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I.- INTI.07U0'JION : 

El descubrimiento de los antibi6ticos en el mundo, ha

tenido 17,= importancia ns:ra la humanidn.d, ya nue  rncias a, 

estas sustancias existe la posibilidad de control -.r innume - 

rnbles infecciones causadas por diversos microorganismos pa- 

t6genos, aue anteriormente producían da:ios irreparables 6

hnstn la muerto de seres humanos y animales. Uno de los gru- 

pos de antibióticos más importantes es el de las Penicilinas

al cual pertenece la Ampicilina, que es un derivado semisin- 

tético de -, rrn poder antibacteriano, fósil administración, 

excelente absorci6n y excreci6n, resistente a la de-, radaci6n

y poco tóxico po.r.- el orDoenismo, debido a estas característi

cas es ampliamente utilizado en nuestro

Por desrn.cia este ti -¡go de sustancias al igual que otros

farm^ cos en México, son utilizados con exa.,7,eraci6n y descui- 

do, sin tomar en cuenta que además de su acción terapeútica, 

pueden tener otros efectos sobre el organismo, los cuales

da_ian la integridad del individuo ejerciendo su actividad

t6xica. Por lo consiguiente es necesario estudiar todos los

efectos posibles de dichas sustcncias sobre el organismo, 

con el fin de saber si realmente es conveniente su uso como

nuimioterapicos., 

gin atención a lo expuesto anteriormente, decidimos reali- 

zar un estudio acerca de la Ampicilina, por medio de un ensa

yo experimental para demostrar la citot6xicidad de este anti
t- 

bi6tico, sobre lns celulas sanglíineas especir..lmente sobre

los leucocito:; polimorfonucleares. 
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II. A.- G= II,:12ALID!'_D":; S S03I' is At;ll' I ILIiáA. 

1.- Forr•_ula y Propiedades : 

Ampicilina : D - ( 2 - amino - 2 - fenilacetamido) - 3, 3 - 

dimetil - 7 - oxo - 4 - tia - 1 - azabicielo ( 3, 2, 0) hep - 

tano - 2 - ácido carboxilico ; 6 - ( D (-) - 0¿ - a.minofenil- 

acetamido) ácido penicilanico ; D (-) - d - aminobencilneni- 

cilina. 

Es un derivado semisintético, que es producido por dife - 

rentes laboratorios industrialmente para su uso terapeiltico, 

a partir del ácido 6 - aminopenicilanico ( nueleo molecular

de las penicilinas) y el grupo acilo uL aminobencil. ( I,l ). 

Formula Condensada : C16 H19 N3 04 S. 

Formula Desarrollada : 

7:>\/ I< 

C O Tv H

111
S ' H3

NH H CH

0 COOH

Peso Molecular : 349. 42

Analisis Organico C = 55

H = 5. 48

º. N = 12. 02

It 0 = 18.

32 % S = 9.

18 % Total = 100. 00
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Fuó preparado ?por primera vez en 1961 en los laboratorios

Beecham Research. Ltd. por Doyle y colaboradores ( U. S. pat. 

2, 985, 648 ( 1961) 

Se encuentra en diferentes formas : 

Forma Anhidra. 

Forma Hidratada. 

Forma Trihidra.tada. 

Forma de Sal de Sodio. 

Forma de Sal de Potasio. 

Punto de Fusión : 199 - 2020C para la forma anhidra. 

Solubilidad : Es poco soluble en agua a temperatura

ambiente. 

Almacenamiento : En solución se conserva por largos perio

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

i

11 2.- Usos : 

Ampicilina es un antibiótico de amplio espectro, esto

quiere decir que 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 : 

Sthaphilococeus, Streptococeus, E. col¡, Salmonellas, Shige - 

lla.s, etc... ; En la actualidad debido a nue es tan efectivo

como el clora.mfenicol, tiene gran utilidad en el tratamiento

de infecciones intestinales. 



5

En los últimos a os se han sintétizado algunos derivados

de la Amnicilina, los cuales tienen el mismo efecto pero son

absorvidos más ra.pidomente dentro del organismo, como : 

Pivampicilina, Amoxicilina, etc... ; También se utilizan mez

cla.s de antibióticos y combinación de ellos con otras sustan

cias, para aumentar la duraci6n del efecto, como el Probene- 

cid ( ácido p - Dipropilsulfamiolbenzoico) 6 enzimas como la

Quimotrirsina. ( 2, 3, 4, 5, 6, L2 y L3 }. 

Estos antibi6ticos tienen la ventaja de ser relativamente

poco t6xicos para, el hombre y los animales, cuando se utili- 

zan en grandes dosis y además cumplen con el hecho de que su

potencia antibacterial contra microorganismos suceptibles es

tal nue en concentraciones de mierogramos dan marcados efec- 

tos bactericidas. La única desventaja particular de este ti- 

po de antibi6ticos es la de ser fuertes alergenos en algunas

personas y de esta manera causar reacciones alérgicas fata - 

les. ,( L4 ) . 

3.- Mecanismo de Acci6n.: 

Al igual aue todas las penicilinas, Ampicilina actua prin

cipalmente por inhibición de las enzimas que intervienen en

el entrelazamiento de los peptidos oue son parte de los poli

meros ( polisacaridos - mentido), que forman el peptidoglican

6 Mureína de la pared celular. Especificamente afecta el til- 
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timo vaso de la biosíntesis, inhibiendo a una D - carboxipen

tidasa que es la. encar;;ada de llevar a cabo la reacción. 

Puesto eue la síntesis de la pared celular es realizada

solamente por celulas jovenes que se estan multiplicando ac- 

tivamente, la acción antibacterial se manifiesta solo duran- 

te el proceso de crecimiento. ( L4, L5, L6, L7 y L8 ). 

Experimentos llevados a cabo con diferentes bacterias, de

muestran que la Ampicilina inhibe la acción de la D - éarbo- 

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

carboxipeptidasa - transpeptidasa de Streptomyces R 61 ; y

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

8 y 9 ). 

4.- Metabolismo : 

Los prolongados niveles en sangre, baja filtración renal

y la resistencia a la deZradaci6n por el hígado son las ea - 
racterísticas metab6licas de la Ampicilina, la cual puede

ser administrada por cualquier vía, ya sea oral, intramuscu- 

lar 6 intravenosa, su absorci6n y excreción varian dependien

do de la vía empleada. ( 10 ). 

a) - Administraci6n Oral.- El antibiótico debe absorverse

gastrointestinalmente, para llegar a la sangre y de ahí ser

distribuido hacia todo el orTa..nismo, se ha observado que la

absorción es anroximadamonte del 60 , S, estudios en ratas de- 

muestran nue el trans -norte intestinal es pasivo. 
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Para una dosis de 500 m:T. los niveles en sangre posterio- 

res a la administraci6n son : 1. 9, 3. 03, 1. 26 y 0. 29 / ml., 

después de 1, 2, 4 y 6 hrs. respectivamente, y la excreción

urinaria fué de 19. 6, 40. 6, 52. 2 y 55. 4 % en 2, 4, 6 y 8 hrs

respectivamente. Cuando se da una dosis de 250 mg., los nive

les en s= zre son : 2. 1 a 1. 7 / ml. a las 2 hrs., y la excre

ci6n urinaria 46 a 41' 1"o a las 8 hrs., de haber iniciado el

tratamiento. La vida media en el torrente sanguíneo es de 1

hora. ( 11, 12, 13, 14 y 15 ). 

