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I.- INTRODUCZION :

E1l descubrimiento de los antibidticos en el mundo, ha
tenido grnn immortancia psra la humanidad, yo que sracias s
ectas sustancias existe la posibilidad de controlar innume -
robles infecciones causadas por diversos microorgonismos ona-
tégenos, aue anteriormente producian dofios irreparables §
hosto la muerte de seres humenos y animales. Uno de los gru-
nos de antibibticos mds importantes es el de las Penicilinas
al cual pertenece la Ampicilina, que ¢s un derivado semisin-
tético de gron noder antibacteriano, fécil administracidn,
excelente absorcidn y excrecidn, rccistente a la degradacidn
¥y poco tdéxico vars el orernismo, debido a estas caractcristi
cas es ampliamente utilizado en nuestro pais..

Por desgrocia este tino de sustancias al igual que otros
farmocos en México, son utilizados con exageracidn y déscui—
do, sin tomar en cuenta que ademds de su accién terapedtica,
pueden tener otros efectos sobre él organismo, los cuales
dafian la integridad del individuo ejerciendo su actividad
téxica. Por lo consiguiente es necesario estudiar todos los
Efectos posibles de dichas sustoncias sobre ¢l organismo,
con cl fin de saber si rezalmente es conveniente su uso como
auimioterapicos.

in atencién a lo expuesto anteriormente, decidimos reali-
zar un estudio acercs de la Ampicilina, por medio de un ensa
yo exverimental para demostrar la citotéxicidad de este anti

'
bidtico, sobre las celulas sangdineas esveciclmente sobre

los leucocitos polimorfonucleares.
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IT.A.- GENERALIDADES SOBRE ANPICILINA.

1l.- Formula y Propiedades

Ampicilina : D - (2 - amino - 2 - fenilacetamido) - 3,3 -
- dimetil - 7 - oxo - 4 - tia - 1 - azabiciclo (3,2,0) hep -
tano - 2 - dcido carboxilico ;3 6. - ( D (-) - e — gminofenil-
acetamido) 4cido penicilanico ;3 D (-) -e€ - amiﬁobencilpeni-
cilina.

Es un defivado semisintético, que es producido por dife -
rentes laboratorios industrialmente para su uso terapedtico,
a partir del 4cido 6 - aminopenicilanico (nucleo molecular
de las penicilinas) y el grupo acilo e aminobencil. ( Ll ).

Formula Condensada : 016 ng N3 O4 Sie

Formula Desarrollada :

CONH

\\\ H S ‘H3
NH2 H ' CH3

2
0~ COO0H

Peso Molecular : 349.42

Analisis Organico : C = 55 %
H= 5.48%
N = 12,02 %
0 = 18.32 %
S = 9.18 %

Total = 100.00 %



Fué preparado por primera vez en 1961 en los laboratorios
Beecham Research. Ltd. por Doyle y colaboradores (U.S. pat.
2,985,648 (1961) ). (1 ).

v Se encuentra en diferentes formas :

Forma Anhidra.

Forma Hidratada.

Forma Trihidratada.

Forma de Sal de Sodio.

Forma de Sal de Potasio.

Punto de Fusidn : 199 - 202°C para la forma anhidra.

Solubilidad : Es poco soluble en agua a temperatura
ambiente.

Almacenamiento : En solucién se conserva por largos perio

dos de tiempo, la forma anhidra es la m4s estable.

vV 2.- Usos :

Ampicilina es un antibiético de amplio espectro, esto
quiere decir gue es capaz de inhibir el crecimiento y desa -
rrollo de gran cantidad de bacterias, Gram (+) y Gram (-).
Se puede utilizar tanto en el hombre como en animales para
combatir procesos infecciosos, sobre todo causados por :
Sthaphilococcus, Streptococcus, E. coli, Salmonellas, Shige -
lles, etc... ; En la actuzlidad debido a oue es tan efectivo
como el cloramfenicol, tiene gran utilidad en el tratamiento

de infecciones intestinales.



En los dltimos a7os se han sintétizado algunos derivados
de la Amnicilina, los cuales tienenrn el mismo efecto pero son
absorvidos mis ravidomente dentro del organismo, como :
Pivampicilina, Amoxicilina, etc... ; También se utilizan mez
clas de antibidticos y combinacién de ellos con otras sustan
cias, pare aumentar la duracidn del efecto, como e} Probene-—
cid (4cido p - Dipropilsulfamiolbenzoico) § enzimas como la
Quimotripsina. ( 2,3,4,5,6,L2 y L3 ).

— Estos antibibticos tienen la ventaja de ser relativamente
poco téxicos para el hombre y los animales, cuando se utili-
zan en srandes dosis y ademds cumplen con el hecho de que su
potencia antibacterial contra microorganismos suceptibles es
t2l oue en concentraciones de microgramos dan marcados efec-—
tos bactericidas. La Unica desventaja particular de este ti-
po de antibibticos es la de ser fuertes alergenos en algunas
personas y de esta manera causar recacciones alérgicas fata -

les..( L4 ).

3.- Mecanismo de Accidn.:

Al igual que todas las penicilinas, Ampicilina actua prin
civalmente vor inhibicidn de las enzimas que intervienen en
el entrelazamiento de los peptidos cue son parte de los poli
meros (nolisacaridos - pentido), que forman el peptidoglican

4§ Murefna de la pared celular. Especificamente afecta el dl-



timo paso de la biosintesis, inhibiendo 2 una D - corboxipep
tidasa que es la encarsada de llevar a cabo la reaccién.
Puesto oue la sintesis de la pared celular es realizada
solamente por celulas jovenes cue se estan multinlicando ac-—
tivemente, la accién antibacterial se manifiesta solo duran-
te el vroceso de crecimiento. ( L4,L5,L6,L7 ¥ L8 ).
Experimentos llevados a cabo con diferentes bacterias, de
muestran que la Ampicilina inhibe la accidén de la D - carbo-

xipepntidasa, unida a la membrana de B. megaterium ; D - D -

carboxipeptidasa - transpentidasa de Streptomyces R 61 ; ¥y

1a D - alanina carboxipeptidasa aislada de B. subtilis. ( 7,

8y 9).

4.- Metabolismo :

Los prolongados niveles en sangre, baja filtracién renal
y la resistencia a la derradacidn por el higado son las ca -
racterf{sticas metabdlicas de la Ampicilina, la cual puede
ser administrada por cualquier v{a, ya sea oral, intramuscu-
lar & intravenosa, su absorcién y excrecidn varian dependien
do de la via emnleada. ( 10 ).

;a) — Administracién Oral.- E1 antibiético debe absorverse

castrointestinalmente, para llegar a la sangre y de ah{ ser
distribuido hacizs todo el orcanismo, sec ha observado cue 1la
absorcién es avnroximademente del 60 5, estudios en ratas de-

muestren cue el transnmorte intestinel es pasivo.



