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INTRODUCCION

El tratamiento quimioterapéutico para resolver en
fermedades infecciosas, ha sido, y es uno de los campos mis
estudiados dentro de la Medicina, /dehido a que un buen .-
tratamiento, un individue puede recuperar su salud. Esto =-
suena relativamente facil, sin embargo, es muy complejo el
estudio a nivel quimioterap&utico, ya que el comportamiento
de un agente seleccionado para determinada especie microbia
na, puede variar entre cepas de la misma especie y de una -

persona a otra.

Se sabe que en nuestro organismo existe un meca-
nismo de defensa inespecffico, de primera linea, que es la
fagocitosis. Este proceso involucra c€lulas sangufneas como
leucocitos polimorfonucleares (P,M.N.) y macrédfagos entre -
otras c€lulas, las cuales poseen en su interior una serie
de substancias con demostrada capacidad germicida (5,41),
Este mecanism¢ ha sido ampliamente estudiado y se ha demos-
trado que las cé€luylas ya mencionadas fagocitan microorganis

mos y los elimina en gu interior (3,13,16),

Cuando se administra un agente antimicrobiano a =~
un paciente con alguna infecci6bn, €ste disminuye el nfimero

de microorganismos por diferentes mecanismos inhibiendo ~-



la formacifn de la pared celular, actuando a nivel del -~
DNA, sobre los ribosomas, etc, y entonces es fdcilmente «

fagocitado y eliminado,

Sin embargo existen enfermedades como brucelosis,
salmonelosis, tuberculosis, listeriosis, toxoplasmosis y -
legiconelosgis, entre otraq;causadas pPor microorganismos que
son capaces de scbrevivir, inclugo algunas veces de multi-
plicarse, dentro del leucocito P.M,N, 6 de los macr6fagos =
(12,50), Esto hace dfficil un tratamiento quimioterapé&uti-
co eficaz, pormpne existen pocos antibidticos que puedan - -
penetrar a travé€s de la membrana citoplasmftica leucocita--

ria y aetuar en el citoplasma de aestas celulas.

Numerosos investigadores han estudiado diversos -
antibiféticos para observar si penetran 0 no la membrana - -
citoplasmdtica y si tienen capacidad de actuar dentro para
eliminar el microorganismo fagocitado. Entre los antibidti-
cos estudiados est&n por ejemplo, la penicilina G, cloran--
fenicol, estreptomicina, rifampicina, gentamicina, eritromi
cina, y el grupo de las tetraciclinas como oxitetraciclina,
doxiciclina, minociclina, clorhidrato de tetraciclina, los’
cuales se emplean como tratamientos quimjoterxap€uticos para

diversas enfermedades,



Una de las primeras investigaciones fue la de - -
Mackaness en 1952 (32 ) quien enfatizaba gue se reguerfan -
de 25 sgr/ml de estreptomicina por mililitro de medio de --
cultivo para frenar el crecimiento intracelular de Mycocbac-

terium tuberculosis, mientras que los bacilos extracelulares

requerfan menos de 0.6 ugr/ml.

Uno de los primeros intentos en estudiar el efec-

to de los antibifticos sobre Salmonella typhosa (sic) intra

celular lo efectuaron Showacre y col.en 1961 ( 45) ellos --
sugirieron que la sobrevivencia intracelular de la bacteria
podrfa deberse a alguna de las siguientes causas: a) el fra
caso del antibibtico para penetrar la célula huésped, b)la in
activacidén intracelular del antibiftico, en caso de que = -
atraviese la membrana del leucocito, c¢) los cambios estruc-
turales o metab&licos que puede sufrir el microorganismo -
en el Ambito intracelular y hacerlo refractario a la accifn
del antibiftico, d) el antibiftico dafia m&s f&cil a la bac-
teria fuera del leucocito porgue este le brinda condiciones
favorables para sobrevivir, ya sean metab&licas o fisicas. -
Showacre y col,trabajaron con células de fibroblastos de ra