b).- Administraci6n Intramuscular.- Para una dosis de 500

m., 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 3 hrs., res- 

pectivamente, y la excreción urinaria es de : 66. 3, 63. 86, 

69. 11 y 69. 116°% en 6, 12, 24 y 30 hrs. respectivamente, pos

teriores a la administraci6n de la Sal de Sodio de Ampicili- 

na. La vida media en el torrente sanguíneo es de 1 a 1. 5 hrs

10, 16 y 17 ). 

e).- Administración 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 excreción urinaria es de : 72. 48, 82. 48, 37. 00 y

87. 66 en 2, 4, 6 y 8 hrs. respectivamente. La vida media

en el torrente sanguíneo es de 1 hora aproximadamente. Cuan - 

do , se administran 500 mg, de sal de Sodio de Ampicilina, los

niveles en san^ re son : 17, 9. 7, 6. 06, 3. 13, 2. 06, 1. 21, 
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0. 62, 0. 17 y 0. 02 / ml., después de 0. 25, 0. 5, 1, 1. 5, 2, 3, 

4, 6 y 8 hrs. respectivamente, y la excreción urinaria es de

72. 6, 73. 48 y 73. 56 % en 6, 12 y 24 hrs. respectivamente. 

13, 16, 17 y 18 ). 

También se puede administrar por infusión intravenosa de

250 mg. de Ampicilina/ hr. en adultos, y se ha observado que

los adultos mayores ( 60 a 76 años de edad ) tienen niveles

má tos en sangre que los adultos jonenes. ( 19 ). 

d). Absorción y Excreción 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 administración y la excreción urinaria a las - 

24 horas es de 35 y 37 `í- para las mismas dosis. 

La sal de Potasio de Ampicilina da niveles en sangre a las

2 hr de 5. 2 / ml. y se excreta en orina el 38 ?o a las 12

hrs. de haber administrado una dosis de 1 g. ( 20 y 21 ). 

Por otra harte se han realizado estudios base de Ampici

lina marcada con Azufre 35 y a partir de ellos se sabe que

cuando la administraci6n es oral, la excreción urinaria total

es del ú0 al 85 '' o y cuando es intravenosa se excreta el 87

de la dosis empleada. ( 22 ). 

e).- Administración con Probenecid.- Anteriormente se men

cion6 que el probenecid se ha utilizado como adyuvante de pe

nicilinas en tratamientos infecciosos, esto se debe a que in

terfiere con la secreción tubular renal de estas sustancias- 
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y ) rolon<n-.n sus concentraciones pla.sm ticas, sin <.fectar

1a, biotr-..nsformaci6n, la uni6n a proteínas 6 fosfolinidos, ni

el volun6n de distribuci6n de estos antibióticos. ( L2 y 6 ). 

Se ha observado nue el probenecid administrado oralmente

aumenta la vida media de la Am-nicilina y otros antibi6ticos

en san.;rey en bilis por lo cue es muy usado en pacientes con

tifoidea, y enfermedades venereas. ( 5, 23 y 24 ). 

Los niveles en sangre de Ampicilina intramuscular, des - 

pués de una dosificaci6n anterior de Probenecid administrado

oralmente en dosis de 500 m;, 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 excreción 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. 259 0. 59 19 1. 51 2, 3, 

4, 6 y 8 hrs. respectivamente, y la excreción urinaria es de

52. 8, 55. 58 y 55. 96 en 6, 12 y 24 hrs. respectivamente. 

17 ). 

f).- Administraci6n con Enzimas.- También se han utiliza - 

do enzimas proteolíticas pura incrementar las concentracio - 

nes plasmáticas de los antibióticos, estudios hechos en rata

con C.uimotripsina demuestran que dando una dosis de 3 a 10

mg./ Kg. de la enzima 1 hora antes de la administración intra

muscular 10 a 130 mg./ K_g. de Ampicilina, se incrementan los
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niveles del antibi6tico en sangre y en hígado por menos de 5

horas y en riñon y pulmones por menos de 4 horas, pero no

tiene efecto sobre la distribución en tejidos, esto ocurre

cuan$o estan presentes simultaneamente ambas sustancias en

el animal. Además se ha observado que la Tripsina produce el

mismo efecto. ( 2, 3 y 4 ). 

g).- Absorci6n y Excreción de algunos derivados de la

Ampicilina.- Pivamnicilina y Amoxicilina, el primero es hi - 

drolizado en el tracto gastrointestinal transformandose en

Ampicilina, su absorción oral después de una dosis de 500 mg

es del 82 en 1 hora, los niveles en sangre son : 11. 6 y

5. 53 / ml., después de 1 y 2 hrs. respectivamente, además se

encuentran altas concentraciones de este antibiótico en h1ge1

do, riMn, suero, pulmones, bazo, corazón y cerebro ( en or - 

den decreciente), y su excreción urinaria a las 24 hrs. es

de 56 y 71 o 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., respectivamente después de

2 hrs. y su excreci6n urinaria es de 55 y 73. 5 ó en 6 y 8

hrs. respectivamente. La vida media en el torrente sanguíneo

de estos 2 antibi6ticos es de 1 hora. ( 27, 28, 15 y 16 ). 

h).- Excreción Biliar.- La excreci6n_ de la Ampicilina no

solo se lleva a cabo por medio de la orine., sino aue también

se e; creta en bilis, experimentos en ratas han demostrado
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JH3 — .; H2 — J H2 \ 
N- 502 \ // COOH

JH3 — % H2 — OH

PROBENECID. 

Acido A- Dipro-oilsulfamiolbenzoico ). 

M/ H. 

0 N H H S CH3

N

CH

iH3
0 COO — CH2— 0 — C — J— JH3

CH3
PIVAMPICILIPvA. 

