11 y se realiza la dilucion en la forma habitual, dejando los
pocillos de la dltima columna como controles (positivos - no antimicrobiano- y
negativos - no inéculo-).%. Para controlar el inéculo se hace un recuento en placa, que
una vez incubadas, permiten el recuento del inéculo realmente usado. Una forma
sencilla de realizar este recuento es diluir del tubo o del pocillo de control positivo en

suero salino, sembrando posteriormente esta dilucion.

Las placas de microdilucién deben taparse o sellarse con adhesivo para evitar la
evaporacion del medio de cultivo cuando se incuben. Los tubos o placas se incubaran en
las condiciones necesarias, para evitar diferencias de temperatura en la incubacion de

bloques de placas de microtitulacion no se deben apilar mas de cuatro o cinco placas.

Tras la incubacion se procede a la lectura de los resultados. La CMI se define como la
menor concentracion de antimicrobiano que a simple vista inhibe completamente (o el

80% en el caso de las sulfamidas) el crecimiento del microorganismo estudiado. La

(15) Palavecino, R. E., 1997.



interpretacion de los resultados, que a veces resulta compleja, se facilita tomando como
referencia el crecimiento observado en los tubos o pocillos usados como control
positivo. En el caso de las placas de microdiluciéon dichos controles positivos deben
presentar una clara turbidez o un botén de al menos 2 mm de diametro. Para observar el
crecimiento de los pocillos, a veces resulta necesario limpiar la parte inferior de la placa
de microtitulacion, lo que puede realizarse con papel absorbente. La lectura es mas
sencilla utilizando un lector con espejo (también usado en las técnicas de diagndstico

serol6gico) en el que se refleja la parte inferior de la placa de microtitulacién®

En general, los valores de CMI obtenidos mediante microdilucion son iguales 0 una

dilucién menor a los que se obtienen por macrodilucién®”

3.2 METODOS DE DIFUSION

3.2.1 METODO DEL ANTIBIOGRAMA DISCO-PLACA

El antibiograma disco-placa basado en el trabajo de Bauer-Kirby*® es uno de los
métodos que el National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
recomienda para la determinacion de la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos. El
antibiograma disco-placa consiste en depositar, en la superficie de agar de una caja de
Petri previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel filtros impregnados
con los diferentes antibioticos. Tan pronto el disco impregnado de antibidtico se pone
en contacto con la superficie hiumeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibiotico se
difunde al agar. El antibiotico difunde radialmente a través del espesor del agar a partir
del disco forméandose un gradiente de concentracién. Después de 18 a 24 horas de
incubacion los discos aparecen rodeados por una zona de inhibicidn. La concentracion
de antibidtico en la interfase entre las bacterias en crecimiento y bacterias inhibidas se
conoce como concentracion critica y se aproxima a la concentracién minima inhibitoria

(CMI) obtenida por métodos de dilucion. Sin embargo, los métodos disco-placa no

(16) Amsterdan, D. 1996.
(17) Palavecino R. E., 1997.
(18) Bauer, A.W., Kirby W. M. M., 1966.



permiten una lectura directa del valor de la CMI. Para cuantificarla, basta con haber
contrastado previamente el sistema disco-placa con un gran nimero de cepas de CMI
conocidas que han estado previamente determinadas por otros métodos de
determinacion de la sensibilidad a los antimicrobianos (Por ejemplo con el método de
dilucion), se mide el didmetro de la zona de inhibicion obtenida por cada una de las
cepas y se grafica dicha medida frente a la CMI, obteniéndose la linea de regresion o
"Recta de concordancia” que proporciona la correspondencia entre las CMI y los
diametros de inhibicién. Para determinar la CMI de una cepa se procede a medir el
didmetro de la zona de inhibicion y luego extrapolarlo en la gréfica. Existen, por tanto,
diametros de inhibicién, expresados en mm, estandarizados para cada antimicrobiano.
La lectura de los halos de inhibicion deben interpretarse como: Sensible (S), Intermedia

(1) o Resistente (R) segln las categorias establecidas por el NCCLS. (Tablas 4-7 Anexo
1) @),

El término sensible indica que la infeccion ocasionada por la cepa para la que se ha
determinado la CMI o su correspondiente halo de inhibicién, puede tratarse de forma
adecuada empleando las dosis habituales de antimicrobiano, en funcion del tipo de

infeccion y de la especie considerada.

El término intermedio indica que el halo de inhibicion traducido en valores de CMI se
aproxima a las concentraciones de antimicrobiano alcanzables en sangre o tejidos y que
puede esperarse eficacia clinica en aquellas localizaciones en las que se alcanzan altas
cocentraciones de antimicrobiano (p. ej. orina) o cuando se emplean dosis mas elevadas
de lo habitual. EI NCCLS también incluye en esta categoria aquellos casos de
antimicrobianos con margenes de toxicidad estrechos en los que pequefios errores

técnicos podrian suponer cambios de interpretacion en la categoria clinica.

Finalmente, el término resistente se refiere a aquellos microorganismos que no se
inhiben por las concentraciones habitualmente alcanzadas en sangre/tejidos del
correspondiente antimicrobiano, o a aquellos microorganismos en los que existen
mecanismos de resistencias especificos para el agente estudiado en los que no ha habido
una adecuada respuesta clinica cuando se ha usado como tratamiento el correspondiente

antimicrobiano.

(19) NCCLS. Disk diffusion supplemental tables. 2000



El antibiograma esté indicado cuando se aisla una bacteria responsable de un proceso
infeccioso y no puede predecirse su sensibilidad, especialmente si se sabe que este tipo
de bacteria puede presentar resistencia a los antimicrobianos mas habituales. Estas
pruebas de sensibilidad también son utiles en estudios epidemioldgicos ya que el
resultado del antibiograma puede ser considerado como uno de los marcadores
epidemioldgicos disponibles. EI método de disco-placa es facil de realizar, rapido y
barato. Es una metodologia aplicable a una amplia variedad de bacterias,
fundamentalmente aerobias no exigentes de crecimiento rapido como, Pseudomonas
spp., Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia, Acinetobacter spp.,
Staphylococcus spp. y Enterococcus spp. %

El agar Mueller-Hinton que se utiliza en este ensayo, debe ser regulado en su
concentracion de iones divalentes, este medio posee una concentracion baja de iones
divalentes y debe ser suplementado para obtener concentraciones fisiologicas (20 a 35
pg/litro de Mg2+ y 50 a 100 pg/litro Ca2+). Este medio es el recomendado por la
NCCLS porque en él crecen bien la mayor parte de las bacterias patdégenas y hay muy
pocas diferencias entre los distintos lotes comercializados lo que ayuda a una
estandarizacion entre laboratorios, ademas no contiene timina o timidina, que son
inhibidores de sulfamidas y de trimetoprim. El pH del medio se ajusta entre 7.2-7.4,
debe almacenarse entre 2 y 8°C y utilizarse dentro de los 7 dias siguientes a su
preparacion. EI medio se deja a temperatura ambiente dos horas antes de utilizarlo. Los
discos de antibioticos a utilizar, se guardan a 4°C y 1 hora antes de probarlos se dejan
expuestos a temperatura ambiente. Los discos se almacenan en congelacion si son
antimicrobianos beta-lactamicos y duran una semana en refrigeracion. Por regla general,
se recomienda reemplazar los discos de beta-lactdmicos que estan refrigerados por mas
de una semana con aquellos que se encuentran congelados. El deterioro de los discos
ocurre si son sometidos a condiciones de humedad o a frecuentes cambios de
temperatura, en el caso de utilizar discos en dispensador, éste debe tener una tapa muy
ajustada y un desecante que sera substituido cuando por exceso de humedad cambie de
color el indicador. El dispensador debe mantenerse refrigerado cuando no se vaya a

utilizar.

(*®) NCCLS. Peformance Standards for Antimicrobyal Disk. 2000



La preparacion del in6culo que se utiliza en este método se puede realizar en dos

formas:

Método del medio de cultivo liquido: Tomar de 3 a 5 colonias iguales de una placa
con cultivo que tenga de 18 a 24 horas minimo de crecimiento y sembrarlas en 5 ml de
un medio liquido (Brain-Heart, Todd Hewitt, Tripticase soya, etc.) e incubar en la estufa
a 35°C de 2 a 6 horas hasta conseguir o superar una turbidez del 0.5 de la escala de Mac
Farland. Si la turbidez es superior se realiza el ajuste necesario con solucion salina

estéril @Y

Meétodo de suspensidn directa de colonias: A partir de una placa de cultivo de 18 a 24
horas tomar varias colonias con un asa y ajustar el indculo a una turbidez equivalente al
0.5 de la escala de MacFarland en solucion salina estéril. Agitar en un agitador
"Vortex” de 15 a 20 segundos Y

Se recomienda utilizar el primer método si el cultivo tiene mas de 24 horas de
incubaciéon. El segundo método es el mas adecuado para microorganismos de
crecimiento dificil en medios liquidos como: Haemophilus spp., N. gonorrhoeae, S.
pneumoniae, Estrepococos no enterococos, Listeria, Moraxella y Corynebacterium spp.

y para estafilococos en los que se quiera detectar la resistencia a oxacilina. ??

La inoculacién de las placas debe realizarse antes de que transcurran 15 minutos
dehaber ajustado el indculo, para ello, se introduce un asa dentro de la suspension y al
retirarla se agita varias veces contra la pared del tubo por encima del nivel del liquido
con la finalidad de eliminar el exceso de indculo; para no dejar ningun area libre, se
desliza el asa por la superficie estriando el agar tres veces, rotando la placa 60° cada
vez y paséndola por ultimo por la periferia del agar para conseguir una siembra

uniforme. Dejar secar de 3 a 5 minutos antes de depositar los discos.

Los discos se colocan con los dispensadores 0 manualmente con pinzas estériles, debe
asegurase que contacten perfectamente con la superficie del agar, por lo que se
presionan ligeramente sobre su superficie. Los discos no deben situarse a menos de 15

mm del borde de la placa, y han de estar distribuidos de forma que no se produzca

(21) Garcia, R J., 2000
(22) NCCLS. Peformance Standards for Antimicrobial Disk., 2000.



superposicién de los halos de inhibicion. Para placas de 150 mm no se emplearan mas

de 12 discos y para las de 100 mm no mas de 6

Las placas son incubadas de manera invertida (agar en la parte superior), en grupos no
superiores a 5 placas a una temperatura de 35°C de 16 a 18 horas (para estafilococos
sensibles a meticilina debe prolongarse la incubacion hasta 24 horas para confirmar la
ausencia de resistencia a este Gltimo).®

Después de 18 horas de incubacion se lee el didmetro de las zonas de completa
inhibicién con un calibrador Vernier o regla. Si el microorganismo es un estafilococo o
un enterococo debemos esperar 24 horas para asegurar la sensibilidad a la oxacilina y
vancomicina. Las zonas de los medios transparentes se miden sobre el reverso de la
placa y los medios que contienen sangre sobre la superficie del agar. En las pruebas de
sensibilidad a meticilina en estafilococos el halo alrededor debe observarse utilizando

luz transmitida para visualizar las colonias diminutas.