tén infectadas con Salmonella typhosa (sic) y puestas en --

contacto con antibi6ticos como penicilina G, estreptomicina,
cloranfenicoly sinematina B (cefalosporina N & Penicilina N);

para ir apreciando la alteracidn celular ellos utilizaron -



el microscopio de contraste de fase. En sus resultados, re=
portaron que la estreptomicina a una concentracifin de 20 -
Mgr/ml y el cloranfenicol a una de 10 jpugr/ml produjeyon  in-
hibicifén de la bacteria tanto intra como extracelularmen-
te a las 3 horas de exposicifn; despufs de este tiempo em-
pezaron a proliferar y a las 24 horas de incubacién ya ha-
bia muerte de la c€lula fibrobl8stica. En el caso de sine-
matinaBauna concentracién de 20 mugr/ml v penicilina con =
100 U/ml se vi& que hubo inhibici6m del crecimiento del ba-
cilo extracelular, pero se formaron esferoplastos en el

medio intracelular, se mantuve esta forma y finalmente la

cé€lula morfa a las 19 horas de exposicién.

Otro grupo de investigadores encabezados por - -
Hopps en 1961 ( 26 ) hicieron algo semejante al de Showacre
ariadiendo, a los antibiéticos ya probados, la clorotetraci=-
clina y la kanamicina. Lo relevante de este trabajo fu€ --
el observar cambios morfolSgicos de las cé€lulas utilizadas en
este caso de fibroblastos de ratén y c€lulas Hela en las -

fases logarftmica vy estacionaria de dos cepas de Salmonella

typhosa (sic), expuestas a los antibifticos y concluyendo -
gue estos tuviexom un efecto letal mas r8pido sobre la bacte-

ria en la fase logarftmica - gue en la fase estacionaria.



Hay antibi8ticos que pueden dafiar la c€lula hués-
ped, por ejemplo polimixina B interacciona con la membrana
celular de mamfferos, las tetraciclinas alteran funciones
del leucocito como la quimiotaxis, y la rifampicina actta
a nivel de RNA polimerasa; debido a esto el grupo de Hoeprich

(24) prob6 las interacciones de leucocitos de humanos inocu

lados con Staphylococcus aureus, Diplococcus pneumoniae (sic)

y Escherichia coli expuestos a antibiéticos como tetracicli-

nas, pelimizxina B y rifampicina, y report$§ que la destruccifn
de las bacterias intracelulareg fueron igualeg cuando el leu
cocito actud solo o bien en presencia de los antibidticos --
ensayados a dosis terapé&uticas; y ademfs, gque el leucocito no

sufrié alteraciones ya que conservd su capacidad bactericida.

Una de las discrepancias mas fuertes gque existen -
es si la penicilina penetra o no al leucocito y si actfia o no =
sobre las bacterias intracelulares. Veale (51) us8 penicili-

na sobre Neisseria gonorrhoeae y van den Broeck (49) sobre -

Staphylococcus aureus; ambas bacterias previamente fueron --

fagocitadas por leucocitos. En leucocitos conteniendo - - -

N. gonorrhoeae se vif que el antibi6tico penetxrS y afect6 la

viabilidad bacteriana sclo gue a dosis mayores de las tera-
péuticas. En el caso de los leucocitos conteniendo S. aureus
se ensayaron unos poni&ndolos en presencia de suero y otros
sin suero; y los resultados indicaron que cuando se ponfa en

contacto el leuccocito solo con la bacteria, esto es, sin --



antibi6tico ni suero no habfa muerte intracelular, por el -
contrario se auyment8 el nfimero de bacterias viables; y si -
se ponfan en contacto las bacterias intracelulares con el -
antibiftico o el suero, por separado, se observd muexte in-

tracelular y si se afiadfan juntos la muerte se increment§,

Mendell (34) report8 resultados contradictorios -
a los de Showacre y Hops ya mencionados, €1 trabajé con leu

cocitos que habfan fagocitado Staphylococcus aureus y, pues

tos en contacto ¢on penicilina y rifampicina observ6 que --
€stos no penetraron la membrana del P.M.N., Mendell lo atri-
buy8 entre otras cosas, a que el tiempo prolongado de expo-
sicién (20 hrs) utilizado por los investigadores pudo favo-

recer a gque el antibifStico penetrara porxr pinocitosis.