HO / C

NH2 H

0 N H H
S

CH

CH

N

0 COOH

AMOXIJILINA. 
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eue la excreci6n biliar de este antibi6tico es del 24 lo a

las4 hrs., de haber administrado intravenosamente una dosis

de 15 mgJKg., y en general una excreci6n total del 65 al 72

de los cuales se excreta sólo el 44 A del antibi6tico bio

16gícamente activo, esto se debe a oue Ampicilina es resis - 

tente a la degradación pqr su alto carácter hidrof6bico

uni6n a Proteínas y fosfolipidos.). ( 29 y 30 ). 

i).- Unión con Proteínas.- A esté respecto se sabe que

aproximadamente el 20 % del antibi6tico circula en el orga - 

nismo unido a una. proteína, lo más probable es que la Ampici

lina este unida a la albumina y también parece ser aue se une

a la bilirrubina. ( 31 ). 

j).- Uni6n con fosfolipidos.- Existe interacción entre la

Ampicilina y fosfolipidos, los cuales sirven de transporte

para este tipo de antibi6ticos, la unión depende de la natu- 

raleza del fosfolipido, estudios por filtraci6n en Sephadex

revelan nue la unión es mayor con los fosfolipidos cargados

negativamente : fosfatidilinositol, fasfatidilserina y menor

con los neutros : fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, 

estas observaciones han sido confirmadas con RIZT ( Resonancia

Magnética Ndelear), los cuales indican aue la interacción es

de naturaleza hidrofóbica con la contribuci6n de fuerzas io - 

nica.s ( resultados similares fueron observados en la unión de

proteínas). Los fosfoli-)idos tarados nezativamente incremen

tan el coeficiente de j3artici6n de la Ampicilina. 
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El porcentaje de unión se estima por Diálisis, obteniendo

como resultado em moles lo : fosfatidilcolina 15. 6 %, fosfa - 

tidiletanolamina 18. 2 0, fosfatidilserina 23 no y fosfatidil- 

inositol 34. 6 %. ( 32, 33 y 34 ). 

k).- En Páncreas.- Estudios hechos en perros revelan que

la m6xima concentración de Ampicilina en el fluido pancreáti

co, ocurre 3 hrs., después de la administración intramuscu - 

lar y es igual a. la concentración de los niveles en sangre. 

35 ). 

En experimentos " in vitro" se ha observado que la Amnici

lina inhibe la Lipolisis a concentraciones menores de 3 mg./ 
100 ml., puede directamente afectar a la liposa pancreática

6 alterar el estado fisiológico del sustrato. ( 36 ). 

1).- En el Embarazo.- La Ampicilina es rapidamente trans- 

ferida de la madre al feto, la administración intravenosa de

muestra aue 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 dosificación maternal, en este úl- 

timo hay grandes concentraciones, mayores aue los niveles

mínimos para la inhibición de muchos organismos causantes de

infecciones intrauterinas y se alcanza el equilibrio entre

ambos sueros en 1 hora. En el fluido amniótico aparece a los

90 min. y la concentración se mantiene durante 8 hrs., des - 

pués e^ lpieza a decrecer hasta las 19 hrs., este fluido es el

mejor sitio de unión vara estos antibi6ticos. La participa - 
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ci6n activa fetal es sugerida como mecanismo para alcanzar - 

altos niveles en el fluido amniótico en embarazos viables. 

Por lo expuesto anteriormente Ampicilina puede ser utilizada

en el tratamiento de Amni6titis y sepsis intrauterina fetal. 

37y38 ). 

Por otra parte, Ampicilina administrada 500 mg. 0/ 6 hrs. 

por 3 días, hace decrecer el estriol en la orina, pero no

tiene efecto sobre el estradiol no conjugado del suero. Por

este motivo es contraindicado en embarazos de alto riesgo.. 

39 ) . 

Experimentos en cuyes embarazadas, aplicandoles una infu- 

si6n continua de Ampicilina, dieron como resultado niveles

constantes que fueron : suero materno, suero fetal y fluido

amniótico 300, 50 y 0. 1 / ml. . Los máximos niveles de Ampi- 

cilina después de una sola inyección de 100 mg./ Kg. 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).- Distribuci6n.- En conejos despifes de haber administra

do 50 mg./ Kg., Ampicilina se distribuye en orden decreciente

en : duodeno, ri7,,6n, estómago, plasma, pulm6n, coraz6n, más - 

culo, bazo e hIrado. 

En ratas se encuentra en plasma, ri.Mn e hl ---,do y después

de un7_ hora se acumula en pulmones, músculo y bazo. ( 41 y

42 ). 
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n).- ^ ormaci6n de un mets.bólito.- Se ha encontra.do un me- 

tab6lito en orina, suero y tejido homorenado de rata, se

piensa rue es un compuesto formado por la ¡ nteracci6n del

grupo amino de la Amnicilina con acetaldehído. Se ha hecho

estudios en homogenado de hígado y ril6n con resultados pos¡ 

tivos, pero la transformación es reversible, esto se confir- 

m6 por croma.tografía 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 ninán efecto sobre el S. N. C., excepto por al- 

gunos estudios en perros, en los que se ha observado un pa - 

tr6n 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./ día . La DL 50 fué de 3. 75 g./ Kg., administrada

intravenosamente. ( 46 ). 

e).- Toxicidad sobre la piel.- En ratones exhibe poca to- 

xicidad y produce una moderada irritación local después de

su administración intramuscular, además no se acunula. ( 47

y 48 ) . 

d).- Efecto sobre Glándulas Adrenales.- Ampicilina admi - 

nistra.da intramuscularmente 50 mg./ Kg., en 2 inyecciones a

un ra.t6n, decrece el nivel de catecoláminas especialmente de
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adrenalina en las glándulas adrenales, sin afectar a las

catecoláminas en sangre. ( 49 ). 

e).- Efecto sobre Músculo Liso.- La Sal de Sodio de la

Ampicilina tiene un efecto relajante sobre el músculo, su

acción as directamente miocinítica sobre los músculos bron - 

ouiales caninos " in vitro", e incrementa la respiración pro- 

funda. ( 50 ). 

f).- Efecto sobre el Utero.- La Sal de Sodio de Ampicili- 

na induce una acción inhibitoria sobre el músculo uterino de

cuy, resultados similares se obtienen en perros. ( 51 ). 

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

relajación del tracto biliar. ( 52 y 53 )• 

6.- Determinación : 

Se puede realizar por muy variados ,y diferentes métodos, 

los más importantes son : 

a).- Cromatografía en Capa Fina.- Es de los más utilizados

por su facilidad de elaboraci6n, rápida resoluci6n y la gran

sensibilidad del método. Existen muchas técnicas para llevar

a cabo la identificación, separación y cuantificación de es- 

te tiro de antibi6ticos por por dicho procedimiento. Las crin

cipales se hacen sobre placas de Silicagel con indicador UV, 

los eluyentes, por ejemplo ( Fluyente.- 20 : 15 : 3. 5 de

C6 H6 : Dioxano : AcOH) varian según el investigador, al

igual nue los reveladores, de estos últimos los más emplea - 
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dos son : Soluci6n de Ninhidrina al 0. 3 ; j en Acetona ( 54 ), 

Sulfato de Cobre Amoniacal ( sensibilidad 30 ) ( 55 ), Aci- 

do Clororlátinico ( sensibilidad de 0. 05 a 0. 3 ) ( 56 ), Va

pores de I2, Solución de Br2 al 5 %, Solución de Fluorescei- 

na de Sodio al 0. 25 A ( 57 ), luz U. V. ( 254 nm.), Solución

de I - N9N3, Soluci6n de I2 0. 1 N. ( 58 ) y Niauel, el cual

es específico rara Ampicilina. ( 59 ). 