Cuando aparecen colonias dentro del halo de inhibicion, puede tratarse de mutantes
resistentes, contaminaciones, poblaciones heterogéneas o cultivos mixtos y conviene
volver a identificarlas y realizar otra vez el ensayo de sensibilidad antimicrobiana.
Como regla general, no debe considerarse aquellas colonias diminutas que aparecen en
el halo de inhibicion y que han sido visualizadas mediante luz transmitida o con ayuda
de una lupa, a excepcion de estafilococos resistentes a oxacilina o0 enterococos

resistentes a vancomicina.®?

Como regla importante se considera que las cepas de estafilococos resistentes a
oxacilina son resistentes a todos los beta-lactamicos, incluyendo la combinacion beta-
lactdamico mas un inhibidor de beta-lactamasas, todas las cefalosporinas, penicilinas y

los carbapenems.

(23) NCCLS. Methods for Antimicrobial Susceptibility Testing., 1997.
(24) Miller L.A., Rittenhouse S.F., 1994.
(25)Jorgensen, J.H., 1998.



3.3 METODOS COMERCIALES

En la actualidad se pueden encontrar una gran variedad de métodos comerciales y semi

automaticos los cuales son muy eficientes pero pueden ser muy costosos en el Anexo 1l

se describen dos de estos métodos: el Epson testy el ATB STAPH (Antibiograma

para estafilococos)



4.0 MATERIALES Y METODOS

Con maodificacion planteada se determind la actividad antimicrobiana a los derivados
del albendazol. La sintesis se llevo acabo en el Laboratorio de Quimica Inorganica y
Nuclear de la Divisidn de Estudio de Posgrado que se describe en el Anexo Ill.Estos
compuestos fueron sintetizados utilizando como ligantes bencimidazol (bz), 2-
aminobencimidazol (2ab), albendazol (abz), y tris(2-bencimidazolilmetil)amina (ntb) y
cordinandose con Cobalto (Co), Zinc (Zn), y Bromo (Br). Cada compuesto se probd con
una unica concentracion de 5000 pg/ml sobre las cepas siguientes: Staphylococus
aureus, Micrococcus luteus, Salmonella typhi, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa,Proteus vulgaris; con esto se determind cuales compuestos tuvieron
actividad antimicrobiana, con ellos se continué trabajando en la validacion de la
modificacion propuesta. Para ello se probaron los compuestos que resultaron positivos
en el método anterior, ahora con el método cilindro placa. Las concentraciones con las
cuales se trabajaron cada uno de los compuestos fueron: 1.6ug/ml, 2.5pg/ml y
3.9ug/ml, dichas concentraciones son la mas baja, la media y la mas alta,
respectivamente, utilizadas y recomendadas en la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos para los antibi6ticos utilizados como control en esté trabajo. Se realizé la
prueba utilizando las cepas E.coli y M.luteus; los estandares recomendados para estos
microorganismos  control son: Cloranfenicol y Amoxicilina respectivamente. Las
concentraciones utilizadas para el Cloranfenicol y para la Amoxicilina fueron las

mismas que se usaron para los derivados del albendazol®®2".

Por ultimo se llevo a cabo la comparacion entre el metodo Bauer-Kirby modificado y el
método cilindro-placa, utilizando en las pruebas las cepas E.coli y M.luteus con las
mismas concentraciones que en el paso anterior. Esto nos permitié saber que tan
confiable y eficiente es el método modificado en relacion con el ya establecido de

difusion en agar utilizando cilindros.

(26) Code of Federal Regulations., 1990.
(27) Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos., 2000.



4.1 MATERIALES

4.1.1. REACTIVOS
*Solucion salina isotonica (SSI), NaCl al 0.85% en agua.

*Antimicrobianos:

[Co(bz), Cl]
[Co(bz), Br]

[Co(bz)(NOs).
[Zn(bz),Cly]

[Zn(bZ)2 BI’Q]
[Zn(bZ)z(N03)2] . HZO

[Co(2ab), Cl;]
[Co(2ab), Br;]
Co(2ab)(NO3),
[Zn(2ab), Cl,]
[Zn(2ab), Br,]

[Zn(2ab)2(NOs),]

[Co(abz), Cl,] 2H,0"

[Co(abz) Br,] 3H,0"

[Co(abz), (NOs),] H.0"

5000ug/ml en DMSO
5000pg/ml en DMSO

5000pg/ml en DMSO
5000pg/ml en DMSO

5000ug/ml en DMSO
5000pg/ml en DMSO

5000ug/ml en DMSO
5000ug/ml en DMSO
5000ug/ml en DMSO
5000pg/ml en DMSO
5000pg/ml en DMSO
5000pg/ml en DMSO

5000pg/ml en DMSO
5000pg/ml en DMSO
5000ug/ml en DMSO

[Zn(abz), Clz(H20)] 3H,O 5000ug/ml en DMSO

[Zn(abz), Br,(H2,0)] 2H,O 5000ug/ml en DMSO

[Zn(abz)2(NO3).]

[Co(ntb)CI] CI 2H,0

[Co(ntb)Br] Br 2H,0

5000ug/ml en DMSO

5000ug/ml en DMSO
5000pg/ml en DMSO



[Co(ntb)NO3] NO3 5000pg/ml en DMSO
[Zn(ntb)CI], [ZnCl4 ].AEtOH  5000ug/ml en DMSO
[Zn(ntb)Br], [ZnBr,4] 5000pg/ml en DMSO

[Zn(ntb)NO3] NO3 [Zn(ntb)(H20)]
2NO3 5000ug/ml en DMSO

4.1.2 MEDIOS DE CULTIVO

* Agar Muller - Hinton Marca. Bioxon. Lote: 0661027

Infusién de carne 2.0g

Caseina hidrolizada 17.5g

Almidén 1.5¢

Agar-Agar 12.5¢

pH del medio listo para usarse a37°C 7.4+ 0.2
Suspender 36.5g en 1litro de agua destilada o completamente desmineralizada dejar
remojar durante 15 minutos. Calentar a ebullicion hasta completa disolucion. Esterilizar

en autoclave 15minutos a 121°C

4.1.3 EQUIPO

Incubadora 20 - 60 °C

Balanza analitica con sensibilidad de 0.0001g
Mechero Bunsen

Nefelometro Klett

Gabinete de seguridad Clase 1l Tipo A/B3
Autoclave con termometro y/o manémetro

4.1.4 MATERIAL

6 Matraces Nefelometricos de 250ml

30 Tubos de ensaye de 22x175mm para contener los antimicrobianos
Micropipetas : 0-20pl, 5-200ul, 200 -1000ul

Pinzas de diseccidn

Asa bacteriologica

Pipetas de 1ml, con graduacion de 0.1ml

Espatulas de acero

Calibrador Vernier

R NODNDNW



Discos de papel Whatman del #1 de 5mm de diametro
Cilindros de acero inoxidable
Cajas Petri estériles de plastico de100mm de didmetro (desechables)

4.1.5 CEPAS MICROBIANAS

Staphylococus aureus ATCC 25923

Micrococcus luteus ATCC 9341 (sensible a Amoxicilina)
Salmonella typhi ATCC 9993

Escherichia coli ATCC 25922 (sensible a Cloranfenicol)

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Proteus vulgaris

Las cepas utilizadas fueron proporcionadas por el Cepario del Departamento de
Biologia de la Facultad de Quimica

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 METODO DE BAUER-KIRBY MODIFICADO

4.2.1.1 PREPARACION DE LOS ANTIMICROBIANOS

Cada solucion derivada del albendazol con una concentracion de 5000ug/ml, se
esterilizo por filtracion utilizando unidades de filtracion Millex-GV (Millipore Cat. No

SLGVO33RS) de 0.22um de diametro de poro, el mismo dia que se realizo la prueba.

4.2.1.2 PREPARACION DEL INOCULO Y SIEMBRA DE CAJAS

A partir de cultivos de 24 horas de cada microorganismo en medio Muller — Hinton,
con un asa bacterioldgica se tomaron de 3 a 5 colonias y se depositaron dentro de un
matraz nefélometrico que contenia 50ml de SSI, se agitaron hasta disgregar totalmente

las colonias en la solucion. Posteriormente se les midio la turbidez en un nefeldmetro



marca Klett y se ajusto la concentracion hasta alcanzar una turbidez de 15 unidades

(UK) equivalentes a 0.06 en la escala de Mac Farland.

En placas de agar Muller- Hinton, previamente preparadas y mantenidas a temperatura
ambiente durante 30min, se deposité con una micropipeta 0.1ml de inéculo ajustado. El
indculo se distribuy6 de manera homogénea sobre la superficie del agar, estriando con

ayuda de un asa y girando las cajas 60° en cada ocasion.

4.2.1.3 COLOCACION DE LOS DISCOS

En éarea estéril, se procedi6 a colocar con las pinzas de diseccion, previamente
esterilizadas, 6 discos de papel en cada placa, a una distancia entre 15 y 20mm del
perimetro de la caja. Dentro del gabinete de seguridad y utilizando una micropipeta, se
impregnd cada disco de papel con 5pul de las soluciones de los derivados del albendazol,
previamente preparados. Cada solucién se prob6 por duplicado en cada caja, los discos
se intercalaron entre ellos con la finalidad de no tener la misma concentracion en dos

discos continuos.

4.2.1.4 INCUBACION Y LECTURA

Las placas se incubaron durante 24 horas a una temperatura de 35°C+ 2°C,
posteriormente, se realiza la medicion de los halos de inhibicion utilizando un
calibrador Vernier por las parte posterior de la cajas. Las sustancias que mostraron
actividad antimicrobiana se probaron por el método de cilindros para obtener la CMI.

4.2.2 METODO DE DIFUSION EN AGAR CON CILINDROS

Este método se eligié debido a la similitud con el método modificado, ademas de ser el
aceptado por la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos; en estudios de este tipo

resulta poco préactico utilizarlo de entrada ya que la cantidad de sustancia que hay que



sintetizar para cada prueba es grande y el proceso resulta demasiado costoso. Es por
ello que se propone la modificacion como una prueba preeliminar, que nos arrojaria un
criterio inicial para desechar aquellas sustancias que no posean actividad

antimicrobiana.®®?%

4.2.2.1 PREPARACION DE LOS ANTIMICROBIANOS

A partir de cada solucion derivada del albendazol con concentracion de 5000ug/ml, se
realizaron diluciones con DMSO hasta obtener las concentraciones finales de: 1.6ug/ml,
2.5ug/ml, y 3.9ug/ml. Se esterilizaron por filtracion utilizando unidades de filtracion
Millex-GV (Millipore Cat. No SLGVO33RS) de 0.22um de diametro de poro, el mismo

dia que se realizé la prueba.