Para una dosis de 500 mg. los niveles en sangre posterio-
res a la administracién son : 1.9, 3.03, 1.26 y 0.29 /ml.,
desopués de 1, 2, 4 y 6 hrs. respectivamente, y la excrecién
urinaria fué de 19.6, 40.6, 52.2 y 55.4 % en 2, 4, 6 y 8 hrs
resvectivamente. Cuando se da una dosis de 250 mg., los nive
les en sancre son : 2.1 a 1.7 /ml. a las 2 hrs., y la excre
cién urinaria 46 a 41 % a las 8 hrs., de haber iniciado el
tratomiento. La vida media en el torrente sanguineo es de 1
nora. ( 11,12,13,14 y 15 ).

b).- Administracién Intramuscular.- Para una dosis de 500
mg., los niveles en sangre son : 5.72, 6.99, 3.98, 1.12,
0.35 y 0.14 /ml., después de 0.5, 1, 2, 4, 6 y 8 hrs., res—
pectivamente, y la excrecién urinaria es de : 66.3, 68.86,
69.11 y 69.116 % en 6, 12, 24 y 30 hrs. respectivamente, pos
teriores a la administracidn de la Sal de Sodio de Ampicili-
na. La vida media en el torrente sangufneo es de 1 a 1.5 hrs
( 10,16 y 17 ).

¢).- Administraciédn Intravenosa.- Para una dosis de 500
mg. de Ampicilina, los niveles en sangre son : 11.86, 5.81,
1.97 y 0.11 /ml., después de 0.5, 1, 2 y 6 hrs. respectiva -
mente, y la excrecidn urinaria es de : T72.48, 82.48, 87.00 y
87.66 5 en 2, 4, 6 y 8 hrs. respectivamente. La vida media
en el torrente sanguineo es de 1 hora aproximadamente. Cuan -
do se administran 500 mg. de sal de Sodio de Ampicilina, los

niveles en sangre son ¢ 17, 9.7, 6.06, 3.13, 2.06, 1.21,



0.62, 0.17 y 0.02 /ml., después de 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 3,
4, 6 v 8 hrs. respectivamente, y la excrecién urinaria es de
72.6, 73.48 y 73.56 % en 6, 12 y 24 hrs. respectivamente.
(U233 6,07 i L8NS

También se puede administrar por infusidn intravenosa de
250 mg. de Ampicilina/hr. en adultos, y se ha observado que
los adultos mayores ( 60 a 76 afios de edad ) tienen niveles
mé tos en sangre que los adultos jonenes. ( 19 ).

d). Absorcién y Excrecién de otras Ampicilinas.- Ampici -
lina Trihidratada presenta niveles en sangre de 1.7 y 2.7

/ml., para dosis de 250 y 500 mg. respectivamente, 2 hrs.

después de la administracién y la excrecién urinaria a las -
24 horas es de 35 y 37 % para las mismas dosis.

La sal de Potasio de Ampicilina da niveles en sangre a las
2 hrs. de 5.2 /ml. y se excreta en orina el 38 % a las 12
hrs. de haber administrado una dosis de 1 g. ( 20 y 21 ).

Por otraz narte se hen realizado estudios & base de Ampici
lina marcada con Azufre 35 y a partir de ellos se sabe que
cuando la a2dministracién es oral, la excrecién urinaris total
es del 30 al 85 % y cuando es intravenosa se excreta el 87'ﬂ
de la dosis empleada. ( 22 ).

e).- Administrocidn con Probenecid.- Anteriormente se men
ciond que el probenecid se ha utilizado como adyuvante de pe
nicilinas en tretamientos infecciosos, esto se debe a cue in

terfiere con la secrecidn tubular renal de estas sustancias -



y vrolongan sus concentraciones plasméticas, sin cfectar :
la biotraznsformacidén, la unidn & vrotefnas § fosfolividos,ni
el volumén de distribucién de estos antibibticos. ( L2 y 6 ).

Se ha observado aque el probenecid administrado oralmente
aumenta la vida media de la Amnicilina y otros antibidticos
en sangrey en bilis por lo cue es muy usado en pacientes con
tifoidea y emfermecdades venereas. ( 5,23 y 24 ).

Los niveles en sangre de Ampicilina intramuscular, des -
pués de una dosificacién anterior de Probenecid administrzdo
orzlmente en dosis de 500 mg. ambos, son : 7.87, 8.89, 8.85,
4.11, 1.66 y 0.85 /ml., después de 0.5, 1, 2, 4, 6 y 8 hrs.
respectivamente, y la excrecién urinaria es de : 49.3,

56.26, 57.31 y 57.36 % en 6, 12, 24 y 30 hrs. respectivamen —
te. Y para Ampicilina intravenosa en las mismas dosis, los
niveles en sangre son : 23.4, 13.9, 12.3, 8.33, 4.47, 2.82,
1.78, 0.77 y 0.35 /ml., después de 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 3,
4, 6 y 8 hrs. respectivamente, y la excreciédn urinaria es de
52.8, 55.58 y 55.96 % en 6,12 y 24 hrs. respectivamente.
LAt ).

f).- Administracién con Enzimas.- También se han utiliza -
do enzimas proteolf{ticas para incrementar las concentracio —
nes plasmdticas de los antibidticos, estudios hechos en razta
con Quimotripsina demuestran gue dando una dosis de 3 a 10
mg./Kg. de la enzima 1 hora antes de la administracidn intra °

-~

muscular 10 a 100 mg./Kg. de Ampicilina, se incrementen los
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niveles del antibidtico en sangre y en higado por menos de 5
horas y en rifion y pulmones por menos de 4 horas, pero no
tiene efecto sobre la distribucién en tejidos, esto ocurre
cuando estan presentes simultancamente ambas sustancias en
el animal. Adem4ds se ha observado que la Tripsina produce el
mismo efecto. ( 2,3y 4 ).

g).— Absorcién y Excrecién de algunos derivados de la
Ampicilina.— Piveampicilina y Amoxicilina, el primero es hi -
drolizado en el tracto gastrointestinal transformandose en
Ampicilina, su absorcién oral despuds de una dosis de 500 mg
es del 82 5 en 1 hora, los niveles en sangre son : 11.6 y
5.53 /ml., después de 1 y 2 hrs. respectivamente, ademis se
encuentran altas concentraciones de este antibiético en higa
do, rifién, suero, pulmones, bazo, corazbén y cerebro (en or -
den decreciente), y su excrecidn urinaria a las 24 hrs., es
de 56 y 71 % para dosis de 250 y 500 mg. respectivamente.

( 20,24,25 y 26 ).

Amoxicilina, para dosis de 250 y 500 mg., sus niveles en
sangre son : 3.09 y 5.34 /ml., resnectivamente despuds de
2 hrs. y su excrecién urinaria es de 55 y 73.5 % en 6 y 8
hrs. respectivamente. La vida media en el torrente sangufneo
de estos 2 antibibticos es de 1 hora. ( 27,28,15 y 16 ).

h).- Excreciédn Biliar.- Lz excrecidn de la Ampicilina no
solo se lleva a cabo vor medio de la orine, sino cue también

se excreta en bilis, exvperimentos en ratas hen demostrado
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ocue la excrecién biliar de este antibibdtico es del 24 4 a
las 4 hrs., de haber administrado intravenosamente una dosis
de 15 mg./Kg., ¥y en general una excrecién total del 65 al 72
%, de los cuales se excreta solo el 44 % del antibibtico bio
18cicamente activo, esto se debe a cue Ampicilina es resis -
tente a la degradacién pqor su z2lto cardcter hidrofdhico
(unién a Protefnas y fosfolipidos.). ( 29 y 30 ).

i).-— Unién con Protefnas.— A esté respecto se sabe que
aproiimadamente el 20 % del antibibtico circula en el orga -
nismo unido a una protefna, lo més probable es que la Ampici
lina este unida 2 la albumina‘y también parece ser ocue se umne
a la bilirrubina. ( 31 ).