Dentro de este método existe una técnica especial de fase

reversa. ( 60 y 61 ). 

b).- Cromatografía en Columna.- Este método permite la

purificación, separación y determinación de la Ampicilina y
sus derivados, es muy sensible. ( 62 ). 

c).- Cromatografía en Geles de Dextranas.- Es un método

muy útil para separar : penicilinas, peiciloatos y peniciloi

amidas. ( 63 ). 

d).- Espectrofotometría

i).- Directa.- Se basa principalmente en medir la absor - 

vancia máxima 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 formación

de un compuesto colorido, el cual da una absorvancia máxima

especifica, que se puede medir en un espectrofot6metro. Las

más usuales son : Reacción con Ninhidrina a 570 m ( 66 ); 
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Como un complejo de Cobre ( Cu++ ) a 313 — 315 m con un pH

de 6. 5 ( 67 ); y por reducción del Acido Fosfomolibdico a

770 m . ( 68 ). 

iii).— Fluorometrica.— n diferencia de la colorimetrica es— 

ta técnica se fundamenta en la formación de un compuesto

fluorescente que tiene una emisi6n y exitaci6n esnecíficas. 

La reacción es con fluoresceína en solución alcalina, la

cual da una emisión en 422 m y exitaci6n en 346 m ( 69 ), 

este método puede usarse para la determinaci6n de Am-) icilina

en suero y orina, por intercambio. 

iv).— Infra Rojo y Resonancia Magnética Nidelear.— Son mé — 

todos muy específicos y utiles en el ánalisis cualitativo y

cuantitatívode penicilinas. ( 70 y 71 ). 

e).— Titulación con Formol.— Es un método volumetrico, - Po

co usado pero eue también es util en la determinaci6n de es— 

te tino de antibióticos. ( 72 ). 

f).— Electroforesis de Alto Voltaje.— Es el más sofistica

do de los métodos mencionados, pero muy efectivo para reali— 

zar la separación y determinaci6n de Ampicilina en el plasma

73 ). 

7.— Destrucci6n de las Penicilinas : 

Varias enzimas hidrolíticas, rueden atacar y destruir las

penicilinas. La más común llamada penicilinüsa, es producida

nor diferentes bacterias nat6Rc.nes Urn,n ( + ) y Gran
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debido a esta enzima, dichas bacterias son resistentes a las
penicilinas. Estas penicilinasas bacteriales, atacan la

ur_i6n 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, pero en otras puede ser inducida Ej. ; 

Ciertas cepas pueden ser sensibles a las penicilinas porque
no producen penicilinasa, sin embargo al entrar en contacto

con concentraciones no letales de cualquier penicilina, pue- 

den inducir la formación de la enzima y a partir de entonces

las bacterias podrán resistir concentraciones letales de pe- 
nicilinas. 

Otro punto de vista importante, es recordar que la produe

ci6n de penicilinasa por un pequero número de bacterias, pue

de ser eliminada con altas concentraciones de penicilinas. 

Por otra parte hay que considerar que podrían encontrarse
grupos de bacterias infectando tejidos, capaces de producir

suficiente penicilinasa para inactivar a la penicilina pre- 
sente. A partir de esto podemos entender porque en el trata- 

miento de infecciones con penicilinas se procura mantener ni

veles altos de estas sustancias en sangre y fluidos corpora- 

les mediante dosis repetidas a intervalos específicos de
tiempo. 

La resistencia de cepas bacterianas hacia las penicilinas

se puede deber a el uso tan exagrerado y algunas veces descui
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dado de estos antibióticos, aunque 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

uni6n peptídica entre el ácido 6 - aminopeicilánico y los

radicales " R' s ". Estas enzimas también son llamadas Peni - 

cilinamidasas. ( L4 ). 
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II. B.- G: NERALIDADES SOBRE FAG03ITOSIS : 

Los mecanismos de defensa del orrranismo contra una infec- 

ción pueden ser Inesrecíficos y Específicos, entre los prime

ros se encuentra uno de los más importantes, el de la Fagoci

tosis, aue es un proceso por el cual son ingeridas y destrui

das : bacterias, partículas de material dañino 6 inútil de

diversa indole, polvo de carbón inhalado, restos de eritroci

tos 6 de celulas muertas, etc... . 

1.- Historia : 

Metchnikoff ( Premio Nobel en 1384) fu6 el primero en sos- 

pechar que el poder de algunas celulas ameboides para inge - 

rir un número limitado de hongos en Daphnia ( pulga de agua), 

tenia aue ver con la defensa del animal contra la infección

por dichos hongos. El llam6 a esas celulas ameboides " celu- 

las fa,;ocítícas ". ( L4, L9, L10 y Lll ). 

Después Denys y Leclef en 1895 y 1898 observaron la imDor

tancia de los componentes hemáticos no celulares en la inges

ti6n fagocítica, ,ya nue el suero inmune de un paciente esti- 

mulaba mucho más la fagocitosis aue el suero de un individuo

normal. Esto hiz6 pensar que existía en el suero inmune una

sustancia capaz de estimular la actividad fagocítica de los

leucocitos. ( L10 y Lll ). 

Posteriormente Wright y Douglas en 1903 demostraron que

el aur_lento de lc, fagocitosis causado por el suero inmune se

debe a la acción de un componente de éste sobre las bacte - 



22

rias más rue sobre los leucocitos. Wright llamó a este compo

nente Opsonina. ( L9, L10 y Lll ). 

2.- 3elulas Fagocíticas : 

Hay 2 variedades principales de celulas fagociticas : Ma- 

cr6fagos y Micr6fagos. 

Los macr6fagos incluyen a las celulas del Sistema Reticu- 

loendotelial e histi6citos, y pueden ser fijos 6 migratorioa

Los fijos revisten el endotelio de los capilares y senos de

organos como : bazo, hígado, medula ósea y anglios linfáti- 

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 que han

salido de los vasos sanguíneos. Como su nombre lo dice son

celulas de ? ran tamaño y gran habilidad para f«--ocitc.r mate- 

riales extraños. ( L99L10 y L12 ). 

Los macr6fagos son los leucocitos polimorfonucleares, los

cuales se originan en la medula ósea y comprenden aproximada

mente el 70 475 del número total de celulas blancas en la san- 

gre. Se llaman así oor el lobulado natural de sus núcleos, 

además son celulas granulocíticas, han sido descritos 3 ti - 

pos basa.ndose en la naturaleza de los uequeZos granulos en - 

su citoplasma : Eosinofilos, se ti:ien de rojo obscuro con co

lorantes ácidos como la Eosina ; Bas6filos, se tiñen fuerte- 

mente con colorantes básicos como el iristal Violeta ; y Neu
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tr6filos rue no tienen nin.,una afinidad en particular por co

lora.ntes ácidos 6 básicos. De ellos los que poseen mayor ac— 

tividad fagocítica son los neutrófilos. ( L4, L8, L9, L10 y L12 ). 

Una característica importante de los polimorfonueleares es

que pueden moverse entre los tejidos y fluidos del cuerpo

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

encuentran las partículas de material extra:?o, para fagoci— 

tarlas. 

3.— Acci6n Ops6nica : 

Hay una serie de factores que influyen sobre la actividad

fa.gocítica. En primer lugar esta el contacto eue se estable— 

ce entre la membrana celular de la célula fagocítica y la

partícula extraiia, en este paso los primeros en influir son

los com-ponentes del suero sanguíneo, llamados opsoninas. La

principal característica de la actividad opsónica es la habi

lidad de estas sustancias ( que son anticuerpos) para cubrir

a la partícula extraña limitando su mobilidad y. de esta mane

ra dar oportunidad a que se adhieran a la membrana celular

del fagocito. 