4.2.2.2 PREPARACION DEL INOCULO

A partir de cultivos de 24 horas en medio Muller — Hinton se tomaron varias colonias
y se depositaron en un matraz nefelométrico el cual contenia 50ml de SSI, se agit6 hasta
disgregar por completo las colonias en la solucién. Posteriormente se midié la
concentracion en el nefelémetro Klett y se ajustod hasta alcanzar una concentracion de

0.5 en la escala de Mac Farland, él cual fue utilizado para preparar la capa siembra.®
4.2.2.3 PREPARACION DE LAS PLACAS

Se preparo, esterilizd y vacié en cajas Petri de 14 — 16ml el Agar Muller-Hinton, el

vaciado del medio se llevé acabo cuando tenia una temperatura aproximada de 48 a

50°C, se dejo solidificar.

Del in6culo ajustado se tomaron con una micropipeta 0.7ml por cada 100 ml de medio
Muller — Hinton, previamente preparado y conservado a una temperatura de 50°C. Se

(28) Code of Federal Regulations., 1990.
(29) Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos., 2000.



depositaron de 5 a 6 ml de este medio inoculado en las placas previamente preparadas
con la capa base, cuidando de cubrir por completo y se dejaron solidificar las cajas con

la tapa entreabiertas para evitar la condensacion de agua.

4.2.2.4 COLOCACION DE LOS CILINDROS

En area estéril se depositaron con las pinzas de diseccion, previamente esterilizadas, 6
cilindros en la placa (ver dibujol) a una distancia de 15 a 20 mm del perimetro de la
caja hacia el centro de la misma. Con una micropipeta, a cada cilindro se le adicionaron
100 pl de las soluciones de los derivados del albendazol. Cada solucion se prob6 por
duplicado en cada caja, en las cuales los cilindros fueron intercalados entre ellos con la

finalidad de no tener la misma concentracién en dos cilindros continuos.

Perimetro de la caja

Dibujol — O —
. O O
O

O
O

4.2.2.5 INCUBACION Y LECTURA

Las placas se incubaron durante 24 horas a una temperatura de 37°C, posteriormente se
realiz6 la medicion de los halos de inhibicion con el calibrador Vernier por la parte
posterior de la caja, quitando previamente los cilindros con ayuda de las pinzas de

diseccion en area estéril ¢

(30) Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos. 2000.



4.2.2.6 CONTROLES

El control de cloranfenicol se prepard disolviendo 10mg de cloranfenicol en 10ml de
alcohol y se aforo a 100ml con agua destilada. Se tomé 1ml de ésta solucion y se aforo a
10ml con agua destilada para obtener la solucion madre con una concentracion de
10pg/ml para, posteriormente, realizar las diluciones de esta solucidn con agua destilada
estéril hasta obtener las concentraciones de 1.6 pg/ml, 2.0 pg/ml, 2.5 pg/ml, 3.1 pg/ml,
y 3.9 ug/ml.

Para preparar el control de amoxicilina, se prepar6 una solucion buffer de fosfatos
0.1M, pH 6; con 30ml de ésta solucién se disolvieron 10mg de amoxicilina y se aforo
hasta 100ml con la misma solucion. Se tomé 1ml de esta solucién y se aforo con el
buffer a 10ml para obtener una soluciéon madre con una concentracion de 10ug/ml, de
esta solucion se realizaron las diluciones con el mismo buffer de fosfatos, hasta obtener
las concentraciones de 0.125 pg/ml, 0.156 pg/ml, 0.195 pg/ml, 0.243 pg/ml, y 0.303
pug/ml. Las soluciones de los controles no necesitaron ser esterilizadas ya que la
contaminacion de estas es poco frecuente. V. En cada cilindro se colocd un volumen de
100pl.

En cada caja se colocaron 3 cilindros con la concentracién media de cada solucion
control. Para el caso de Cloranfenicol se utilizé la de 2.5ug/ml y para Amoxicilina la de
0.195 pg/ml; en los 3 cilindros restantes se coloco una de las concentraciones restantes
de cada control por lo que en cada caja se deberan tener 3 lecturas de la concentracion
media y 3 lecturas de cada una de las 4 concentraciones restantes. Por cada
concentracion se colocaron 3 cajas de tal forma que al final se obtengan 36 lecturas de
la concentracion media y 9 lecturas por cada concentracion restante.

Después se incubaron durante 24 horas a 37°C y se obtuvieron las lecturas del didmetro
del halo de inhibicién en mm y posteriormente se obtuvo el promedio para cada una de
las 4 concentraciones. Ver Tabla 4 y 5 en el apartado de resultados.

(31) Code of Federal Regulations. 1990



5.0 RESULTADOS

Los resultados mostrados a continuacion nos permiten evaluar la sensibilidad y la
confiabilidad del método de Bauer — Kirby modificado a diferentes concentraciones de
trabajo con lo cual podemos evaluar qué tan conveniente es utilizara esta como prueba

previa a un analisis mas detallado.

Los datos de los halos de inhibicién obtenidos y mostrados a continuacion fueron
clasificados en tres categorias: Sensible(S), Media (M), y Resistente (R) ©2. Debe
tomarse en cuenta el microorganismo que se este utilizando, ya que de esto dependera la
clasificacion del resultado, debido a que en ocasiones aun obteniendo un halo de
inhibicién cuando es muy pequefio, este dato puede tomarse como resistencia del
microorganismo al antimicrobiano. Por esta causa se sugiere ver los rangos de

aceptacion y clasificacién de cada microorganismo en la bibliografia.

(32) NCCLS. Peformance Standards For antimicrobial Disk. 2000.
(33) Bauer A.W., Kirby W.M.M., 1966.



TABLA 1.- COMPUESTOS QUE RESULTARON POSITIVOS POR EL

METODO MODIFICADO DE BAUER- KIRBY

Sensible = (S) Resistente = (R)
Compuestos " = — .
3 = S |8g|8 |5
Svu|8aunlg |c8|ls |2
33 S 2= EL|<S 3
; — o = [B] o ol . =
23|25|c |s3|% %
¥ ] o - o S5 = («B] >
o = S L85 3
+ > = » © | 9 )
(9p] [+ o L(ﬁ sl
)] [a
1) [Co(bz), Cl,] R R S R S R
(2) [Co(bz), Br;] R R R R S S
(3) [Co(bz)(NO3), R R R R R R
4) [Zn(bz), Cl;] R R R R R R
(5) [Zn(bz); Br,] R R|[R| R R | R
(6) [Zn(bZ)z(NO3)2].H20 R R R R R R
(7) [Co(2ab), Cl] R R R S R S
(8) [Co(2ab), Br,] R R R R R R
9) Co(2ab)(NOs), R R R R R R
(10) [Zn(2ab), Cl,] R S R R S R
(11) [Zn(2ab), Br] R R|[R| R R | R
(12) [Zn(2ab),(NO3),] R R R R R R
(13) [Co(abz), Cl,] 2H,0" S R|[sSs]| R s | R
(14) [Co(abz) Br,] 3H,0 R R |[R| R s | R
(15) [Co(abz), (NOs),] H,0 R R|[s| R R | R
(16) [Zn(abz), Cl;(H,0)] 3H,0 R S R R R R
(17) [Zn(abz)z Brz(HQO)] 2H20 R R R R S R
(18) [Zn(abz),(NOs),] R R R R R R
(19) [Co(ntb)CI] CI 2H,0 S S R S S R
(20) [Co(ntb)Br] Br 2H,0 S R S S S R
(21) [Co(ntb)NO3] NO; R R S R R R
(22) [Zn(ntb)CI], [ZnCl, ].AEtOH S R S S S R
(23) [Zn(ntb)Br], [ZnBr,] S S S R S R
(24) [Zn(ntb)NO3] NO3 [Zn(ntb) S S S R S R

(H20)] 2NOs




Tabla 2 RESULTADOS DE LOS ANTIMICROBIANOS POSITIVOS EN EL
METODO DE BAUER - KIRBY MODIFICADO, PROBADOS CON EL
METODO DE DIFUSION EN AGAR CON CILINDROS.

N.I= No hay inhibicion

Compuesto M.luteus ATCC 9341 E.coli ATCC 25922
Resultado Resultado
(1) | [Co(bz),Cl,] R S
(2) | [Co(bz),Br,] R S
(10) | [Zn(2ab), Cl;] S S
(13) | [Co(abz),Cl;] 2H,0 R S
(14) | [Co(abz) Br;] 3H0 R S
(16) | [Zn(abz), Cly(H,0)] S R
3H,0

(17) | [Zn(abz), Bry(H20)] R S

2H,0
(19) | [Co(ntb)CI] CI 2H,0 S S
(20) | [Co(ntb)Br] Br 2H,0 R S
(22) | [Zn(ntb)CI], [ZnCl4 ]. R S

4EtOH
(23) | [Zn(ntb)Br], [ZnBr4] S S
(24) | [Zn(ntb)NO3] NO3 S S
[Zn(ntb) (H,0)] 2NO3
Amoxicilina S
S
Cloranfenicol




Tabla 3.- RESULTADOS COMPARATIVOS DE LOS COMPUESTOS
PROBADOS POS LOS DOS METODOS

Antimicrobiano E.coli M.luteus
(1)[Co(bz). Conc | Discos | Cilindros | Conc. | Discos. | Cilindros.
Cl] 1.6 R s |16 R R
pg/mi pg/ml
2.5 R S 2.5 R R
pg/mi pg/ml
3.9 M S 3.9 R R
pg/ml pug/ml
(2) [Co(bz), |16 M M 1.6 R R
Bry] pg/ml pg/ml
2.5 M M 2.5 R R
pg/ml pug/ml
3.9 M S 3.9 R R
pg/ml ug/ml
(10) [Zn(2ab), |1.6 R R 1.6 R M
Cly] pg/ml ug/ml
2.5 R R 2.5 R M
pug/ml ug/ml
3.9 R M 3.9 M M
pg/ml pg/ml
(13) [Co(abz), |1.6 R M 1.6 R R
Cl;] 2H,0 |pug/ml ug/ml
2.5 R M 2.5 R R
pg/ml pg/ml
3.9 R S 3.9 R R
pg/ml pg/ml
(14) [Co(abz) |1.6 R M 1.6 R R
Bry] 3H,0 |pg/mi pg/ml
2.5 R M 2.5 R R
pg/mi pg/ml
3.9 R M 3.9 R R
pg/mi pg/ml
(16) [Zn(abz), |1.6 R R 1.6 R M
Clx(H20)] |pg/mi pug/ml
3H,O (2.5 R R 2.5 R M
pg/ml pug/ml
3.9 R R 3.9 M M
pg/ml pug/ml