j).— Unién con fosfolipidos.- Existe interaccién entre la
Ampicilina y fosfolipidos, los cuales sirven de transporte
para este tipo de antibibdticos, la unién depende de la natu -
rzleza del fosfolipido, estudios por filtracién en Sephadex
revelan cue la unién es mayor con los fosfolipidos cargados
negativamente : fosfatidilinositol, fesfatidilserina y menor
con los neutros : fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina,
estas observaciones han sido confirmadas con RMN (Resonancia
Megnética Ndclear), los cuales indican cue la interaccidn es
de naturaleza hidrofdbica con la contribucidén de fuerzas io -
nices (resultados similares fueron observados en la unidn de
proteinas). Los fosfolinidos cergados negativamente incremen

tan el coeficiente de particién de la Ampicilina.
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E1l norcentaje de unibén se estima por Didlisis, obteniendo
como resultado em moles % : fosfatidilcolina 1556 %, fosfa -
tidiletanolamina 18.2 %, fosfatidilserina 23 % y fosfatidil-
inositol 34.6 %. ( 32,33 y 34 ).

k).- En Péncreas.- Estudios hechos en perros revelan que
la mdxima concentracién de Ampicilina en el fluido pancreéti
co, ocurre 3 hrs., después de la administracidédn intramuscu -
lar y es igual a la concentracién de los niveles en sangre.
(35 J,

En experimentos "in vitro" se ha observado que la Ampici
lina inhibe la Lipolisis a concentraciones menores de 3 ng./
100 ml., puede directamente afectar a 1la liposa pancredtica
6 alterar el estado fisiolégico del sustrato. ( 36 re

1).- En el Embarazo.- La Ampicilina es rapidamente trans-
ferida de la madre al feto, la administracién intravenosa de
muestra que los niveles en suero decrecen casi hasta cero en
un lapso de 2 hrs., Ampicilina fué encontrada en el suero fe

.tal 30 min. después de la dosificacién maternal, en este §l-
timo hay grandes concentraciones, mayores que los niveles

minimos para la inhibicién de muchos organismos causantes de
infecciones intrauterinas y se alcanza el equilibrio entre

ambos sueros en 1 hora. En el fluido amniético aparece a los
90 min. y la concentracién se mantiene durante 8 hrs., des -
pués emnieza a decrecer hasta las 19 hrs., este fluido es el

mejor sitio de unién para estos antibiéticos. La participa -
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cibn aFtiva fetal es sugerida como mecanismo para alcanzar -
altos niveles en el fluido amniético en embarazos viables.
Por lo expuesto anteriormente Ampicilina puede ser utiligada
en el tratamiento de Amniétitis y sepsis intrauterina fetal,
( 37 38 ).

Por otra parte, Ampicilina administrada 500 mg. c/6 hrs.
por 3 dfas, hace decrecer el estriol en la orina, pero no
tiene efecto sobre el estradiol no conjugado del suero. Por
este motivo es contraindicado eﬁ embarazos de alto riesgo.
(39).

Experimentos en cuyes embarazadas, aplicandoles una infu-
sién continua de Ampicilina, dieron como resultado niveles
constantes que fueron : suero materno, suero fetal y fluido
amniético 300, 50 y 0.1 /ml. . Los médximos niveles de Ampi-
cilina después de una sola inyeccién de 100 mg./Xg. fueron :
suero materno, suero fetal 500 y 42 /ml., en 90 min. respec
tivamente. La vida media en el suero materno fué de 75 min.
( 40 ).

m) .~ Distribucién.- En conejos despies de haber administra
do 50 mg./Kg., Ampicilina se distribuye en orden decreciente
en : duodeno, rifién, estémago, plasma, pulmén, corazén, mis-
culo, bazo e higado.

En ratas se encuentra en plasma, riiién e hfgado y después
de unz hora se acumula en pulmones, misculo y bazo. ( 41 y

42 ).



n).- Tormacién de un metzbbdlito.— Se ha cncontrado un me-
tzbblito en orina, suero y tejido homogenado de rata, se
piensza cue es un compuesto formado por la interzccidn del
grupo amino de la Ammicilina con acetaldehfdo. Se ha hecho
estudios en homogenado de higado y rifién con resultados posi
tivos, pero la transformacidén es reversible, esto se confir-

né por cromatografia en capa fina. ( 43,44 y 45 ).

5.- Toxicidad y Efectos sobre el Organismo :

a).— Toxicidad sobre el Sistema Nervioso Central.- Ampici
lina no tiene ninglin efecto sobre el S.N.C., excepto por al-
gunos estudios en perros, en los que se ha observado un pa -
trén repetido de pleocitosis en el fluido cerebroespinal.
(45 ).

b).- Efectos Teratogénicos.- Tampoco fueron observados es
te tipo de efectos en ratas a las cuales se les dieron dosis
de 1 g./Kg./dfa . La DL 50 fué de 3.75 g./Kg., administrada

. intravenosamente. ( 46 ),

c).- Toxicidad sobre la piel.- En ratones exhibe poca to-
xicidad y produce una moderada irritacién local después de
su administracidén intramuscular, ademds no se acumula. ( 47
y 48 ).

d).- Efecto sobre Gl4ndulas Adrenales.- Ampicilina admi -
nistrada intramuscularmente 50 mg./Kg., en 2 inyecciones a

un retén, decrece el nivel de catecoldminas especialmente de
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adrenalina en las gldndulas adrenales, sin afectar a las
catecoldminas en sangre. ( 49 ).

e).— Efecto sobre Misculo Liso.— La Sal de Sodio de la
Ampicilina tiene un efecto relajante sobre el misculo, su
accidn es directamente miocinf{tica sobre los misculos bron -
ouiales caninos "in vitro", e incrementa la respiracién pro-
funda. ( 50 ).

f) .- Efecto sobre el Utero.- La Sal de Sodio de Ampicili-
na induce une accién inhibitoria sobre el misculo uterino de
cuy, resultados similares se obtienen en perros. ( 51 ).

g) .- Efecto sobre el tracto biliar.- Amnicilina causa la

relajacién del tracto biliar. ( 52 y 53 ).

6.— Determinacién :

Se puede realizar vor muy variados y diferentes métodos,
los més importantes son :

a).- Cromatograffa en Capa Fina.- Es de los mds utilizados
por su facilidad de elaboracién, répida resolucién y la gran
sensibilidad del método. Existen muchas técnicas paras llevar
a cabo la identificacién, separacién y cuantificacidn de es-—
te tivno de antibidticos por por dicho procedimiento. Las vnrin
cipales se hacen sobre placas de Silicagel con indicador UV,
los eluyentes, vor ejemplo (Eluyente.— 20 : 15 : 3.5 de
Cg Hg : Dioxano : AcOH) varisn segdin el investigador, al
igusl oue los reveladores, de estos dltimos los més emvlea -
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dos son : Solucidn de Ninhidrina al 0.3 5 en Acetona ( 54 ),
Sulfato de Cobre Amoniacal (sensibilidad 30 ) ( 55 ), Aci-
do Cloroplédtinico (sensibilidad de 0.05 a 0.3 ) ( 56 ), Va
vores de I,, Solucién de Br, al 5 %, Solucién de Fluorescef-
na de Sodio al 0.25 % ( 57 ), luz U.V. (254 nm.), Solucién

de I - NaN,,

es espec{fico para Ampicilina. ( 59 ).

Solucidn de I, 0.1N. ( 58 ) y Niquel, el cual

Dentro de este método existe una técnica especial de fase
reversa. ( 60 y 61 ).

b).- Cromatograffa en Columna.- Este método permite la
purificacibn, separacién y determinacién de la Ampicilina y
sus derivados, es muy sensible. ( 62 ).