Estudios hechos por Wright comprobaron que el componente

estimulante de la fagocitosis en el suero llamado opsonina, 

era termolábil. La posible identidad entre la opsonina del

suero normal y el complemento fué sugerida por su termolabi— 

lidad. Pero '. insser, Enders y Fothergill señalaron que esto
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no siznifica forzozamente que la opsonina normal sea lo mis— 

mo que el complemento. 

insser, Enders y Fothergill llegaron a la conclusión de que

factores 6 anticuerpos séricos específicos pueden participar
en ambas acciones ops6nicas, la normal y la inmune. 

La sustancia termolábil parecida al complemento acelera

la fagocitosis sobre todo cuando hay anticuerpos en títulos
relativamente bajos, la acción de este componente es menos

aparente si se utilizan cantidades elevadas de anticuerpos. 

L4, L8, L10 y L12 ). 

Las orsoninas son verdaderos anticuerpos cuya concentra — 

ci6n se incrementa con el proceso inmunitario, con el que

adc-uieren su carácter de especificidad. En general no ha si— 

do posible demostrar una relación constante entre los compo— 

nentes del complemento y la opsonizaci6n. Pero se ha demos — 

trado cue el componente termolábil de las opsoninas en suero

humano es identico a las piezas Cí , C2 y C4 en combinaci6n, 
más no separadamente. ( L12 y L13 ). 

4.— Inmonoglobulinas e Hipersensibilidad : 

Ahora se sabe que las opsoninas son anticuerpos específi— 

cos oue pertenecen a las Ir,G e Ig1J. de estas las primeras

son las más abundantes en los fluidos internos del cuerpo, 

particularmente extravasculares, donde combaten a microorga.: 

nismos invasores y sus t6xina.s, formando complejos con ellos
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cue pueden adherirse facilmente a las celulas fagocíticas, 

poroue estas celulas tienen receptores de superficie especia

lizados para sitios sobre la porción Fe de IaG ( y también de

c' ). 3

La Hipersensibilidad del tipo II 6 Citot6xica se debe a

lo expuesto anteriormente, ya que el anticuerpo se une al an

tigéno sobre la superficie de la célula causando la fagocito

sis de la célula por adherencia ops6nica ( Fc) o adherencia

inmune ( C3) 6 la célula muere por operación de un sistema lí

tico de las fracciones C8 y C9 del Complemento. ( Lll ). 

5.- Químiotaxis : 

Este fenómeno también ayuda a aue se efectué la fagocito - 

sis, se considera positiva ( atracción) cuando se ejerce una

migración de los leucocitos hacia bacterias vivas o muertas, 

extractos bacterianos, proteasas, peptonas y dextrinas proce

lentes de la descomposición parcial de proteínas y polisacá- 

ridos de origen bacteriano y tisular. Polisacáridos específi

cos de Staphilococeus y otras bacterias Gram (+) son neta - 

mente auimiotácticos, también lo son Polisacáridos no bacte- 

rianos como almid6n soluble, goma arabiga e inulina, y las

glucoproteínas de la mucina gástrica y del humor vitreo. 

Un ejemplo de auímiotaxis negativa ( no hay atracci6n) lo

dan las endotoxinas de las bacterias Gram (-). 

El mecanismo de la migración quimiotáctica no esta aclara
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do todavía. 5e supone que los efectos 6smoticos y la diferen

cia de potencial de superficie entre el leucocito y la célu- 

labacteriana o la partícula, son las causas de la emigración

L10 ). 

6.- Factores que afectan la Fagocitosis " In Vitro" : 

a).- Contacto de fagocito y partícula.- P'enn lleg6 a la

conclusión de aue la intensidad de la fagocitosis depende, 

en condiciones ideales, de las probabilidades de colisión en

tre fagocitos y partículas. Las probabilidades de colisión

en suspensiones liquidas dependeran del volumén y densidad

de las partículas en relación con el volumén y densidad de

las celulas fagocíticas. Las partículas densas sedimentan en

forma más rápida en un campo , gravitacional y alcanzan a los

fa- ocitos rapidamente, además las partículas voluminosas y

los acumulos de celulas tienen mayor oportunidad de estable- 

cer colisión con los fagocitos que las partículas pequedas y

las celulas dispersas. También comprobó que la intensidad de

la fagocitosis varia en proporción directa a la rápidez de

mezcla durante la incubación. ( L10 ). 

b).- Ingestión.- Consideraciones físicas indican que el

hecho de que después de establecido el contacto se produzca

6 no la ingesti6n, depende de lás fuerzas de energía de sup- 

perficie entre la partícula y el medio lícuido, el fagocito

y el líquido, y el fagocito y la partícula. La ingesti6n es
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favorecida por los si^uientos factores : i) Aumento de ener- 

gía de superficie entre la partícula y el líquido suspensor, 

ii) Disminución de energía de superficie entre el fagocito y
el medio susuensor, y iii) Disminución de energía de la in - 

terfase entre la partícula y el fagocito. 

Berry lleg6 a la conclusión de que la fagocitosis aumenta

cuando disminuye la tensión superficial o energía de superfi

cie del leucocito, pero disminuye cuando se produce una re - 

ducci6n en la tensión superficial de la bacteria. ( L10 ). 

e).- Efecto de Sales.- La fagocitosis puede ser afectada

por varios iones. Los yoduros, fluoruro, sulfito y citrato

de sodio disminuyen la fagocitosis. El cloruro de calcio e# 

el único aue aumenta netamente la intensida de la fagocito - 

sis. 

d).- Efecto de la Temperatura.- La mayor parte de los in- 

vestigadores están de acuerdo en que la intensidad de la fa- 

gocitosis aumenta al - elevarse la temperatura hasta 40 6 4400. 

Ellingson y Clark comprobaron que de 38 a 400C era la tempe- 

ratura optima para la fagocitosis de Staphilococeus en la

sangre humana. ( L10 ). 

7.- Fagocitosis de Superficie : 

La fagocitosis también puede ser llevada a cabo en ausen- 

cia

usen- 

cia de anticuerpos, pero' de-nende de la naturaleza de la su - 

perficie, la cual tiene nue ser rugosa para impedir que el - 
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microorganismo escape y además para facilitar el trabajo del

fagocito. ron superficies lisas no se puede efectuar sin la

ayuda de los componentes s6ricos. ( L4 y L10 ). 

8.- Tipos de Fagocitosis : 

a).- Espontánea.- Participan relativamente pocos fagocitos

y se ingiere un número muy peaueño de bacterias, no se re - 

quiere ni de anticuerpo ni complemento. Ej. : Fagocitosis de

Superficie. 

b).- Normal.- Se produce intensamente, pueden intervenir

el complemento, el anticuerpo normal 6 ambos. 