Tabla 3 ( Continuacion)

Antimicrobiano E.coli M.lutteus
Conc |Discos |Cilindros | Conc. | Discos. | Cilindros
1.6 R M 1.6 R R
(17) [2n(abz); | jg/ml pg/ml
Bra(H0)] |25 R M |25 R R
2H.0 ug/ml pug/ml
3.9 M M 3.9 R R
ug/ml pug/ml
Ntb 1.6 R M 1.6 R M
ug/ml pug/ml
2.5 M M 2.5 R M
ug/ml pug/ml
3.9 M S 3.9 M M
pg/ml pg/ml
(19) [Co(ntb)CI] 1.6 R M 1.6 R M
Cl 2H,0 pg/ml pg/ml
2.5 M M 2.5 R M
pg/ml pg/ml
3.9 M S 3.9 R M
pg/mi pg/mi
(20) [Co(ntb)Br] | 1.6 R M 1.6 R R
Br 2H,O |pg/ml pg/mi
2.5 M M 2.5 R R
pg/mi pg/mi
3.9 M S 3.9 R R
pg/ml pg/ml
(22) Zn(ntb)Cl], [1.6 R M 1.6 R R
[ZnCl4]. | pg/mi pg/ml
4EtOH 2.5 R M 2.5 R R
pug/ml pg/ml
3.9 R M 3.9 R R
pug/ml pg/ml
(23)[Zn(ntb)Br]; | 1.6 R M |16 R M
[ZnBr,] ug/ml pug/ml
2.5 R M 2.5 R M
ug/ml pug/ml
3.9 R S 3.9 M S
ug/ml pg/ml
(24) [Zn(ntb) 1.6 R M 1.6 R M
NO3z] NO;3 |pg/ml pg/ml
[Zn(ntb) 2.5 R M 2.5 R M
(H20)] 2NOs | pug/ml ug/ml
3.9 M S 3.9 M S
pg/ml pg/ml




TABLAS DE LOS CONTROLES

Tabla4 RESULTADOS OBTENIDOS CON Escherichia coli y
CLORANFENICOL

Curva estandar con penicilindros

Diametros obtenidos en mm para las diferentes concentraciones

1.6ug/ml | 2.5ug/ml | 2.0pg/ml | 2.5ug/ml | 3.1ug/ml | 2.5pug/ml | 2.5ug/ml | 2.5ug/mi
10 19 13 17 22 20 24 16
12 20 14 18 19 16 23 16
12 19 13 18 22 17 24 19
11 18 14 17 20 17 24 19
10 19 16 19 21 19 23 16
12 17 14 17 21 17 24 17
13 17 14 - 21 - 24 19
11 19 - - - - 25 18
|Promedio| 11.3 18.5 14.0 17.66 20.85 17.8 23.87 17.5
Tabla 5: RESULTADOS OBTENIDOS CON Micrococus luteus y
AMOXICILINA
- Curva patrén
Diametros obtenidos en mm para las diferentes concentraciones
0.125 0.195 0.156 0.195 0.243 0.195 0.303 0.195
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
11.2 13.0 12.6 13.7 13.9 12.9 15.5 13.7
10.0 13.4 125 13.8 13.8 13.2 15.3 13.6
10.0 13.9 12.7 13.7 14.2 135 15.5 13.7
9.0 12.3 13.0 13.6 14.3 13.2 15.5 13.4
11.1 13.8 11.9 13.8 14.3 13.0 15.2 13.5
11.3 13.7 11.6 13.7 14.1 13.3 15.6 13.3
11.3 14.0 11.9 13.3 14.4 12.9 15.4 13.8
11.0 13.9 12.8 13.7 14.4 13.3 16.2 13.7
10.0 13.8 - - 14.3 13.9 15.7 13.9
| Promedio| 10.54 13.53 | 12.375 13.6 14.18 13.24 15.54 13.62

Nota: Los estandares fueron probados también dentro de las cajas junto con los
antimicrobianos.




6.0 Discusion de Resultados

De los resultados obtenidos por el método de Bauer — Kirby modificado (Tabla 1)
podemos observar que con respecto a los compuestos formados por el ligante bz, sélo
los compuestos [Co(bz), Cl;] y [Co(bz), Br,] tuvieron actividad inhibitoria sobre las
cepas S. typhi y P. vulgaris respectivamente y ambos sobre E.coli. se observa que los
compuestos formados con este ligante y coordinados con Zn'y NO3™ no tienen actividad
sobre las cepas utilizadas. Los compuestos formados con el ligante 2ab, [Co(2ab), Cl;]
y [Zn(2ab), Cl;] muestran actividad inhibitoria para las cepas de P. aeruginosa y P.
vulgaris ,el primero y sobre M.luteus, y E.coli el segundo y aquellos que estan

coordinados con Br, y NO3 no muestran actividad.

Entre los compuestos que tienen como ligante abz, los que tuvieron actividad con
alguna de las cepas son: [Co(abz), Cl,] 2H,0, [Co(abz) Br,] 3H,0, [Co(abz),(NO3)],
[Zn(abz), CI(H,0)] 3H,0, [Zn(abz), Br,(H,O)] 2H,0O, solo el compuesto
[Zn(abz),(NO3),] no presento actividad sobre ninguna de las cepas. EI compuesto
[Co(abz), Cl;] 2H,0, fue el que presento una mayor actividad inhibitoria, ya que las

cepas de S.aureus, S. typhi y E.coli resultaron sensibles.

Con respecto a los compuestos formados con el ligante ntb se observé que el ligante sin
algin otro metal coordinado tiene actividad por lo menos sobre algunas de las cepas,
por lo tanto los resultados obtenidos muestran que todos los compuestos coordinados
tienen una mayor actividad inhibitoria. Debemos mencionar que incluso el compuesto
coordinado con NOj tiene actividad inhibitoria, lo cual no habia sucedido con los

demas ligantes.



Con estos resultados fue posible hacer una seleccion de los derivados del albendazol
que mostraron actividad antimicrobiana para comparar el método planteado con el

recomendado por la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.

Los resultados observados en la Tabla 2, demuestra que los compuestos: [Co(bz), Cl],
[Co(bz), Bry], [Zn(2ab), Cl;], [Co(abz), Cl;] 2H,0, [Co(abz) Br;] 3H,0, [Zn(abz),
Br,(H20)] 2H,0, [Co(ntb)CI] CI 2H,0, [Co(ntb)Br] Br 2H,0, [Zn(ntb)Cl], [ZnCl,
].4EtOH, [Zn(ntb)Br], [ZnBry], [Zn(ntb)NO3] NOs, [Zn(ntb) (H20)] 2NO3;, muestran
una actividad inhibitoria sobre la cepa de E.coli, en cambio sobre la cepa de M. luteus
solo tienen actividad inhibitoria los siguientes compuestos: [Zn(2ab), Cl,], [Zn(abz),
Cly(H20)] 3H20, [Co(ntb)CI]CI 2H,0, [Zn(ntb)Br], [ZnBrs y [Zn(ntb) NOg]
NOs[Zn(ntb) (H20)] 2NO3; con esto podemos afirmar que a concentraciones bajas los

compuestos restantes no tienen actividad sobre esta cepa

Los resultados de la Tabla 3 muestran que bajo las mismas condiciones, usando el
método modificado hay compuestos que no tienen actividad o bien la tienen a partir de
la segunda concentracion (2.5ug/ml) y en algunos casos en la concentracion mas
elevada que fue de (3.9ug/ml); mientras que por el método de cilindro placa presentan
actividad a partir de la primera concentracion (1.6ug/ml). Para el caso de la cepa de
E.coli, los que muestran este comportamiento son: [Co(bz), Cl,], [Zn(2ab), Cl,],
[Co(abz), Cl;] 2H,0, [Co(abz) Br,] 3H,0, [Co(abz) Br,] 3H,0, [Zn(abz), Br,(H,0)]
2H,0, ntb, ) [Co(ntb)CI]CI 2H,0, [Co(ntb)Br] Br 2H,0, Zn(ntb)Cl], [ZnCl, ].4EtOH,
[Zn(ntb)Br], [ZnBry], [Zn(ntb) NO3] NOsz[Zn(ntb) (H.0)] 2NOj Para la cepa de
M.lutteus los compuestos que mostraron el mismo comportamiento fueron: [Zn(2ab),
Cly], [Zn(abz), Cl,(H,0)] 3H,0, [Co(ntb)CI] CI 2H,0, [Zn(ntb)Br], [ZnBr,],[Zn(ntb)

NO3] NOg[Zn(ntb) (HzO)] 2NOs



Por lo que se observa que los compuestos que muestran actividad inhibitoria en el

método modificado lo hacen en su mayoria a partir de la concentracion mas

elevada(3.9ug/ml), en cambio la actividad que se muestra por el método de cilindro

placa en la mayoria de los casos es a partir de la concentracion mas baja(1.6ug/ml). Por

lo tanto, el método modificado no tiene una sensibilidad comparable al método de

difusion en agar esto se debe a la cantidad de antimicrobiano que se utiliza en uno y

otro;para cilindro placa 100ul y para el metodo modificado 5pl.

La actividad inhibitoria que presentan los derivados del albendazol utilizados en este
trabajo se presenta a concentraciones relativamente bajas; esto se puede afirmar debido
a que en trabajos reportados en la literatura®?®*C% en los que se estudian compuestos
derivados del benzimidazol coordinados con Fe"', cu", zn" y Ag' Ila actividad

antimicrobiana se observa a concentraciones mayores(en algunos casos a partir 9ug/mi

hasta 5000ug/ml, en otros a partir de 600ug por disco ) a las utilizadas en este trabajo.

Con respecto a los controles se utilizo cloranfenicol y amoxicilina debido a que estos
antibidticos son utilizados como control de sensibilidad para las cepas de E.coli y
M.luteus respectivamente. Cabe mencionar que no hay referencias sobre la actividad de
compuestos similares utilizados en este estudio, por lo cual se decidi6 usar como

controles positivos estos dos antibioticos.

(34)S.H. Ali Abdelwahed. Afaf H. El-masry.,2000
(35) Tavman A. Ulkiseven B., 2003
(36) Vera Klimosova. Jan K.2002



7.0 Conclusiones

El método modificado de Bauer — Kirby es una prueba confiable a la concentracion
probada (5000ug/ml) y se puede utilizar como prueba preliminar, lo que permitiria

ahorrar gran cantidad de muestra, costos y tiempo..