¢).- Cromatograff{a en Geles de Dextranas.- Es un m&todo
muy dtil para separar : penicilinas, peiciloatos y peniciloi
amidas. ( 63 ).

d).- Espectrofotometria :

i).- Directa.- Se basa principalmente en medir la absor —
vencia méxima del ciclo B-lactama de las penicilinas. Se pue
de llevar a cabo con la sustancia aislada o en mezclas, la
primera se realiza a 320 m ( 64 ), y la segunda a 268 m a
un pH de 5. ( 65 ).

ii).- Colorimetrica.- Tiene como fundamento, la formacidén
de un compuesto colorido, el cual da una absorvancia méxima
espec{fica, que se puede medir en un espectrofotémetro. Las

mis usuales son : Reaccién con Ninhidrina a 570 m ( 66 )3
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Como un comvlejo de Cobre ( gut? Ja 313 - 315 m con un pH
de 6.5 ( 67 ); y por reduccién del Acido Fosfomolibdico a
T70im o {68 )

iii).- Fluorometricz.- A diferencia de la colorimetrica es-
ta técnica se fundamenta en la formacién de un compuesto
fluorescente que tiene una emisién y exitacidn especificas.
La reaccién es con fluorescefina en solucién alcalina, la
cual da una emisidén en 422 m y exitacién en 346 m ( 69 ),
este método puede usarse para la determinacién de Ampicilina
en suero y orina, por intercambio.

iv).- Infra Rojo y Resonancia Magnética Niclear.- Son mé -
todos muy especfficos y utiles en el 4nalisis cualitativo y
cuantitativode penicilinas. ( 70 y 71 ).

e).- Titulacién con Formol.- Es un método volumetrico, po
co usado pero cue también es util en la determinacién de es-
te tivo de antibidticos. ( 72 ).

f).- Electroforesis de Alto Voltaje.- Es el més sofistica
do de los métodos mencionados, pero muy efectivo para reali-

zar la separacidén y determinacién de Ampicilina en el plasma

(3%

7.- Destrucciédn de las Penicilinas :
Varias enzimas hidrol{iticas, pueden atacar destruir las
y ¥ v
penicilinas. La mds comin llamada penicilinasa, es producida

por @iferentes bacterias vatéccnos Grem ( + ) y Gram ( - ),
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debido a esta enzima, dichas bacterias son resistentes a las
penicilinas., Estas penicilinasas bacteriales, atacan 1a
unién B-lactama de las penicilinas, por lo que se les da el
nombre de B-lactamasas.

La capacidad de algunas bacterias para producir penicili-
nasa es constitutiva, vero en otras puede ser inducida Ej. :
Ciertas cepas pueden ser sensibles a las penicilinas porgue
no producen penicilinasa, sin embargo al entrar en contacto
con concentraciones no letales de cualquier penicilina, pue-
den inducir la formacién de la enzima Yy a partir de entonces
las bacterias podrdn resistir concentraciones letales de pe—
nicilinas.

Otro punto de vista importante, es recordar que la produc
cibén de penicilinasa por un pegueflo mimero de bacterias, pue
de ser eliminada con altas concentraciones de penicilinas.
Por otra parte hay que considerar que vodrian encontrarse
grupos de bacterias infectando tejidos, capaces de producir
suficiente penicilinasa para inactivar a la penicilina pre-
sente. A partir de esto podemos entender poraue en el trata-
miento de infecciones con penicilinas se procure mantener ni
veles altos de estas sustancias en sangre y fluidos corpora-
les mediante dosis repetidas a intervalos espec{ficos de
tiempo.

La resistencia de cepas bacterianas hacia las penicilinas

se puede deber a el uso tan exagerado y algunas veces descuvi
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dado de estos antibibticos, auncue hay evidencias de que las
cepas productoras de penicilinasa existen antes de empezar
el tratamiento.

Otra clase de penicilinasa es producida por muchos gene -

ros comunes de hongos, incluyendo a Penicillium, Aspergillus

¥y Mucor. Las penicilinasas producidas por estos organismos
difieren de la B-lactamasa bacterial, en que ellos atacan la
unién peptfdica entre el 4cido 6 — aminopeicilénico y los
radicales " R‘s ". Istas enzimas también son llamadas Peni -

cilinamidasas. ( L4 ).
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II.B.- GENERALIDADES SOBRE FAGOZITOSIS :

Los mecanismos de defensa del organismo contra una infec—
cién pueden ser Inesnecificos y Espec{ficos, entre los prime
ros se encuentra uno de los mds importantes, el de la Fagoci
tosis, que es un proceso por el cual son.ingeridas y destrui
das : bacterias, partfculas de material dafiino 6 imitil de
diversa indole, polvo de carbén inhalado, restos de eritroci

tos 6§ de celulas muertas, etc... .

l.- Historia :

Metchnikoff (Premio Nobel eg 1884) fué el primero en sos-—
pechar que el poder de algunas celulas ameboides para inge -
rir un nimero limitado de hongos en Daphnia (pulga de agua),
tenfa que ver con la defensa del animal contra la infeccidn
por dichos hongos. El 1lamé a esas celulas ameboides " celu-
las fagoc{tfcas ". ( 14,L9,L10 y L1l ).

Desvués Denys y Leclef en 1895 y 1898 observaron la impor
tancia de los componentes hemfticos no celulares en la inges
_tién fagocitica, ya que el suero inmune de un paciente esti-
mulaba mucho més la fagocitosis ocue el suero de un individuo
normel. Esto hizé pensar que existfa en el suero irmune una
sustencia capaz de estimular la actividad fagoc{tica de los
leucocitos. ( L10 y L1l ).

Posteriormente Wright y Douglas en 1903 demostraron que
el aumento de lz fegocitosis causado por el suero inmune se

debe a la accibén de un componente de &ste sobre las bacte -
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rias mds cue sobre los leucocitos. Wright 1lamé a este compo

nente Opsonina. ( 19,510 y L1l ).

2.- Celulas Fagoc{ticas :

Hay 2 variedades principales de celulas fagocfticas : Ma-
créfagos y Micréfages.

Los macréfagos incluyen a las celulas del Sistema Reticu-
loendotelial e histidécitos, y pueden ser fijos 6 migratorios
Los fijos revisten el endotelio de los capilares y senos de
organos como : bazo, hfgado, medula 6sea y ganglios linféti-
cos. Los migratorios viajan por todos los tejidos y ayudan a
reparar las lesiones destruyendo y absorviendo los materia -
les muertos y colaboran a suprimir los eritrocitos gue han
salido de los vasos sangufneos. Como su nombre lo dice son
celulas de gran tamafio y gran habilidad para faqocitar mate-
riales extrafios. ( L9,L10 y Ll2 ).

Los micréfagos son los leucocitos polimorfonucleares, los
cuales se originan en la medula 8sea y comprenden aprokinadg
mente el 70 % del nimero total de celulas blancas en la san-
gre. Se llaman as{ vor el lobulado natural de sus ndcleos,
ademés son celulas granulociticas, han sido descritos 3 ti -
pos basandose en la naturaleza de los pequeiios granulos en -
su citovolasma : Eosinofilos, se tifien de rojo obscuro con co
lorantes 4cidos como la Eosina ; Baséfilos, se tifien fuerte~

mente con colorantes bésicos como el Cristal Violeta ; y Neu
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tréfilos que no tienen ninguna afinidad en partfcular por co

lorantes #4cidos 6 bdsicos. De ellos los aue poseen mayor ac-—

tividad fegocfitica son los neutréfilos. ( 14,LS,L9,L10 y I12 ).
Una caracter{stica importante de los polimorfonucleares es

que puecen moverse entre los tejidos y fluidos del cuerpo

por medio de pseudopodos y de esta manera llegar a donde se

encuentran las partfculas de material extra®io, para fagoci-

tarlas.