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

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

9.- BSecanismo de la Fagocitosis : 

Tan tápido como el contacto es establecido entre la bacte

ria invasora y una célula fagocítica, la bacteria es general

mente ingerida por la célula, pero hay al?u.nas como Neumoco- 

ecus, Streptococeus, Haemophillus y otros rue voseen una es- 

tructura capsular la cual les permite evadir la acción fago- 

cítica en un individuo normal, ya que en uno inmune al mate- 

rial capsular especifico, esta ventaja e: neutralizada. 

El hecho de enguir une, partícula extraña dentro de la cé- 

lula ha sido recientemente establecido.: Una vez que la par- 

tícula es en.;uida por la célula, queda rodeada por una por - 
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ci6n de la nembrena celular formando una especie de vacuola

llamada Fagosoma. Las enzimas degradativas ( por ejemplo áci- 

dohidrolasas) de una célula estan contenidas en unas estruc- 

turas, también parecidas a las vacuolas, llamadas Lisosomas, 

la producción de estas enzimas es llevada a cabo inmediata- 

mente después de que la partícula es ingerida. Dentro de la

célula el Fagosoma y el Lisosoma se fusionan para formar

otra estructura llamada Fagolisosoma, donde la partícula ex- 

traña es atacada por las enzimas degradativas y digestivas. 

El Fagolisosoma conteniendo los restos de la partícula es

eliminado de la célula u olvidado en el citoplasma. 

Sin embargo la fagocitosis puede no ser benefices contra

una infección, ya aue hay numerosos ejemplos de mieroorganis

mos que se multiplican dentro de los fagobitos ( por ejemplo

Brucellas y virus) y además estas celulas pueden protejer al

microorganismo de anticuerpos y antibi6ticos y al mismo tiem

po ofrecer un medio de transportaci6n a otras regiones del

cuerpo. ( Lll y L12 ). 

10.- Métodos de Estudio : 

Las investigaciones más precisas sobre fagocitosis se han

efectuado " In Vitro", generalmente empleando como celulas fa

gocíticas a los neutr6filos, porque son los leucocitos más

abundantes en la sangre y pueden obtenerse con relativa fa - 

cilidad. 
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El método principal es la técnica del Indice Fagocitico, 

descritá por Wright y Douglas en la que determinan el número

medio de partículas ingeridas por cada leucocito en un serio

do de tiempo especifico. 

También se puede estudiar la fagocitosis cualitativamente

In Vivo", por métodos histol6gicos. ( L10 ). 

11.— Meadici6n de la Actividad Ons6nica : 

Para realizar está se utiliza la técnica anterior, deter— 

minando el Indice Fagocitico de un paciente inmune y el mis— 

mo indice de algunas personas consideradas normales. El Indi

ce 0ns6nico del paciente se calcula dividiendo su Indice Fa— 

gocítico entre el Indice Fagocitico Normal. 

Cuando es mayor cue 1 indica que el poder opsonizante es

mayor oue el de los individuos normales y se observa en pa — 

cientes nue se encuentran en recuneraci6n. 

También se ha utilizado la prueba opsonocitofágica para

la detección de Lrucelosis. Se mezcla sangre fresca citrata— 

da del paciente con un volumén igual de una suspensión con : 

centrada de germenes lisos de Brucella. La mezcla se incuba

en bajo Maria a 37° C durante 30 min. . Se examinan frotis te

tidos y se valora el grado de fagocitosis por los leucocitos

nolimorfonueleares se, -ún el número de bacterias ingerido : 

Farocitosis necativa. Ninguna bacteria ingeridas. 

Fazocitosis limera 1 a 20 bacterias ib.Feridas. 
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Fagocitosis moderada 21 a 40 bacterias ingeridas. 

Fa,7ocitosis intensa + de 40 bacterias inferidas. 

Los individuos con fagocitosis negativa 6 ligera, proba. - 

blemente sean sensibles a la Brucelosis. Una fagocitosis in- 

tensa indica fuerte inmunidad, esto se presenta en un conva- 

leciente o en una persona restablecida de la infección. Formo

citosis moderada se observa en personas que estan inmuniza - 

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

12.- Fagocitosis en la Valoración de Antisépticosy Anti - 

bi6ticos : 

El coeficiente fen6lico y otros indices de actividad ger- 

micida solo proporcionan informaci6n parcial para estimular

el valor de antisépticos y antibióticos. Los productos quími

cos tóxicos para las bacterias, también pueden serlo para

los tejidos humanos. Una valoraci6n completa necesita la de- 

terminación de la concentración a la cual inhibe 6 mata a las

bacterias sin lesionar los tejidos humanos. 

l7elch y Hunter modificaron la prueba opsonocitofágica pa- 

ra la detección de Brucelosis, con el fin de valorar la toxi

cidad de diversos antisépticos y antibi6ticos de uso común. 

Esta técnica mide la concentración del antiséptico 6 antibi6

tico cue inhibe la. fagocitosis. ( L10 ). 

También la técnica mide a que concentración no se inhibe

la fagocitosis, con lo cual se puede saber si el farmaco es
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tóxico, además se nueden hacer estudios comparativos. 

13.— Estudios acerca de la Acci6n de la Ampicilina sobre

la Fagocitosis : 

Estudios " In Vitro" indican que la Ampicilina es capaz de

unirse a los linfocitos sanguíneos, además se ha observado

eue la presencia de concentraciones no letales de este anti— 

biótico enmascara la actividad fagocítica de los leucocitos

sanguíneos para L. monocitogenes. Pretratamiento de los macr-6

fagos con las drogas, no tienen efecto sobre la actividad fa

gocítica, el mecanismo de acción de los antibi6ticos sobre

la fagocitosis aín no es bien conocido. ( 74 y 75 ). 

Por último se sabe que la actividad fagocítica decrece en

los días 4o al loo después de la administraci6n oral de 800

u/ Kg., 2 veces al día durante 4 días de Ampicilina., poste — 

rior a. los 23 días de inmunizaci6n con eritrocitos. ( 76 ). 



33
III.- P_dITEaPEIIJENTAL

III. A.- DET.:- MII+sCION CITOTO II. , LA AI FIOILINA

IN VITRO ". 

A. 1.- Obtenci6n del Material, Biológico. 

A. 2.- Preparaci6n del Antigéno ( Cepa Bacteriano.). 

A. 3.- Preparación de las diluciones del

Antibi6tico y el Testigo. 

A. 4.- Técnica. 

III. B.- DETERMINACION CITOTOXICA DE LA AlTICILINA

IN VIVO ". 