Si este metodo se utiliza con concentraciones menores, podriamos obtener falsos
negativos. Por lo que debera someterse el mismo compuesto a una prueba mas sensible

como el método de cilindro placa, para corroborar el resultado inicial.



8.0 Anexos

Anexo |

Tablas

Tabla 1. Solventes y diluyentes para antimicrobianos”

Antimicrobiano

Amoxicilina

Ticarcilina

Acido clavulanico

Sulbactam
Cefepima
Ampicilina
Azitromicina
Eritromicina

Aztreonam

Cefixima
Cefotetan

Cefpodoxima

Ceftazidima

Cefalotina
Cefazolina
Cefuroxima

Cefalexina

SolventeB

Solucién amortiguadora
de fosfato pH 6.0, 0,1M

Solucién amortiguadora
de fosfato pH 6.0, 0,1M

Alcohol

Solucion saturada de
C03 HNa

Agua (25mg/ml agua)+
CO3; HNa

Dimetilsulfoxido

Solucién acuosa de CO3
HNa 0,1%

CO3 Na; (10% del peso
de Ceftazidima) en la
mayor parte de agua

necesaria; afiadir
ceftazidima y ajustar
volumen final de agua

Solucién amortiguadora
de fosfato pH 6.0, 0,1M

Diluyente

Solucién amortiguadora
de fosfato pH 6.0, 0,1M

Solucién amortiguadora
de fosfato pH 6.0, 0,1M

Medio de cultivo/Agua

Agua

Solucion amortiguadora
de fosfato pH 6.0, 0,1M

Agua

Agua

Agua

Agua



Solucién amortiguadora

Claritromicina Metanol de fosfato pH 7.0, 0,1M
Cloranfenicol Etanol 95% Agua
Cinoxacino % volumen de agua +
NaOH 1M gota a gota Agua
Acido nalidixico hasta disolver
Enoxacino

Fleoroxacino
% volumen de agua +
Norfloxacino NaOH 1M gota a gota Agua
hasta disolver
Ofloxacino

Levofloxacino

Solucion amortiguadora | Solucién amortiguadora
de fosfato pH 7.2, 0,01M | de fosfato pH 7.0, 0,01M

CIH 0,04M:; dejar 1,5-2 | Solucién amortiguadora
horas de fosfato pH 6.0, 0,1M

Imipenem

Moxalactam (sal sodica)

Solucién amortiguadora | Solucién amortiguadora

Nitrofurantoina de fosfato pH 8.0, 0,01M | de fosfato pH 8.0, 0,01M

Rifampicina Metanol Agua (con agitacion)

% volumen de agua
Sulfamidas caliente + minima Agua
cantidad de NaOH 2,5M

Solucion amortiguadora | Solucion amortiguadora

Teicoplanina de fosfato pH 7.0, 0,1M | de fosfato pH 7.0, 0,1M

CIH o écido lactico
Trimetroprim 0,05M (10% del
volumen final)

Agua (calentar si es
necesario)

A cuando se utilicen sustancias valoradas procedentes de compafifas farmacéuticas
deben emplearse los solventes/diluyentes indicados por las mismas

® puede usarse agua como solvente y diluyente para: amikacina, azlocina,
carbenicilina, cefaclor, cefamandol, cefmetazol, cefonicid, cefotaxima,
cefoperazona, cefoxitina, ceftizoxima, ceftriaxona, ciprofloxacino, clindamicina,
espectinomicina, gentamicina, kanamicina, meticilina, mezlocilina, nafcilina,
netilmicina, oxacilina, penicilina G, piperacilina, tetraciclina, tobramicina,
vancomicina.



Tabla 2. Almacenamiento de soluciones reconstituidas concentradas
(10-300 mg/ml) de antimicrobianos

Antimicrobiano

Amikacina (sulfato)

Ampicilina (sédica, 20 mg/ml)

Carbenicilina (sodica)
Cefazolina (sédica)

Cefoxitina (sodica)
Cefalotina (sodica)
Cefotaxima (sodica)
Clindamicina (fosfato)
Gentamicina (sulfato)
Meticilina (sédica)
Nafcilina (sédica)
Oxacilina (sodica)
Penicilina G (potéasica)

Tetraciclina (clorhidrato)

Ticarcilina (sédica)

Tobramicina (sulfato)

-20°C

>36 meses

92-96% 24 h

1 mes

3 meses

8 meses
6 semanas
>3 meses

>1 mes

1 mes
3-9 meses
3 meses
3 meses

>1 mes

>1 mes

>3 meses

4°C

>36 meses

97%, 24h
6 dias
14 dias

26 dias
4 dias
10 dias
32 dias

4-24 dias
7 dias
7 dias
7 dias

91%, 7 dias

4 dias

25°C
36 meses

85-92%, 24
horas

80%, 3 dias

90-92%, 4
dias

33-34 horas
12 horas
24 horas

16 dias
2 afnos
24 horas
3 dias
3 dias
3 dias
12-24 horas
93%, 24 horas

63%, 3 dias
24 horas



Tabla 3. Patrones estandar del halo de inhibicién, puntos de corte equivalente a la CMI para
enterobacterias® y diametro del halo de inhibicién para la cepa E. coli ATCC25922 empleada
como control de calidad

Diametro del halo de inhibicién | - untodecorte | E. coli
Carga del Equivalente a la ATCC
GRUPO | Antimicrobiano disco (ug) (mm) CMI (pg/ml) 25922
intervalo
Resistente | Intermedia | Sensible | Resistente | Sensible b
A Ampicilina ®° 10 <13 14-16 >17 >32 <8 16-22
Cefalotina © ¢ 30 <14 15-17 >18 >32 <8 15-21
Cefazolina® ¢ 30 <14 15-17 >18 >32 <8 23-29
Gentamicina ° 10 <12 13-14 > 15 >8 <4 19-26
B Amoxicilina/acido . 20/10 <13 14-17 >18 >16/8 <8/4 | 19-25
clavulanico
Ampicilina/ 10/10 <11 12-14 >15 | >32/16 | <8/4 | 20-24
sulbactam
Piperacilina/ 100/10 <17 18-20 >21 | >128/4 @ <16/4 | 24-30
tazobactam
Ticarcilina/acido 75/10 <14 15-19 >20 | >128/2 @ <16/2 @ 25-29
clavulanico
Mezlocilina 75 <17 18-20 >21 >128 <64 23-29
Ticarcilina 75 <14 15-19 >20 >128 <16 24-30
Piperacilina 100 <17 18-20 >21 >128 <16 24-30
Cefamandol 30 <14 15-17 >18 >32 <8 26-32
Cefonicid 30 <14 15-17 >18 >32 <8 25-29
Cefuroxima (oral) 30 <14 15-22 >23 >32 <4 20-26
Cefpodoxima 10 <17 18-20 >21 >8 <2 23-28
Cefixima 5 <15 16-18 >19 >4 <1 23-27
Cefoxitina 30 <14 15-17 >18 >32 <8 23-29
Cefotetan 30 <12 13-15 >16 >64 <16 28-34
Cefmetazol 30 <12 13-15 >16 >64 <16 26-32
Cefoperazona® 75 <15 16-20 >21 >64 <16 28-34
Cefotaxima® ¢ 30 <14 15-22 | >23 >64 <8 | 29-35

Ceftizoxima® 30 <14 15-19 >20 >32 <8 30-36



Ceftriaxona® ¢ 30 <13 14-20 >21 >64 <8 29-35

Cefepima 30 <14 15-17 >18 >32 <8 29-35
Imipenem 10 <13 14-15 >16 >16 <4 26-32
Meropenem 10 <13 14-15 >16 >16 <4 28-34
Amikacina 30 <14 15-16 >17 >32 <16 19-26
g:gprofloxacino 5 <15 16-20 >21 >4 <1 30-40
Levofloxacino 5 <13 14-16 >17 >8 <2 29-37

Trimetoprim/ 1,25/23,75 <10 11-15 >16 >8/152 | <2/38 @ 24-32
sulfametoxazol ®©

C  Ceftazidima® 30 <14 15-17 >18 >32 <8 25-32
Aztreonam® 30 <15 16-21 >22 >32 <8 28-36
Kanamicina 30 <13 14-17 >18 >25 <6 17-25
Netilmicina 30 <12 13-14 >15 >32 <12 22-30
Tobramicina 10 <12 13-14 >15 >8 <4 18-26
Tetraciclina 30 <14 15-18 >19 >16 <4 18-25
Cloranfenicol® 30 <12 13-17 >18 >32 <8 21-27

D Carbenicilina 100 <19 20-22 >23 >64 <16 23-29
Cinoxacino 100 <14 15-18 >19 >64 <16 26-32
Lomefloxacino 10 <18 19-21 >22 >8 <2 --
Norfloxacino 10 <12 13-16 >17 >16 <4 28-35
Ofloxacino 5 <12 13-15 >16 >8 <2 29-33
Loracarbef" 30 <14 15-17 | >18  >32 <8 | 23-29
Nitrofurantoina 300 <14 15-16 > 17 >128 <32 20-25
Sulfisoxazol 250 0 300 <12 13-16 >17 >350 <100 & 15-23
Trimetoprim 5 <10 11-15 >16 >16 <4 21-28
Fosfomicina 200 <12 13-15 >16 >256 <64 22-30

Elaborado con datos del NCCLS, 2000

a) Para aislamientos de Salmonella y Shigella spp. debemos ensayar e informar rutinariamente solo
ampicilina, una quinolona, y trimetoprim-sulfametoxazol. Ademas, el cloranfenicol y
cefalosporinas de tercera generacion deben ser estudiadas e informadas para Salmonella aisladas
como causa de infecciones extraintestinales.

b) Ademas de E. coli ATCC25922, estudiar E. coli ATCC 35218 cuando se ensayan combinaciones
con inhibidores de 3-lactamasa. Los intervalos aceptables para E. coli ATCC 35218 son los



siguientes: amoxicilina/acido clavul&nico de 18 a 22 mm; ampicilina/sulbactam, de 13 a 19 mm;
ticarcilina/acido clavulanico de 21 a 25 mm y piperacilina/tazobasctam, de 24 a 30 mm.

c) Puede ademas ser apropiado para obtener informacién sobre cepas aisladas del tracto urinario,
junto con antimicrobianos del grupo D.

d) Cefalotina representa a cefapirina, cefradine, cefalexina, cefaclor y cefadroxilo. Cefazolina,
cefuroxima, cefpodoxima, cefprozil y loracarbef deben ser ensayados individualmente ya que
pueden ser activos aunque la cefalotina no lo sea.

e) Cepas de Klebsiella spp. y E. coli pueden ser resistentes a cefalosporinas y aztreonam mediante
producciédn de R-lactamasas de espectro extendido: a pesar de la aparente sensibilidad "in vitro",
algunas cepas pueden ser reconocidas por resultados intermedios o resistentes a ceftazidima 'y
aztreonam (o cefotaxima, cefpodoxima, ceftriaxona y ceftizoxima) y frecuentemente son resistentes
a otros antimicrobianos como aminoglicésidos y trimetoprim-sulfametoxazol. Las cepas con [3-
lactamasas de espectro-extendido deben ser informadas como resistentes a las cefalosporinas y al
aztreonam.

f) Ciertas cepas de Citrobacter, Providencia y Enterobacter spp. pueden presentar resultados
falsamente sensibles con discos de loracarbef, por lo que los aislamientos de estos géneros no
deben ser ensayados frente a este antimicrobiano.