3.- Accidn Opsénica :

Hay una serie de factores ocue influyen sobre la actividad
fagoc{tica. En primer lugar esta el contecto cue se estable-
ce entre la membrana celular de la célula fagoc{tica y la
particula extrafia, en este paso los primeros en influir son
los commonentes del suero sanguineo, llamados ogsoﬂingg. La
principal caracterfstica de la actividad opsénica es la habi
lidad de estas sustancias (que son anticuerpos) para cubrir
a la vartfcula extrafia limitando su mobilidad y.de esta mane
re. dar oportunidad a que se adhieran a la membrana celular
del fagocito.

Sstudios hechos por Wright comprobaron que el componente
estimulante de la fagocitosis en el suero llamado opsonina,
era termoldbil. La posible identidad entre la opsonina del

suero normal v el complemento fué sugerida vor su termolabi-

lidad. Pero 'insser, Enders y Fothergill sedalaron que esto



no significa forzozamente que la opsonine normal sez lo mis-—
mo cue el complemento.

Zinsser, Enders y Fothergill llegaron a la conclusidbn de que
factores 6 anticuerpos séricos especf{ficos pueden participar
en ambas acciones opsénicas, la normal ¥y la inmune.

La sustancia termoldbil parecida al complemento dcelera
la fagocitosis sobre todo cuando hay anticuerpos en tf{tulos
relativemente bajos, la accién de este componente es menos
aparente si se utilizan cantidades elevadas de anticuerpos.
( L4,L8,010 y 112 ).

Las ovnsoninas son verdaderos anticuerpos cuya concentra -
cibén se incrementa con el proceso inmunitario, con el que
adcuieren su caricter de especificidad. En general no ha si-
do posible demostrar una relacién constante entre los compo-
nentes del complemento y la opsonizacién. Pero se ha demos —
trado cue el comvonente termol4bil de las opsoninas en suero
humano es identico a las piezas Ci s Cé v Ci en combinacién,

mds no separadamente. ( L12 y L13 ).

4.- Inmonoglobulinas e Hipersensibilidad :

Ahora se szbe que las opsoninas son anticuerpos espec{fi~
cos cue vertenecen a las Igt e IgM, de estas las primeras
son las mds abundantes en los fluidos internos del cuerpo,
verticularmente extravasculares, donde combaten a microorgas

nismos invasores y sus téxinas, formando complejos con ellos
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oue puecden adherirse facilmente a las celulas fagoc{ticas,
poroue estas celulas tienen receptores de superficie especia
lizados para sitios sobre la porcién Fc de IgG (y también de
¢ ).

La Hiversensibilidad del tivo II 6 Citotdxica se debe a
lo expuesto anteriormente, ya que el anticuerpo se une. al an
tigéno sobre 1la superficie de la célula causando la fagocitg
sis de la célula por adherencia ovsénica (Fc) o adherencia
inmune (Cé) 6 la célula muere por overacidn de un sistema 2

tico de las fracciones Cé v Cé del Complemento. ( L1l ).

5.- Quimiotaxis :

Este fenémeno también ayuda a que se efectué la fagocito-
sis, se considera positiva (atraccidén) cuendo se ejerce una
migracién de los leucocitos hacfa bacterias vivas o muertas,
extractos bacterianos, proteasas, peptonas y dextrinas proce
dentes de la descomposicién parcial de protefnas y polisacé-
ridos de origen bacteriano y tisular. Polisacdridos especifi
cos de Staphilococcus y otras bacterias Gram (+) son neta -
mente guimiotdcticos, también lo son polisacdridos no bacte-
rianos como almidén soluble, goma arzbiga e inulina, y las
#lucoprotefnas de la mucina géstrica y del humor vitreo.

Un ejemplo de quimiotaxis negativa (no hay atraccién) lo
dan las endotoxinas de las bacterias Gream (-).

E1l mecanismo de la migracién quimiotdctica no esta aclara
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do todavia. Se supone gque los efectos 8smoticos y la diferen
cia de potencial de superficie entre el leucocito y la célu-
labacteriana o la partfcula, son las causas de la emigracién

( 110 ).

6.— Factores ocue afectan la Fegocitosis "In Vitro" :

a).— Contacto de fagocito y partfcula.- Fenn llegé a la
conclusién de aque la intensidad de la fagocitosis depende,
er condiciones ideales, de las probabilidades de colisién en
tre fagocitos y partficulas. Las probabilidades de colisidn‘
en suspensiones liguidas dependeran del volumén y densidad
de las partfculas en relacién con el volumén y densidad de
las celulas fagoc{ticas. Las particulas densas sedimentan en
forma mAs répida en un campo gravitacional y alcanzan a los
facocitos rapidamente, ademis las particulas voluminaesas y
los acumulos de celulas tienen mayor oportunidad de estable-
cer colisidn con los fagocitos que las particulas pequefas y
las celulas dispersas. También comprobd cue la intensidad de
la fagocitosis varf{z en proporcidén directa a la répidez de
mezcla durante la incubacidén. ( L10O ).

b).- Ingestién.- Consideraciones fisicas indican que el
hecho de aque despuds de establecido el contacto se produzca
§ no la ingestién, depende de las fuerzas de energfa de sup-
perficie entre la vparticula y el medio lfcuido, el fagocito

v el 1{fcuido, y el farsocito y la partfcula. La ingestién es
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favorecida por los sicuientes factores : i) Aumento de ener-
gla de sunerficie entre la partfcula y el lfguido suspensor,
ii)‘Disminucidn de energfa de superficie entre el fagocito y
el medio susvensor, y iii) Disminucién de energfa de la in -
terfase entre la partficula y el fagocito.

Berry llegd a la conclusién de que la fagocitosis zumenta
cuando disminuye la tensién superficial o energfa de superfi
cie del leucocito, pero disminuye cuando se produce una re -
duccidn en la tensién superficial de la bacteria. ( L10 ).

c).- Efecto de Sales.- La fagocitosis puede ser afectada
por varios iones. Los yoduros, fluoruro, sulfito y citrato
de sodio disminuyen la fagocitosis. E1 cloruro de calcio es
el dYnico que aumenta netamente la intensida de la fagocito -
sis.

d).- Efecto de la Temperatura.— La mayor parte de los in-
vestigadores estdn de acuerdo en que la intensidad de la fa-
gocitosis aumenta al elevarse la temveratura hasta 40 § 44°G
Ellingson y Clark comprobaron aque de 38 a 40°C era la tempe-
ratura optima para la fagocitosis de Staphilococcus en la

sangre humana. ( L10 ).

T.- Fagocitosis de Superficie :
La fagocitosis también puede ser llevada a cabo en ausen -
cia de anticuerpos, pero devende de la naturaleza de la su -

perficie, la cual tiene cue ser rugosa para impedir que el -
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microorsanismo escape y ademds nara facilitar el trabajo del
facocito. En superficies lisas no se puede efectuar sin la

ayuda de los comvonentes séricos. ( L4 y L1O ).