B. 1.- Formación del Abceso. 

B. 2.- Administr-.%.ci6n del Antibiótico. 

B. 3.- Obtenci6n del Priaterial Biológico. 

B. 4.- Técnica. 

El método empleado para determinar la citot6xicidad de la

Ampicilina, es el descrit6 en 1940 por Weleh y Hunter en la

va.lora.ci6n de antisépticos y antibi6ticos. Tiene por objeto

demostrar la toxicidad de estos compuestos por medio de la

inhibición de la Fagocitosis y recibe el nombre de " INDICE

OPSONOCITOFAGICO ". ( 77 ). 
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III. A. - DET-: RMINAJ ION JITOTO= A DL LA A:: pIJ ILINA

IN VIVO ": 

1.- Obtención del Material Biológico : 

Seleccionar un conejo sano, y colocarlo en una caja con

soporte movible, el cual permite acomodarlo de tal manera

nue el cuello del mismo quede entre el soporte y la caja, fa

cilitándo asl la salida de la cabeza del animal, evitando el

movimiento de este al momento de tomar la muestra. Después

desinfectar la zona de la vena marginal de la oreja con alco

hol d solución de Iodo y dar masaje con el fin de estimular

la circulación ; se procede a puncionar la, vena asepticámen- 

te, para obtener 2 ml, de sang*re en una jeringa con una agu- 

ja de calibre 22, en la cual fué puesto con anterioridad lml

de una solución de Citrato de Sodio al 2 % ( la dilución del

Jitrato de Sodio es de 0. 78 ), mezclar con la sangre cuida- 

dosamente, para. evitar que -.se coagule, y ense: uida pasarla a

un tubo de ensaye, esté último se coloca en el refrigerador

para impedir nue los polimorfonucleares sufran lisis. La

muestra de sangre obtenida de esta manera deberá utilizarse

en un tiempo máximo de 5 horas después de la punción. 

2.- Preparación del Antigéno ( Jepa Bacteriana) : 

Cepa de Stanhilococeus aureus, coa,7ulasa positivo). 

Inocular la cepa en un medio de Agar nutritivo, para dese

rrollar su crecimiento, incubar durante 48 hrs. a una tempe- 

ratura de 37° C. Des;-)ués cosechar el desarrollo bacteriano
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con soluci6n Salina Is6tonica, formando una suspensión, está

se coloca en ui matraz y se le aia.de un volunén igual de una

solución de Sulfato de Hierro y Amonio al 1 j ( con el fin de

sensibilizar la wred celular de las bacterias), dicha sus - 

pensi6n se incuba, durante 2 a 3 hrs. a 370C, posteriormente

centrifugar y desechar el sobrenadante, el boton celular se

lava 2 veces con solución Salina Is6tonica y finalmente agre

gar 2 veces el volumén de celulas de soluci6n Salina Is6tóni

ea. ( L13 ). 

Esta suspensión bacteriana, para ser utilizada debe diluir

se hasta obtener una concentración de 500, 000, 000 de celulas

por ml. ; lo anterior se lleva a cabo por medio del método

de Maefarland, a base de una curva standart de Sulfato de

Bario. ( L14 ). La suspensión así preparada puede utilizarse

en un tiempo máximo de 30 días. 

3.- Preparación de las diluciones del Antibiótico y el

Testigo : 

Pesar 1000 mgr. de Ampicilina y disolver en 10 ml. de solu

ci6n Salina Is6tonica, para obtener una concentración de

100 mg./ ml. aue eauivale a la dilución 100. 

Después tomar 1 ml. de la dilución anterior y añUdir 9 ml. 

de solución Salina Is6tonica, para obtener una concentración

de 10  ./ ml., que eauivale a la dilución 10- 1, de esta manje

ra se procede consecutivamente hasta obtener une. concentra - 
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ci6n de 0. 000, 000, 01 mg./ ml., nue ecuivale a la dilución

10- 10. E1 testiTo es la solución Salina Is6tonica. 

4.- Técnica : 

a).- Colocar 0. 2 ml de las diluciones del antibiótico en

tubos de 13 x 100, previamente marcados par c/ u de las dilu- 

ciones. Para preparar el testigo, se sustituyen los 0. 2 ml

de la dilución nor solución Salina Is6tonica. 

b).- Homogenizar la sangre agitando y añadir 0. 2 ml de

ella en e/ tubo. 

e).- Por último agregar 0. 2 ml de la susnensi6n antigéni- 

ea en e/ tubo. 

d).- Después colocar los tubos en una incubadora a 37oc, 

agitando c/ 10 min.( para incrementar el contacto entre bacte- 

rias y fagocitos), durante 1 hora. 

e).- Transcurrido el tiempo de incubación ahitar suavemen

te c/ u de, los tubos y proceder a realizar 1 6 2 frotis de

c/ dilución, 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 última norci6n

de la pelicula de sangre. El frotis puede ser secado al me - 

chero 6 nor medio de una corriente de aire caliente. 

f).- Posteriormente teñir los frotis con colorante de

7rinht, de la siguiente manera : a, -regar 0. 5 ml. de coloran- 

te a. c/ frotis y dejar te-íir durante 1 min., desnu6s agregar
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1 ml. de Buffer de Fosfatos a pH de 6. 5 y dejar teñir otros

4 min. . Lavar con agua corriente 6 con la misma solución

Buffer ,y secar al aire. ( L15 ). 

g).— Observaci6n al Microscopio: Colocar el frotis sobre

la platina ,y buscar el campo deseado por medio del objetivo

seco fuerte, desAu6s observar con el objetivo de inmersi6n, 

con el fin de contar el número de bacterias fagocitadas en

25 polimorfonucleares. 

Nota : Todo el material las soluciones empleadas en

esta -Prueba deben estar perfectamente esteriles. 
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como base la concentración tóxica de la a.mnicilina encontra- 

da en el experimento " In Vitro", a partir de esta calcular

la concentración de Amnicilina oue se debe administrar al

conejo. 

Calculos

Diluci6n tóxica " In Vitro 10- 3 = 0. 1 mg./ ml. 

0. 1 m,'g. ----- 1 ml. ( sangre) 

x mg. ----- 5000 ml. ( sangre),( adulto) 

x = 500 mg. 

adulto) 50 Kg. ----- 5000 ml. ( sangre) 

conejo) 3 Kg. ----- x ml. ( sangre) 

x = 300 ml. ( sangre) 

500 mg. ----- 5000 ml. ( sangre) ( adulto) 

X mg. ----- 300 ml. ( sangre) ( conejo) 

x = 30 mg. de Ampicilina. 

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

Hay nue considerar, nue en el experimento " In Vitro

la concentración del antibiótico en sangre es total y aue al

administrar la misma sustancia a un ser vivo, la absorción

por el organismo no es del 100 f, Y además existe excreci6n

del mismo, por estos motivos se debe utilizar una concentra- 

ci6n de : 240 mg, de Amnicilina cada 6 horas, para obtener

la inhibici6n de la fagocitosis. Esta concentración se obtu- 

vo duplicando consecutivamente la dosis calculada al inicio

del experimento. 
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3.- Obtención del DZaterial Biol6gico : 

Colocar al conejo en una caja con soporte movible, el

cual permite acomodarlo de tal manera que el cuello del mis- 

mo quede entre el soporte y la caja facilitando asi la sali- 

da de la cabeza del animal, evitando el movimiento de este

al momento de tomar la muestra. Después desinfectar la zona

de la vena marginal de la oreja con alcohol o soluci6n de

Iodo y dar masaje con el fin de estimular la circulaci6n ; 

se procede a nuncionar la vena asepticámente, 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- 

ci6n de Citra.to de Sodio al 2 % ( la dilución 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 último se coloca en el refrigerador para impe - 

dir aue los rolimorfonucleares sufran lisis. La muestra de

sangre obtenida de esta manera deberá utilizarse en un tiem- 

po máximo de 5 horas después de la punción.. 