Tabla 4. Patrones estandar del halo de inhibicién para Pseudomonas aeruginosa y
Acinetobacter spp.? , puntos de corte equivalentes a la CMI y diametro del halo de inhibicion
para la cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 empleada como control de calidad

Diametro del halo de inhibicién | - unto de corte P.
o _ Carga del (mm) Equivalente ala | aeruginosa
GRUPO | Antimicrobiano disco (ug) CMI(ug/ml) ,3\3'8%?
Resistente | Intermedia | Sensible | Resistente | Sensible Intervalo®
A Mezlocilina® 75 <17 18-20 = >21 | >128 | <16 --
Pseusomonas
Spp
Mezlocilina 75 <15 -- >16 >128 <64 19-25
Acintobacter
spp.
Ticarcilina ® 75 <14 -- >15 >128 <64 22-28
Pseudomonas
spp.
Ticarcilina 75 <14 15-19 >20 >128 <16 --
Acinetobacter
spp.
Piperacilina ” 100 <17 - >18 | >128 | <64 = 25-33
Pseudomonas
spp.
Piperacilina 100 <17 18-20 >21 >128 <16 --
Acinetobacter
spp.
Ceftazidima 30 <14 15-17 >18 >32 <8 22-29
Gentamicina 10 <12 13-14 >15 >8 <4 16-21

B Amp./sulbact. 10/10 <11 12-14 >15 | >32/16 @ <8/4 --
Acinetobacter

spp.
Ticar./clav. 75/10 <14 >15 >128/2 | <64/2 20-28
Pseusomonas

spp.

Ticar./clav. 75/10 <14 15-19 >20 >128/2 | <16/2
Acinetobacter

spp.

Piper./tazob. 100/10 <17 >18 | >128/4 @ <64/4 | 25-33
Pseusomonas

spp.

Piper./tazob. 10010 <17 18-20 >21 | >128/4 | <16/4
Acinetobacter



spp.
Cefepima
Cefoperazona
Aztreonam
Imipenem
Meropenem
Amikacina
Tobramicina
Ciprofloxacino
Cefotaxima
Ceftriaxona
Netilmicina
Cloranfenicol

Trimetoprim/
sulfametoxazol

Carbenicilina
Pseudomonas

spp.

Carbenicilina
Acinetobacter

spp.
Ceftizoxima
Tetraciclina ©
Lomefloxacino
Levofloxacino
Norfloxacino
Ofloxacino

Sulfisoxazol

30
75
30
10
10
30
10
5
30
30
30
30

1,25/23,75

100

100

30
30
10
5
10
5
250 0 300

Elaborado con datos del NCCLS, 2000

<14
<15
<15
<13
<13

<<14
<12
<15
<14
<13
<12
<12
<10

<13

<19

<14
<14
<18
<13
<12

<12

15-17
16-20
16-21
14-15
14-15
15-16
13-14
16-20
15-22
14-20
13-14
13-17
11-15

14-16

20-22

15-19
15-18
19-21
14-16
13-16
13-15
13-16

>18
>21
>22
>16
>16
>17
>15
>21
>23
>21
>15
>18
>16

>17

>23

>20
>19
>22
>17
>17
>16
>17

>32
>64
>32
>16

>64
>32
>32

>8/152

>512

>64

>350

<2/38

<128

<16

<100

24-30
23-29
23-29
27-33
20-28
18-26
19-25
25-33
18-22
17-23
17-23

12-17

22-28
19-26
22-29
17-21

a) Otras bacterias no pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae deben ser ensayadas por un

método de dilucion.

b) Tratar las infecciones por Pseudomonas aeruginosa en pacientes granulocitopénicos y las

infecciones graves en otros pacientes con dosis méaximas de penicilinas antipseudomonas
(ticarcilina, azlocilina, mezlocilina y piperaciclina), o ceftazidima en combinacién con un

aminoglicosido.



Tabla 5. Patrones estdndar del halo de inhibicion para estafilococos, puntos de corte
equivalentes a la CMI y diametro del halo de inhibicion para la cepa Staphylococcus aureus
ATCC 25923 empleada como control de calidad.

Diametro del halo de inhibicion Punto de corte S.
(mm) Equivalente ala CMI | aureus
GRUPO | Antimicrobiano | Carga del (Wuml) ATCC
disco (ug) . . : . : 25923
Resistente | Intermedia | Sensible | Resistente | Sensible intervalo
A PenicilinaG® 10U <28 - >29 R- <0.1 | 26-37
lactamasa®
Oxacilina (S. 1 <10 11-12 >13 >4 <2 18-24
aureus)
1 <17 -- >18 >0.5 <0.25 --
(Estafilococos
coagulasa -)

B Vancomicina® 30 -- -- >15 >32 <4 17-21
Teicoplanina 30 <11 11-13 >14 >32 <8 15-21
Eritromicina® 15 <13 14-22 >23 >8 <0.5 | 22-30
Claritromicina® 15 <13 14-17 >18 >8 <2 26-32
Azitromicina® 15 <13 14-17 >18 >8 <2 21-26
Clindamicina® 2 <14 15-20 >21 >4 <05 | 24-30

Trimetoprim /1 1,25/23,75 <10 11-15 >16 >8/152 | <2/38 | 24-32
sulfametoxazol

C Gentamicina 10 <12 13-14 >15 >8 <4 19-27
Ciprofloxacino 5 <15 16-20 >21 >4 <1 22-30
Ofloxacino 5 <12 13-15 >16 >8 <2 24-28
Levofloxacino 5 <13 14-16 >17 >8 <2 25-30
Cloranfenicol® 30 <12 13-17 >18 >32 <8 19-26
Rifampicina ®' 5 <16 17-19 | >20 >4 <l | 26-34
Tetraciclina "9 30 <14 15-18 | >19 >16 <4 | 24-30

D Norfloxacino 10 <12 13-16 >17 >16 <4 17-28
Lomefloxacino 10 <18 19-21 >22 >8 <2 23-29
Nitrofurantoina 300 <14 15-16 >17 >128 <32 18-22

Sulfisoxazol 2500300 <12 13-16 >17 >350 <100 @ 24-34
Trimetoprim 5 <10 11-15 >16 >16 <4 19-26



Elaborado con datos del NCCLS, 2000.

a) Ademas de S. aureus ATCC 25923, ensayar E. coli ATCC 35218 con: amoxicilina/clavulanico
de 18 a 22 mm.; ampicilina/sulbactam de 13 a 19 mm.

b) Las cepas resistentes de S. aureus producen B-lactamasa, y para estas pruebas es preferible el
empleo de discos de penicilina G de 10 U. Utilizar penicilina G para estudiar la sensibilidad de
todos los estafilococos a todas las penicilinas sensibles a la penicilinasa.

c) Estafilococos resistentes a oxacilina son resistentes a todos los -lactamicos (la sensibilidad a
B-lactamicos se puede deducir estudiando solo penicilina y oxacilina).

d) Todos los estafilococos con un didmetro del halo de inhibicién igual o menor de 14mm deben
ser estidados para determinar la CMI de la vancomicina.

e) No para microorganismos aislados del tracto urinario.
f) No utilizar rifampicina sola para el tratamiento de infecciones estafilocécicas.

g) Tetraciclina es el representante de todas las tetraciclinas.



Tabla 6. Patrones estdndar de inhibicion y punto de corte equivalente a la CMI para
enterococos ®

GRUPO | Antimicrobiano  Carga Punto de corte
del | Diametro del halo de inhibicion | Equivalente a la
disco CMI (W/ml)
(ko) Resistente | Intermedia  Sensible  Resistente  Sensible
A Penicilina® 10U <14 - >15 >16 <8
Ampicilina ® 10 <16 - >17 >16 <8
B Vancomicina ¢ 30 <14 15-16 >17 >32 <4
Teicoplanina 30 <10 11-13 >14 >32 <8
C Eritromicina 15 <13 14-22 >23 >8 <0.5
Gentamicina® | 120 6 7-9° >10 >500 <500
Estreptomicina® = 300 6 7-9°¢ >10 ! !
D Ciprofloxacino 5 <15 16-20 >21 >4 <1
Norfloxacino 10 <12 13-16 >17 >16 <4
Nitrofurantoina 300 <14 15-16 >17 >128 <32
Tetraciclina 30 <14 15-18 >19 >16 <4
Fosfomicina 200 <12 13-15 >16 >256 <64

Elaborado con datos del NCCLS, 2000 .

a) Puede usarse S. aureus ATCC 25923 como control de calidad de los antimicrobianos de la
tabla.

b) La sensibilidad a penicilina G puede servir para predecir la sensibilidad a ampicilina,
amoxicilina, acilampicilinas, ampicilina/sulbactam y amoxicilina/acido clavulanico, a los
cuales los enterococos no productores de R-lactamasa son moderadamente sensibles. La
terapia combinada con penicilina G o ampicilina mas un aminoglicdsido habitualmente esta
indicada para infecciones enterocdcicas graves, tales como endocarditis. Para cepas aisladas
de sangre y LCR se recomienda ademas una prueba de 3-lactamasa.

c) Frecuentemente se utiliza vancomicina para infecciones enterococicas graves en alérgicos a
penicilina y debe informarse de forma selectiva s6lo en tales pacientes. La terapia combinada
con vancomicina mas un aminoglicésido esta habitualmente indicada en infecciones
enterocdcicas graves, como endocarditis. Cuando se valore vancomicina frente a enterococos,
las placas deben mantenerse durante 24 h. y examinarse por luz transmitida; la presencia de
una fina pelicula o de algan crecimiento dentro de la zona de inhibicion indica resistencia. Si
la vancomicina se considera para el tratamiento de enfermedades enterocdcicas graves, 10s
microorganismos con zonas intermedias deben estudiarse por un método de CMI.



Anexo |1

Meétodos Comerciales

METODO DE ATB STAPH (ANTIBIOGRAMA PARA
ESTAFILOCOCOS)

Esta metodologia permite determinar la sensibilidad de los estafilococos a los
antibioticos en medios semi-solidos, en condiciones muy cercanas a las de la técnica de
dilucion en agar.