8.— Tipos de Fagocitosis

a).—- Esvontdnea.- Participan relativamente pocos fagocitos
¥y se ingiere un nmimero muy pequeflo de bacterias, no se re -
ouiere ni de anticuerpo ni complemento. Ej. : Fagocitosis de
Suverficie.

b).- Normal.- Se produce intensamente, pueden intervenir
el complemento, el anticuerpo normal 6 ambos.

c).- Inmune.- Es muy activa, pero necesita del anticuerpo

especifico y del complemento vara acelerar el proceso. ( L10 ).

9.- Mecanismo de la Fagocitosis :

Tan f4pido como el contacto es establecido entre la bacte
ria invasora y una célula fagoc{tica, la bacteria es general
mente ingerida vor la célula, pero hay almunas como Neumoco-
ccus, Streptococcus, Haemophillus y otros cue noseen una es-
tructura capsular la cual les permite evadir la accibn fago-
cf{tica en un individuo normal, ya que en uno inmune al mate-
rial cavsular especifico, esta ventaja es neutralizada.

1 hecho de enguir une nartfcula extraia dentro de la cé-
lula ha sido recientemente establecido.: Una vez cue la par-

t{cula es encuida por la célula, queda rodeada por una por -
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cién de la membrena celular formando une especie de vacuola
llamada Fagosoma. Las enzimas degradativas (por ejemplo 4ci-
dohidrolasas) de una célula estan contenidas en unas estruc-
turas, también parecidas =z las vacuolas, llamadas Lisosonas,
la produccidn de estas enzimas es llevada a cabo inmediata-
mente desnués de que la partfcula es ingerida. Dentro de la
célula el Fagosoma y el Lisosoma se fusionan parz formar
otra estructurz llamada Fagolisosoma, donde la particula ex-
trafia es atzcada por las enzimas degradativas y digestivas.
El Fagolisosoma conteniendo los restos de la partficula es
eliminado de la célula u olvidado en el citovplasma.

Sin embargo la faegocitosis puede no ser benefica contra
una infeccién, ya cue hay numerosos ejemplos de microorganis
mos cue se multivlican dentro de los fagocitos (por ejemplo
Brucellas y virus) y ademds estas celulas pueden protejer al
microorganismo de anticuerpos y antibidéticos y al mismo tiem
po ofrecer un medio de transportacién a otras regiones del

cuerpo. ( L1l y Ll2 ).

10.- Métodos de Estudio :
+ Las investigaciones m4s precisas sobre fagocitosis se han
efectuado "In Vitro", generalmente empleando como celulas fg
gocf{ticas a los neutréfilos, poraue son los leucocitos més
abundantes en la sangre y pueden obtenerse con relativa fa -

cilidad.
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£l método principal es la técnica del Indice Fagocitico,
descritd por Wright y Douglas en la cue determinan el ndmero
medio de partficulas ingeridas por cada leucocito en un werio
do de tiempo especi{fico.

También se puede estudiar la fagocitosis cualitativamente

"In Vivo", vor métodos histolégicos. ( L10 ).

11.- Medicién de la Actividad Opsénica :

Para realizar esta se utiliza la técnica anterior, deter-
minando el Indice Fagoc{tico de un paciente inmune y el mis-
mo Ifndice de algunas personas consideradas normales. El Indi
ce Opsdnico del paciente se calcula dividiendo su Indice Fa-—
goc{tico entre el Indice Fagoc{tico Normal.

Cuando es mayor cue 1 indica cue el poder opsonizante es-
mayor cue el de los individuos normales y cse observa en pa -
cientes cue se encuentran en recuveracién.

También se ha utilizado la vprueba opsonocitofdgica para
la deteccidn de Brucelosis; Se mezcla sangre fresca citrata-
da del paciente con un volumén igual de una suspensién con =
centrada de germenes lisos de Brucella. La mezcla se incuba
en bado Maria a 37°C durante 30 min. . Se examinan frotis te
Aidos y se valora el grado de fagocitosis vor los leucocitos
nolimorfonucleares semin el mimero de bacterias ingerido :

Fersocitosis necativa Ninguna bacteria ingeridas.

zocitosis ligers 1 a 20 bzcterias ingeridas.

(6]
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Fagocitosis moderada 21 a 40 bacterias ingeridas.

Fesocitosis intenssz + de 40 bacterias ingeridas.

Los individuos con fagocitosis negativa § ligera, probe -
blemente sean sensibles a la Brucelosis. Una fagocitosis in-
tensa indica fuerte inmunidad, esto ce presenta en un conva-
leciente o en una persona restablecida de la infeccién. Fago
citosis moderada se observa en personas gque estan inmuniza -

das pero cque pueden sufrir la emfermedad. ( L10 ).

12.- Fagocitosis en la Valoracién de Antisépticos y Anti -
bibdticos :

Bl coeficiente fenblico y otros indices de actividad ger-
micida solo proporcionan informacién parcial para estimular
el valor de entisépticos y antibibticos. Los productos cquimi
cos téxicos para las bacterias, también pueden serlo para
los tejidos humanos. Una valoracién completa necesita la de-
terminacién de la concentracién a la cual inhibe 8 mata a las
‘bacterias sin lesionar los tejidos humanos.

Welch y Hunter modificaron la prueba opsonocitofédgica pa—
ra la deteccidén de Brucelosis, con el fin de valorar la toxi
cidad de diversos antisépticos y antibidticos de uso comin.
Bsta técnica mide la concentraciédn del antiséptico § antibid
tico cue inhibe la fagocitosis. ( L10 ).

Tembién la técnica mide a que concentracidn no se inhibe

la fagocitosis, con lo cucl se puede saber si el farmaco es
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téxico, ademds se nueden hacer estudios comnarativos.

13.- Estudios acerca de la Accidn de la Ampicilina sobre
la Fagocitosis :

Estudios "In Vitro" indican que la Ampicilina es capaz de
unirse a los linfocitos sangufneos, ademds se ha observado
cue la presencia de concentraciones no letales de este anti-
bidtico enmascara la actividad fagoc{tica de los leucocitos

sansuineos para L. monocitogenes. Pretratamiento de los macré

fagos con las drogas, no tienen efecto sobre la actividad fa
gocitica, el mecanismo de accidn de los antibidticos sobre
la fagocitosis afn no es bien conocido. ( 74 y 75 ).

Por Yltimo se sabe que la actividad fagocftica decrece en
los dfas 4° al 10° después de la administracién oral de 800
uw/Kg., 2 veces al dfa durante 4 dfas de Ampicilina, poste -

rior = los 23 dfas de inmunizacién con eritrocitos. ( 76 ).
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III.- PaRTE ZXPERINENTAL

ITI.A.- DET=uUMINACION CITOTOXICA ZF LA AMFICILINA
"IN VITRG Y,
A.l.- Obtencidn del NMaterial Bioldgico.
A.2.- Preparacibdn del Anticéno (Cepa Bacterianz).
A.3.- Preparscién de las diluciones del
Antibidtico y el Testigo.
A.4.- Técnica.
III.B.~- DETERMINACICHN CITOTOXICA DE LA AIPICILINA
" IN VIVO ".
B.l.- Formacién del Abceso.
B.2.- Adninistrecidn del Antibidtico.
B.3.- Obtencidn del Material Bioldgico.

B.4.- Técnica.