Los 2 conejos tanto " testigo" como " problema" son mues - 

treados de la forma. descritá anteriormente, a, las 24 y 48 ho

ras de haber iniciado el tratamiento con el antibi6tico en

cuestión. 

Se debe tener cuidado en marcar y rotular perfectamente

las muestras, con el fin ?,e no confundirlas y evitar resul - 

tallos erroneos. 
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4.— Técnica : 

a).— IIomogenizar la sanare, tanto del " testigo" como del

problema" agitando y colocar 0. 2 ml. de c/ u en sendos tubos

de ensaye marcados respectivamente " testigo" y " problema". 

b).— A continua.ci6n añadir 0. 2 ml y 0. 4 ml. de solución

Salina Is6tonica al " testigo" y " problema" respectivamente. 

c).— Por último agregar solamente al " testigo" el antigé— 

no ( suspensión bacteriana de Stha-ohilococcus, aureus, la cual

debe tener una concentraci6n de 500, 000, 000 de celulas/ ml.). 

La manera de preparar dicha suspensión se describe en la pa— 

gina ( 34 ). Al " problema" no se le añade el antigéno, debi— 

do a eue este se debe encontrar en la sangre al momento de

tomar la muestra. 

d).— Después colocar los tubos en una incubadora a 37aó, 

agitando c/ 10 min.( para incrementar el contacto entre bacte- 

rias y fagocitos),. durante 1 hora. 

e).- Transcurrido el tiempo de incubaci6n agitar suave - 

mente c/ u de los tubos y proceder a realizar 1 6 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 última por— 

ci6n de la pelicula de sangre. El frotis puede ser secado al

mechero o por medio de una corriente de aire caliente. 

f).—Posteriormente teñir los frotis con colorante de

4Jright, de la si- uiente manera : agregar 0. 5 ml. de coloran
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te e, c/ frotis y dejar teiir durante 1 min., después agregar

1 ml. de Buffer de Fosfatos a pH de 6. 5 y dejar te_íir otros

4 min. . Lavar con agua corriente 6 con la misma solución

Buffer y secar al aire. ( L15 ). 

g).— Observación al Itilicroscopio: Colocar el frotis sobre

la platina y buscar el campo deseado por medio del objetivo

seco fuerte, desrués observar con el objetivo de inmersión, 

con el fin de contar el numero de bacterias fa,-ocitadas en

25 polimorfonucleares. 

Ilota : Todo el material y las soluciones empleadas en

esta prueba deben estar perfectamente esteriles. 
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IV.- RESULTADOS : 

Se deben estimar, sesstín el arado de fagocitosis oue bre - 

sentan las celulas : 

Fa,:ocitosis nenativa = ninguna bacteria ingerida. 

F. " ligera = 1 a 20 bacterias ingeridas. 

F. moderada = 20 a 40 bacterias ingeridas. 

F. intensa = + de 40 bacterias ingeridas. 

Al hacer la observación mieroscopica, fué muy difícil po- 

der contar el número de bacterias fagocitadas, por lo rue

los resultados estan reportados en base a la presencia 6

ausencia de fagocitosis. 

El experimento " In Vitro " se realiz6 25 veces, de las

cuales las 10 primeras sirvieron para eliminar las dilucio - 

nes 10- 1U, 10- 9, 10- 8 y 10- 7 ya que en estas se observaba

una fagocitosis muy intensa. 

Las siguientes 10 se llevaron a cabo con las diluciones

restantes, determinando que las diluciones 10- 6 y 10- 5 tan - 
bién presentaban una fagocitosis intensa. 

Los últimos 5 ensayos fueron para confirmar cual era la

dilución en la oue se inhibía la fagocitosis ( punto final t6

xico), la observaci6n di6 como resultado cue la dilución tó- 

xica es 10- 3 que eeuivale a una concentración de 0. 1 mg./ ml. 

El experimento " In Vivo " se realiz6 6 veces : En los 1° 

20, 

3°, 
40

v 50 ensayos se utilizaron dosis de 30, 60, 120, 

150 y 180 mg. °/ 6 hrs. respectivamente y en ninguno de ellos

se observ6 inhibición de la fagocitosis, en el áltimo ensayo
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se utilizó una dosis de 240 mg. c/ 6 hrs., observandose hasta

entonces inhibición de la fagocitosis. 

Concentración Tóxica " In Vitro " : 0. 1 mg./ ml. 

Concentración T6xica " In Vivo " : 0. 8 mg./ ml. 
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V.- DISJUSION : 

Jomo se , podrá observar el problema principal con este ti- 

no de sustancias es el uso exagerado y descuidado de ellas, 

fomentándose la producción de cepas de microorganismos resis

tentes a estos nuimioterápicos. 

Desde el punto.,de vista inmunol6gico, el uso exagerado de

los antibi6ticos como la Ampicilina, puede ser negativo, de- 

bido a nue impide el desarrollo del microorganismo invasor y
su fa.iocitosis normal, eliminando de esta manera la oportuni

dad de nue el naciente adnuiera una inmunidad activa y además

permitiendo nue el naciente pueda sufrir una reinfecci6n cau

sada por una cepa resistente a la ouimioterapía. 

Por lo tanto los antibióticos deben ser usados en cases

de infecciones agudas, bajo el control de un medico competen

te y con las medidas de seguridad pertinentes para ayudar al

restablecimiento del paciente y evitar las reinfecciones y
la producción 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 obtención

de resultados err6neos. 

Hay que considerar que la sangre normal tiene una acción

bactericida definida, caue varia con el huesped y el microor

ganismo invasor, esta variación depende : de la condición fí

sica, poder ons6nico de la sangre, número y eficiencia de

leucocitos presentes con respecto al huesped y además de la. 
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especie, virulencia y número de microorganísmos involucrados

Durcnte el desarrollo de la parte experimental se puede

observar rue la fa:?ocitosis aumenta al disminuir la concentra

ci6n del antibiótico, esto podría significar que los niveles

sub- bacteriostá.ticos de la Ampicilina incrementan el proceso

de la fagocitosis, aunrue también puede provocar la produc - 

ci6n de cenas resistentes. Esto puede ser posible pero aún

es une, intriga, ya que no se conoce el mecanismo por el cual

los -,:ntibi6ticos ayudan 6 inhiben la fagocitosis. 

Es muy probable que la Ampicilina inhiba la fal*ocitosis

actuando sobre factores humorales y no sobre los polimorfonu

cleares, ya que estos no son destruidos a pesar de las altas

concentraciones del antibi6tico. 

Para finalizar, tomando en cuenta los resultados obtenidos

y los datos reportados en la pagina ( 6, 7 y 3 ), podemos cort- 

cluir que la Ampicilina no es citot6xxica para el hombre y las

animales en las concentraciones nue se utiliza actualmente

en el tratamiento de procesos infecciosos, ni durante tiem - 

pos prolon,-ados de admínistraci6n. 
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