Las galerias ATB  STAPH incluyen 16 pares de cupulas, el primero se utiliza sin
antibiético como control, las siguientes 14 contienen antibiético en una o dos
concentraciones. (c y C)

El microorganismo a analizar, se utiliza en suspension con una turbidez equivalente al
patron 2 de Mac Farland , luego se transfiere al medio de cultivo Muller — Hinton, y se
inocula en la galeria por medio de una pipeta electrénica ATB una cantidad de 135ul .
Posteriormente se incubara de 18 — 24 horas a una temperatura adecuada, después de
transcurrido el tiempo la lectura se realiza de forma visual buscando turbidez para tener
un resultado positivo o con el sistema ATB o mini APl que dan la lectura
autométicamente. El resultado obtenido puede clasificar a la cepa como Sensible,

Intermedio o Resistente, esto se muestra en la siguiente tabla.

Aspecto de las cupulas Resultado La cepa es:
c C c C
Transparente Transparente - - S Sensible
Turbio Transparente + - | Intermedia
turbio turbio + + R Resistente

Nota: para los antibiotico de una sola concentracidn solo se tiene si es sensible (-) 6

resistente (+).



METODO DEL EPSION TEST (E-test)

El principio de este método es una expansion de la técnica de difusion en disco. En el
método E-test (AB Biodisk, Suecia)®” mediante lectura directa podemos determinar la
concentracion inhibitoria minima (CMI). Consiste en una tira de plastico no poroso de 6
cm de largo por 5 mm de ancho que incorpora un gradiente predefinido de
antimicrobiano equivalente a 15 diluciones. El protocolo para preparar el in6culo es el
mismo que para la difusion en disco. Siguiendo el método de difusion, una vez
inoculada la placa de agar con el microorganismo, se coloca la tira de E-test sobre su
superficie, produciéndose de forma inmediata una difusién del antibidtico desde el
soporte hasta el agar, creandose de este modo a lo largo de la tira un gradiente
exponencial de las concentraciones del antimicrobiano. Tras la incubacién de las placas,
se puede observar una zona de inhibicion elipsoidal y simétrica. Después de la
incubacion la CMI sera el valor obtenido en el punto en el que el extremo de inhibicion

intersecciona con la tira.

En contra de lo que ocurre en la difusidén en disco donde la orientacién del disco no
importa, si colocamos la tira al revés no se observa elipse de inhibicion ya que el
gradiente de concentraciones se sitia solo sobre una de las caras de la tira. EI E-test se
ha utilizado para determinar la CMI de diversos antibidticos en una amplia gamma de
bacterias, incluyendo Helicobacter pylori, Corynebacterium spp., estreptococos

nutricionalmente deficientes, enterococos con resistencia elevada a aminoglicosidos.

En algunos casos como vancomicina y S. pneumoniae, la CMI es mas alta utilizando el
E-test que la obtenida por los métodos de microdilucion, produciendo resultados que se
encuentran en el rango superior de aislamientos susceptibles y con resultados de control

de calidad por encima de los limites aceptables.

El E-test se considera como un método alternativo para el estudio cuantitativo de la
sensibilidad antimicrobiana del que cabe destacar su sencillez y buena correlacion con

la técnica estandar de dilucidn en agar para el estudio de la CMI.

(37) Berke, J., Tierno, P., 1996.



Las tiras de E-test. deben almacenarse a -20°C. Es importante tener en cuenta la fecha
de caducidad. En todo momento las tiras de E-test deben estar protegidas de la
humedad. Antes de utilizar se deben atemperar a temperatura ambiente durante por lo

menos 30 minutos.

Método

Utilizar también la misma metodologia descrita en la técnica disco-placa. Dejar
absorber el indculo de 10 a 15 minutos para asegurarse que la superficie del agar esta
completamente seca antes de aplicar las tiras. Este punto es critico para optimizar la

realizacion del E-test.

Colocacion de las tiras.

Tanto si se utiliza el colocador de las tiras como las pinzas, nos debemos asegurar que la
escala de CMI esta orientada hacia arriba y que la concentracion maxima esta cercana al
extremo de la placa de Petri (Figura 1). Asegurarse que la tira contacta completamente
con la superficie del agar. Si es necesario, eliminar las gotas de aire que puedan
encontrarse por debajo de la tira presionandola ligeramente con las pinzas. Es
importante no mover las tiras una vez que han sido colocadas en la superficie del agar
ya que el antibiotico empieza a difundir rapidamente. Cuando se utiliza una placa de
Petri de 100 mm depositar solo una tira por placay poner la tira en el centro de la placa,
mientras que cuando se utiliza una placa de 150 mm no se deben colocar mas de 6 tiras

y siempre en la disposicion que muestra la Figura 1.

Incubacidn.

Por regla general las placas son incubadas inmediatamente aunque pueden permanecer
varias horas sin incubacion sin que ello afecte significativamente en la determinacion de
la CMI. Sin embargo, los organismos exigentes deben ser incubados inmediatamente.
La temperatura de incubacién y la atmdsfera utilizadas deben ser Optimas para el

crecimiento de la especie bacteriana.



Figura 1.- Método del Epsilon-test: Colocacion de las tiras en la placa de 150 mm
de diametro

Después del periodo de incubacion, leer la CMI en el punto de interseccion entre el
extremo de inhibicion de la elipse y la tira de E-test. Cuando el crecimiento tiene lugar a
lo largo de toda la tira y no se observa formacion de la elipse de inhibicién, la CMI se
informara como superior al valor maximo de la escala de lectura y, por el contrario,
cuando la elipse de inhibicion se encuentre por debajo de la tira debe ser informado
como inferior al valor minimo de la escala de lectura. Con ciertas combinaciones de
bacterias-antibidticos, el extremo de la elipse de inhibicidn puede ser difuso. Debemos

mencionar una serie de consideraciones sobre la lectura de los resultados, a saber:

1. Cuando la CMI coincide entre dos marcas de la tira se informaré el resultado
correspondiente al valor superior.

2. Si se observan intersecciones diferentes del crecimiento bacteriano en ambas
partes de la tira, debemos informar el valor de CMI mas alto si la diferencia
entre los dos valores no es superior a la mitad de un paso de dilucién doble. Por
ejemplo, si la CMI en un lado de la tira es 8 y en el otro es 12, deberemos
informar 12. Sin embargo, si en un lado es 8 y en otro lado 16 debemaos repetir la
determinacion.

3. Para S. maltophilia o Enterococcus spp., pueden aparecer colonias pequefias en
la zona de inhibicion, por lo que se debe considerar como resistente.

4. Cuando se lea la interseccion de la elipse con las tiras de sulfamidas,
trimetoprim o cotrimoxazol, deberemos leer la interseccion en la zona de
crecimiento denso y no considerar la existencia de crecimiento en la zona poco

densa.



5. Si se observan colonias grandes en la zona de inhibicién puede representar un
cultivo mixto o variantes resistentes. Debe repetirse el test a partir de colonias
del cultivo primario. Si seobservar el mismo patron, se tienen que subcultivar las
colonias que crecen en la zona de inhibicion, identificarlas y volver a realizar el
E-test. Si obtiene el mismo resultado y el cultivo es puro, se debe informar como
resistente.

6. Utilizando los puntos de corte actuales para S. pneumoniae y penicilina una cepa
que es resistente por el método de dilucidn en agar (CMI >2 pg/ml) puede ser
categorizada como intermedia (CMI = 0,25 a 1,0 pg/ml) por E-test. En estos
casos cuando encontramos una cepa con CMI de 1 pg/ml por el método E-test,

se recomenda confirmar la CMI por un método alternativo.

Como se ha observado la interpretacion de los resultados es mediante una relacion
directamente proporcional entre los valores de E-test y los valores de referencia de la
NCCLS obtenidos por dilucién en agar, los puntos de corte de la CMIs serén apropiados

para categorizar la bacteria estudiada como sensible, intermedia o resistente.



Anexo |11

Sintesis de los compuestos derivados del albendazol

A continuacion se describe brevemente la forma en que se llevo acabo la sintesis de

compuestos de coordinacion derivados del albendazol
[CO(bZ)z(NOg)z]-HzO

Se pesaron 0.145 g, (0.5 mmol) de Nitrato de cobalto (I1) hexahidratado y fue disuelto
en 10ml alcohol caliente, posteriormente fue adicionado a una solucion de 20 ml de
alcohol donde se encontraba disuelto 0.118 g, (1 mmol) del ligante bz. Se obtuvo una
solucion de color violeta se puso a reflujo por 2 horas y se dejo en reposo por 2
semanas. El polvo violeta resultante fue filtrado, lavado con etanol y secado al vacio.
Pureza: 71.5%. EI andlisis encontrado: C, 38.6; H, 3.4; N, 18.2%. Calculado para
C14H14CoNgO7: C, 38.4; H, 3.2; N, 19.2%

[Co(2ab),Cl,]

Se pesaron 0.119 g, (0.5 mmol) de Cloruro de cobalto (I1) hexahidratado se disolvieron
en 10 ml de alcohol caliente y adicionaron a una solucion la que contenia 0.067 g, (1
mmol) del ligante 2ab disuelto en 10ml de alcohol. Se obtuvo una solucién azul que se
calento por 10 minutos y dejada en reposo por 2 semanas. El polvo azul resultante se
filtro, lavo con alcohol y seco al vacio. Pureza: 71.0%. El andlisis encontrado: C, 41.9;
H, 3.7; N, 20.4%. Calculado para C14H14CoNgCl,: C, 42.4; H, 3.6; N, 21.2%

[Co(2ab),Br;]

Se pesaron 0.219 g, (1 mmol) de Bromuro de cobalto (Il) se disolvio en 10 ml de
alcohol caliente y se adiciono a una solucién de 10 ml de etanol en el cual se encontraba
disuelto 0.133 g, (1 mmol) del ligante 2ab. La solucién azul obtenida fue calentada por

10 minutos y dejada en reposo por 2 semanas. El polvo azul-grisiceo resultante fue



filtrado, lavado con etanol y secado al vacio. Pureza: 23.0%. El analisis encontrado: C,
35.2; H, 2.9; N, 17.4%. Calculado para C14H14CoNgBr,: C, 34.6; H, 2.6; N, 17.3%

[Co(2ab),(NO3),]-0.5H,0

El procedimiento anterior fue repetido usando nitrato de cobalto (Il) hexahidratado
(0.291 g, 1 mmol) in 10ml, obteniendo un polvo violeta claro. Pureza: 27%. El analisis
encontrado: C, 36.3; H, 3.8; N, 24.9%. Calculado para C14H15CoNgOg5: C, 36.7; H, 3.3;
N, 24.4%

[Zn(Zab)ZCIZ] 0.5H,0

Se peso 0.136 g, (1 mmol) de cloruro de zinc (Il) el cual fue disuelto en 10ml de
alcohol caliente y se adiciono a una solucién de 2ab (0.067 g, 0.5 mmol) disuleto en
10ml de etanol La solucion blanca obtenida fue calentada por 10 minutos y evaporada
obteniendo un polvo blanco. Pureza: 68.0%. El analisis encontrado: C, 33.2; H, 2.6;
N16.2%. Calculado para C14H15ZnNgCl,0p5: C, 40.8; H, 3.6; N, 20.4.