El método emnleado para determinar la citotédxicidad de 1la
Ampicilina, es el descrité en 1940 por Welch y Hunter en la
valoracidn de antisépticos y antibiéticos. Tiene por objeto
~ demostrar la toxicidad de estos compuestos por medio de la
inhibicién de la Fagocitosis y recibe el nombre de " IKDICE

OPSONOCITOFAGICO ". ( 77 ).
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ACION CITOTOXICA DE LA ALPICILINA

ITI.A.~- DeTHRKMI

W IN VITRO *;

1.- Obtencién del Material Bioldgico :

Seleccionar un conejo sano, y colocarlo en una caja con
sovorte movible, el cual permite acomodarlo de tal manera
oue el cuello del mismo quede entre el soporte y la caja, fa
cilitando asf la salida de la cabeza del animal, evitando el
movimiento de este al momento de tomar la muestra. Desvués
desinfectar la zona de la vena marginal de la oreja con alco
hol § solucidn de Iodo y dar masaje con el fin de estimular
la circulacién ; se procede a puncionar ls vena asepticdmen~-
te, para obtener 2 ml. de sangdre en una jeringa con una agu-
Jja de calibre 22, en la cual fué puesto con anterioridad 1ml
de una solucién de Citrato de Sodio al 2 % (la dilucidn del
Citrato de Sodio es de 0.78 %), mezclar con la sangre cuida-
dosamente, paras evitar que se coagule, v ensecuida pasarla a
un tubo de ensaye, esté dltimo se coloca en el refrigerador
vara impedir cue los volimorfonucleares sufran lisis. La
muestra de sangre obtenida de esta manera deberd utilizarse

en un tiemvo mdximo de 5 horas después de la puncién.

2.—- Preparacién del Antigéno (Cepa Bacteriana) :

(Cena de Stanhilococcus aureus, coazulasa positivo).

Inocular la cepa en un medio de Acar nutritivo, vpara desz
rrollar su crecimiento, incubcr durante 43 hrs. 2 una tenpe-

ratura de 3700. Desnués cosechar el desarrollo bacteriano
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con solucidén Selina Isbétonica, formando una susvensién, esté
se coloca en un matraz ¥y se le afizde un volumén iguzl de una
solucidn de Sulfato de ﬁierro v Amonio al 1 5 (con el fin de
sensibilizar la vered celular de las bacterias), dicha sus -
pensién se incuba durante 2 a 3 hrs. = 37°C, posteriormente
centrifugar y desechar el sobrenadante, el boton celular se
lava 2 veces con solucién Salina Isétonica y finalmente agre
gar 2 veces el volumén de celulas de soluciédn Salina Isétoni
Cae il BT30 ).

Esta susvensidn bacteriana, para ser utilizada debe diluir
se hasta obtener una concentracién de 500,000,000 de celulas
por ml. ; lo anterior se lleva a cabo por medio del método
de Macfarland, a base de una curva standart de Sulfato de
Bario. ( L14 ). La suspensién as{ preparada puede utilizarse

en un tiempo méximo de 30 dfas.

3.- Preparacién de las diluciones del Antibidtico y el
Testigo :
Pesar 1000 mg. de Ampicilina y disolver en 10 ml. de solu
cién Salina Isétonica, para obtener una concentracidn de
100 mg./ml. oue eouivale a la dilucién 10°.
Después tomar 1 ml. de la dilucién anterior y afiadir 9 ml
de solucién Salina Isbtonica, para obtener una concentracién

3k

de 10 me./ml., aue ecuivale 2 la dilucién 10~ y de esta mane

ra se vorocede consecutivamente hasta obtener una concentra -
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¢ién de 0.000,000,01 mg./ml., aue ecuivale a la dilucidn

10720, g1 testigo es la solucién Salina Isétonica.

4.- Técnica :

a).— Colocar 0.2 ml de las diluciones del antibiético en
tubos de 13 x 100, previamente marcados par c/u de las dilu-
ciones. Para prevarar el testigo, se sustituyen los 0.2 ml
de la dilucién por solucién Salina Isétonica.

b).- Homogenizar la sangre agitando y afiadir 0.2 ml de
ella en °/tubo.

¢).- Por dltimo agregar 0.2 ml de la susnensién antigéni=-
ca en ®/tubo.

d).— Después colocar los tubos en una incubadora a 37°C,
agitando c/10 min.(para incrementar el contacto entre bacte=
rias y fagocitos), durante 1 hora.

e).- Transcurrido el tiempo de incubacidén agitar suavemen
te c/u de los tubos y proceder a realizar 1 8§ 2 frotis de
c/dilucién, sobre un portaobjetos limpio y desengrasado, pro
curando terminar el frotis a la mitad del portaobjetos, ya
cue los leucocitos tienden a acumularse en la dltima porcidn
de la pelicula de sangre. E1 frotis puede ser secado a2l me -
chero 8 por medio de una corriente de aire caliente.

f).- Posteriormente tefiir los frotis con colorante de
Aright, de la siguiente manera : agresar 0.5 ml. de coloran-

te o °/frotis y dejar telir durante 1 min., después asregar
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1 ml. de Buffer de Fosfatos a pH de 6.5 y dejar tefiir otros
4 min. . Lavar con agua corriente § con la misma solucidn
Buffer y secar al aire. ( L15 ).

g) .- Observacién al lMicroscopio: Colocar el frotis sobre
la platina y buscar el campo deseado vor medio del objetivo
seco fuerte, desfués observar con el objetivo de inmersién,
con el fin de contar el ndmero de bacterias fagocitadas en

25 polimorfonucleares.

Nota : Todo el material y las soluciones empleadas en

esta prueba deben estar perfectamente esteriles.
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:como bzse la concentracién téxica de la ampicilina encontra-
da en el experimento " In Vitro", a partir de esta calcular
la concentracién de Ampicilina cue se debe administrar al
conejo.

Calculos :

Dilucién téxica " In Vitro " : 107> = 0.1 mg./ml.

0.1 mg, ————- 1 ml. (sangre)
X mg. ————- 5000 ml. (sansre).(zdulto)
x = 500 mg.

(2dulto) 50 Kg. ————- 5000 ml. (sangre)

(conejo) 3 Kg., ————- x ml. (sangre)

x = 300 ml. (sangre)

500 mg. ————- 5000 ml. (sangre) (adulto)
X mg. ————m 300 ml. (sangre) (conejo)
x = 30 mg. de Ampicilina,

Dosis caculada : 30 mg. de Ampicilina cada 6 horas.

Hay oue considerar, aue en el experimento " In Vitro ",
la concentracién del antibiético en sangre es total y que al
administrar la misma sustancia a un ser vivo, la absorcién
por el organismo no es del 100 %, y ademds existe excrecién
del mismo, vor estos motivos se debe utilizar una concentra-
cibén de : 240 mg. de Ampicilina cada 6 horas, para obtener
la inhibicién de la fagocitosis. Esta concentracién se obtu—
vo duvlicando consecutivamente la dosis calculada al inicio

del experimento.
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3.- Obtencidn del Material Bioldgico :

Colocar al conejo en una caja con soporte movible, el
cual permite acomodarlo de tel manera que el cuello del mis-
mo cuede entre el soporte y la caja facilitando as{ la sali-
da de la cabeza del animal, evitando el movimiento de este
a2l momento de tomar la muestra. Después desinfectar la zona
de la vena marginal de la oreja con alcohol o soluciédn de
Todo y dar masaje con el fin de estimular la circulacién ;
se procede a vpuncionar la vena asepticédmente, para obtener
1 ml. de sangre en una jeringa con una aguja de calibre 22,
en la cual fué puesto con anterioridad 0.05 ml. de una solu-
cién de Citrato de Sodio al 2 % (la dilucidbn del Citrato de
Sodio es de 0.78 %), mezclar con la sangre cuidadosamente, =
para evitar oue se coagule, y enseguida pasarla a un tubo de
ensaye, esté Ultimo se coloca en el refrigerador para impe -
dir aque los polimorfonucleares sufren lisis. La muestra de
sengre obtenida de esta manera deberd utilizarse en un tiem-—
po méAximo de 5 horas despuds de la puncién.