[Zn(2ab),Br,]-0.5H,0

El procedimiento anterior fue repetido usando bromuro de zinc (I1) (0.225 g, Immol) en
una solucién de 10ml de etanol, obteniendo un polvo blanco. Pureza: 68.0%. EI analisis
encontrado: 33.2; H 2.6; N 16.2%. Calculado para C14H15ZnNgBr,Ogs: C 33.6; H 3.0; N
16.7%

[Co(abz)Cl,(H,0)]-3H,0

Se pes6 (0.119 g, 0.5 mmol) Cloruro de cobalto (I1) hexahidratado fue disuelto en ml
de etanol caliente y se adiciond a una solucion de 10 ml de acetato de etilo caliente
donde fue disuelto 0.133 g, (0.5 mmol) del ligante abz La solucién azul obtenida fue
puesta a reflujo por 4 h y mantenida en reposo por 2 semanas. EL polvo azul marino

obtenido fue filtrado, lavado con etanol y secado al vacio. Pureza: 52%. El analisis



encontrado: C, 30.7; H, 5.0; N, 8.8%. Calculado para C1,H23CoN3O6SCl,: C, 30.8, H,
4.9; N, 8.9%

[Co(abz)Bry(H20)]

El procedimiento anterior fue repetido usando bromuro de cobalto (1) (0.102 g, 0.5
mmol) en 10ml de alcohol caliente, el resultando después de 2 semanas, fue un polvo
verde esmeralda. Con una pureza de: 45.0%. El anélisis encontrado: C 30.5; H 3.5; N
8.7%. Calculado para C12H;7CoN3O3SBr,: C 30.6; H 3.6; N 8.9%.

[Co(abz),NOs]2]-2.5H,0

El procedimiento anterior fue repetido usando nitrato de cobalto (Il) hexahidratado
(0.1455 g, 0.5 mmol) en 10ml de alcohol etanol caliente. Después de dos semanas se
obtuvo un polvo rosa palido. El solido fue separado por filtracion y secado al vacio.
Pureza: 42%. EIl analisis encontrado: C 39.1; H 4.2; N 15.1%. Calculado para
C24H35C0NgO105S,. C 39.6; H 4.8; N 15.4%

[Zn(abz)Cl,(H,0)]-3H,0

El procedimiento anterior fue repetido usando cloruro de zinc (I1) (0.068 g, 0.5 mmol)
en 10 ml de etanol caliente. Después de dos semanas se obtuvo un polvo blanco crema.
Pureza: 67%. EIl andlisis encontrado: C 30.1; H 3.7; N 8.6%. Calculado para:
C12H23ZnN306SCly: C 30.4; H 4.9; N 8.9%.

[zn(abz)Br2(H,0)]e H,0

El procedimiento previo se repitié usando Bromuro de zinc (11) (0.1094g, 0.5 mmol)en
10 ml de etanol. Después de dos semanas se obtuvo un polvo blanco cremoso.
Pureza74%. EIl andlisis encontrado C, 27.6; H, 3.3; N, 7.9%. Calculado para
C12H10ZnN304SBr,:C, 27.4; H, 3.6; N, 8.0%.



[Co(ntb)Br]Br e H,O

Se peso Bromuro de cobalto (11), 0.218g, (1 mmol), y se disolvio en 10ml de alcohol y
se adiciono a una solucion donde la tris(2-benzimidazoil-metil)amina (0.204 g, 0.5
mmol) estaba disuelta en 10 ml de alcohol. Se precipito inmediatamente un compuesto
violeta. Pureza: 85%. El analisis encontrado: C, 44.6; H, 3.6; N, 14.8%. Calculado para
C24H23CoN;OBI,:C, 44.7; H, 3.6; N, 15.2%.

[Co(ntb)NO, JNO,H,0

El procedimiento anterior fue repetido usando nitrato de cobalto (II) hexahidratado
0.291 g, en una solucion de 10 ml de alcohol obteniendo un polvo rosa. La pureza fue
de: 80%. ElI analisis encontrado: C, 47.0; H 3.9; N, 20.7%. Calculado. para
Ca4H23CoNgO7:C, 47.4; H, 3.8; N, 20.7%.

[Mg(ntb)CI]CI-3.5 (H.0)

El procedimiento previo fue preparado usando cloruro de magnesio(ll) hexahidratado
0.203 g, en una solucion de 10 ml de alcohol, dando un polvo blanco. Pureza: 74%. El
analisis encontrado: C, 51.3; H, 6.5; N, 16.4%. Calculado para Cy4H2sMgN7O3s:
C,50.9; H, 5.0; N, 17.3%.

[Ca(ntb)Cl]Cl e 7H,0

El procedimiento previo fue repetido usando cloruro de calcio(ll) (0.111,1 mmol) en
una solucion de 10ml de etanol, obteniendo un polvo blanco. Rendimiento: 72%. El
analisis encontrado: C, 44.5; H, 4.7; N, 15.0%. Calculado para: C,sH3sCaN;Cl,0;:C,
44.7; H, 5.5; N, 15.2%

[Co(ntb)CI]CI 2H,0

Se disolvio 0.2187 g, (Immol) de cloruro de cobalto en 10 ml de alcohol. Por separado

0.2037 g (0.5 mmol) de tris(2-benzimidazolil-metil)amina se disolvié en 10 ml de



alcohol, posteriormente se adiciono la solucién de la sal metélica a la del ligante. Un
compuesto de color violeta oscuro precipité inmediatamente, el cual fue filtrado al vacio
y lavado con etanol. El rendimiento fue de 80% Analisis encontrado: C, 49.6; H, 4.41,
N, 17.3%. Calculado para C,4H,3 CI,N;OCo: C, 50.2; H, 4.39; N, 17.2%.

[Zn(ntb)Cl,] [ZnCl.]4EtOH

Se pesaron 0.1363 g, (1mmol) de cloruro de zinc y se disolvio en 10 ml de alcohol. Por
separado se pes6 0.2037 g (0.5 mmol) de tris(2-benzimidazolil-metil)amina este se
disolvié en 10 ml de alcohol posteriormente se adiciono la solucion de la sal metélica a
la del ligante Un compuesto de color blanco precipitd inmediatamente, el cual fue
filtrado al vacio y lavado con etanol. Rendimiento 86% Andlisis encontrado: C, 46.9; H,
3.36; N, 15.9%. Calculado para C4gH42ClgN14Zn3: C, 47.1; H, 3.43; N, 16.0%.

[Zn(ntb)Br] , [ZnBr4]

Se pesaron 0.2252 g, (Immol) de bromuro de zinc el cual fue disuelto en 10 ml de
alcohol. Por separado se peso 0.2037 g (0.5 mmol) de tris(2-benzimidazolil-
metil)amina se disolvié en 10 ml de alcohol y luego se adiciona la solucion de la sal
metalica a la del ligante Un compuesto de color blanco precipité inmediatamente, el
cual fue filtrado al vacio y lavado con etanol. Rendimiento 81% Analisis encontrado: C,
38.9; H, 3.43; N, 12.3%. Calculado para C4gH42BrsN14Zns: C, 38.7; H, 2.84; N, 13.1%.

[Co(bz),(Cl).]

Se pesaron 0.1189 g (0.5 mmol) de cloruro de cobalto se disuelven en 10 ml de alcohol,
a 35°C; por separado 0.118 g, (1 mmol) de bz se disuelven en 20 ml de alcohol y
luego se adiciono a la solucion de la sal metalica a la del ligante y se puso a reflujo
durante 2 horas. Después de una semana y luego de evaporarse el disolvente, se obtiene
en forma de cristales el compuesto Rendimiento: 75. %. Analisis encontrado: C, 45.8;
H, 3.17; N, 15.5%. Calculado para C14H12N4Cl,Co: C, 45.9; H, 3.3; N, 15.3%.



[Co(bz)(Br).]

Se pesaron 0.1094 g (0.5 mmol) de bromuro de cobalto se disolvio en 10 ml de alcohol,
a 35°C; por separado se peso 0.118 g, (1 mmol) de bz el cual se disolvio en 20 ml de
alcohol y luego se adiciono la solucion de la sal metélica a la del ligante y se puso a
reflujo durante 2 horas. Después de cinco dias y luego de evaporarse el disolvente, se
obtuvo un precipitado el cual posteriormente fue filtrado al vacio y se lavo con alcohol
obteniendo un polvo azul fino . Rendimiento: 72. %. Analisis. encontrado: C, 37.2; H,
2.64; N, 12.3%. Calculado para C14H12N4Br,Co: C, 37.1; H, 2.67; N, 12.3%.

[Zn(bz)2(Cl),]

Se peso 0.0681 g (0.5 mmol) de cloruro de zinc y se disolvio en 10 ml de alcohol, a
35°C; por separado se peso 0.118 g, (1 mmol) de bz se disolvio en 20 ml de alcohol y
luego se adiciona la solucion de la sal metélica a la del ligante y se lleva a reflujo
durante 2 horas. Después de dos semanas y luego de evaporarse el disolvente, se obtiene
un precipitado que luego de filtrarse al vacio y lavarse con etanol se obtiene un polvo.
Rendimiento 65% Analisis. encontrado: C, 37.2; H, 2.64; N, 12.3%. Calculado para
C14H12N4CloZn: C, 37.1; H, 2.67; N, 12.3%.

[Zn(bz)(Br),]

Se pesaron0.1126 g (0.5 mmol) de bromuro de zinc el cual fue disuelto en 10 ml de
alcohol, a 35°C; por separado se peso 0.118 g, (1 mmol) de bz y se disolvio en 20 ml
de alcohol y luego se adiciona la solucion de la sal metélica a la del ligante y se lleva a
reflujo durante 2 horas. Después de dos semanas y luego de evaporarse el disolvente, se
obtiene un precipitado que luego de filtrarse al vacio y lavarse con alcohol se obtiene un
polvo blanco-grisaceo Rendimiento 62% Analisis. encontrado: C, 45.3; H, 3.05; N,
14.9%. Calculado para C14H12N4Br2Zn: C, 45.2; H, 3.23; N, 15.1%.
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