Los 2 conejos tanto "testigo" como "vroblema" son mues -
treados de la forme descritd anteriormente, a las 24 y 48 ho
ras de haber iniciado el tratamiento con el antibiético en
cuestién.

Se debe temer cuidado en marcar y rotular verfectamente
las muestres, con el fin de no confundirlas y evitar resul -

tados erroneos.
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4.- Técnica :

a).- lomogenizar la sansre, tanto del "testigo" como del
"problema" zagitando y colocar 0.2 ml. de c/u en sendos tubos
de ensaye marcados resvectivamente "testigo" y "problema".

b).- A continuacién afiadir 0.2 ml y 0.4 ml. de solucidn
Salina Isétonica al "testigo" y "vproblema" respectivamente.

c).- Por dltimo agregar solamente al "testigo" el antigé-

'

no (suspensién bzcteriana de Sthavhilococcus aureus, la cual

debe tener una concentracién de 500,000,000 de celulas/ml.).
Lz manera de preparar dicha suspensién se describe en la pa-
gina ( 34 ). Al "problema" no se le afade el antigéno, debi-
do a que este se debe encontrar en la sangre al momento de
tomar la muestra.

d).- Desvués colocar los tubos en una incubadora a 37°C,
agitando ©/10 min.(para incrementar el contacto entre bacte-
rias y fagocitos),. durante 1 hora.

e).- Transcurrido el tiempo de incubacidén agitar suave -
A mente c/u de los tubos y vproceder a realizar 1 § 2 frotis de
c/u de ellos, sobre un portaobjetos limpio y dessengrasado,
procurando terminar el frotis a la mitad del portaobjetos,
ya que los leucocitos tienden a acumularse en la dltima por-
cién de la pelicula de sangre. E1 frotis puede ser secado al
mechero o por medio de una corriente de aire caliente.

f).-Posteriormente tefiir los frotis con colorante de

Wricht, de la sicuiente mznera : agregar 0,5 ml. de coloran
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te = ®/frotis v dejar tefiir durante 1 min., después agregar
1 ml. de Buffer de Fosfatos a pH de 6.5 y dejar tefiir otros
4 min. . Lavar con agua corriente 6 con la misma solucién
Buffer y secar al aire. ( L15 ).

g).— Observacibn al Kicroscopio: Colocar el frotis sobre
la platina y buscar el campo deseado por medio del objetivo
seco fuerte, después observar con el objetivo de inmersién,
con el fin de contar el nimero de bacterias fagocitadas en

25 polimorfonucleares.

Nota : Todo el material y las soluciones empleadas en

esta prueba deben estar perfectamente esteriles.
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IV.- RESULTADOS

Se deben estimar, sezin el grado de fasocitosis cue pre -
sentan las celulas :

Fagocitosis negativa = ninguna bacteria ingerida.

B, " ligera =1 a 20 Dbacterias ingeridas.
B, " moderada = 20 a 40 bacterias ingeridas.
F., " intensa = + de 40 bacterias ingeridas.

Al haéer la observacién microsconica, fué muy diffcil po-
der contar el nimero de bacterias fagocitadas, por lo cue
los resultados estan reportados en base a la presencia §
ausencia de fagocitosis.

El experimento " In Vitro " se realizé 25 veces, de las
cuales las 10 primeras sirvieron para eliminar las dilucio -

nes 10710, 1079, 1078

y 10_7 ya que en estas se observaba
una fagocitosis muy intensa.
Las siguientes 10 se llevaron a cabo con las diluciones

B v 107 tan =

restantes, determinando cue las diluciones 10
bién presentaban una fagocitosis intensa.

Los dltimos 5 ensayos fueron para confirmar cual era la
‘dilucién en la cue se inhibfa la fagocitosis (punto final t§
xico), la observacién dié como resultado aque la dilucién té-
Xica es lO_3 aue equivale a una concentracién de 0.1 mg./ml.

E1l experimento " In Vivo " se realizé 6 veces : En los l%
2°, 39, 4° v 5° ensayos se utilizaron dosis de 30, 60, 120,
150 y 180 me. C/6 hrs. resvectivamente y en ninguno de ellos

se observé inhibicién de la fagocitosis, en el ltimo ensayo
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se utilizé una dosis de 240 mg. c/6 hrs., observandose hasta
entonces inhibicién de la fagocitosis.
Concentracién Téxica " In Vitro " : 0.1 mg./ml.

Concentracién Téxica " In Vive " : 0.8 mg./ml.
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Como se nodri observar el problema nrincipal con este ti-
po de sustancias es el uso exagerado Vv descuidado de ellas,
fomenténdose la produccidn de cepas de microorganismos resisg
tentes a estos ouimioterdpicos.

Desde el punto.-de vista inmunoldégico, el uso exagerado de
los antibibticos como 1la Ampicilina, puede ser negativo, de-
bido a cue imvide el deszrrollo del microorganismo invasor y
su fagocitosis normal, eliminando dg esta manera la oportuni
dad de cue el vaciente adouiera una inmunidad activa y ademds
vermitiendo cue el vpaciente nueda sufrir una reinfeccidn cau
sada por una cepa resistente a la auimioterapfa.

Por lo tanto los antibibticos deben ser usados en cases
de infecciones agudas, bajo el control de un medico competeg
te y con lzs medidas de seguridad pertinentes para ayudar al
restablecimiento del paciente y evitar las reinfecciones y
la produccién de cepas resistentes,

Ahora bien, la técnica empleada es relativamente sencilla
pero se debe tener cuidado en mantener las condiciones de es
terilidad y temperatura adecuadas, para evitar la obtencidn
de resultados errdneos.

Hay oue considerar que la sangre normal tiene una accidn
baectericida definida, oue varfa con el huesped y el microor-
ganismo invasor, esta variacién devende : de la condicidn £

sica, poder onsénico de la sancre, nimero v eficiencia de

leucocitos nresentes con resmecto al huesped y ademds de la
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especie, virulencia y nimero de microorganismos involucrados

Durente el desarrollo de la varte experimental se puede
observar cue la fagocitosis aumenta 21 disminuir la concentra
cién del antibidtico, esto podrfa significar que los niveles
sub-bacteriostdticos de la Ampicilina incrementan el proceso
de la fagocitosis, auncue también puede provocar la produc -
cién de cevas resistentes. Esto puede ser posible pero ain
es una intriga, ya oue no se conoce el mecanismo vpor el cual
los antibidticos ayudan 8 inhiben la fagocitosis.

Is muy probable cue la Ampicilina inhiba la fagocitosis
actuando sobre factores humorales y no sobre los polimorfonu
cleares, ya que estos no son destrufdos a pesar de las altas
concentraciones del antibiético.

Para finalizar, tomando en cuenta los resultados obtenidos
v los dGatos reportados en la vagina ( 6,7 ¥y 8 ), podemos comr
cluir oue la Ampicilina no es citotéxica vpara el hombre y las
animales en las concentraciones cue se utiliza actualmente
en el tratamiento de procesos infecciosos, ni durante tiem -

nos proloncados de administracién.
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