Yoshida y col, (53) compararon la accién de la te-

traciclina y minociclina sobre la Legionella pneumophila --

cepa Philadelphia~1l, tanto in vitro con macréfagos perito--
neales, como in vivo en cobayos; en sus resultados concluye
ron gue la minociclina y doxiciclina eran igual de efectivas
in vitro, y la tetraciclina la menos efectiva; in vivo cobser

varon que la minociclina era la mejor,



Otros investigadores que también estudiaron la
capacidad de entrada del antibidtico en leucocitos, fueron
Prokesch y Hand{(3%) ellos probaron 13 antibiéticos diferentes
-y como ¢€lula utilizaron leucocitos P.M.N. humanos; encon
tﬁmmn.por ejemplo que la penicilina y la cefalosporina -« =
fallaron al noentrar ‘a la ¢c€lula de una manera eficiente ya
gque lo hacfan pobremente; otros antibifticos como etambutol,

eritromicina y clindamicina si penetraron fécilmente.

Solbergy col, (47 ) también estudiaron la ciné--
tica de penetracifn del antibiético en el leucocito, ellos
ensayaron con gentamicina y rifampicina sobre leucocitos con

Staphylococcus aureus en su interior, y reportaron que la -

rifampicina era mas efectiva, quizé'porque la gentamicina =--
no penetr8 bien en la cflula fagocftica y si lo hizo no ac--
tud o las bacterias pudieron quedar protegidas por la célu--

la fagocitica.

Uno de los trabajos que pone en duda los resul-
tados de gentamicina obtenidos por Solberg, es el de - -~
Hand y King-Thompson (23 ) en el cual estudiaron el leuco--

cito P.M,N, de humanos expuestos con Staphylococcus aureus

y puesto en contacto con varios antibifticos; observaron -
que la clindamicina y la eritromic¢ina  penetraron en el

P.,M.N. alcanzando altas concentraciones, la rifampi=-



cina también penetr6 el P.M.N. debido a la solubilidad de
lfpidos; y la gentamicina y penicilina, reportd que pene-
traron pobremente aunque la gentamicina sf actué dentro -

del P.M.N. y la penicilina no lo hizo,

vosbeck y col, (52) encontraran datos similares a
loa de Solberg sobre la gentamicina, ellos ensayaron varios

antibi6ticos sobre Staphyvlococcus aureus fagocitados por -=-

P.M.N. humanos y en sus resultados mencionaron que la rifam
picina a bajas concentraciones tuvo una muy buena actividad
intracelular, incluso un poco mejor que a nivel extracelu--
lar. Probaron también gentamicina, la cual vieron que es ==
bactericida fuera de los P.M.N. pero dentro no lo mostraba,
ni a altas concentraciones. La clindamicina y vancomicina,

reportan en este trabajo, fueron igualmente activas dentro

y fuera de la c€lula; la eritromicina fué activa intracelu-
larmente a altas concentraciones; en cambio penicilina G, =
ampicilina y estreptomicina fueron inactivas intracelular--

mente.

Sinchez y col, (43) en su trabajo de evalulacibn -
de diversos agentes antimicrobianos scobre P,M.N. boOvinos --

que habfan fagocitado Staphylococcus aureus; reportaron que

solo la oxitetraciclina a una concentracifn de 50 mgr/ml y
la rifampicina a 6.3 agr/ml actuaron intracelularmente cau-
sando la muerte de los microorganismos, otra de sus obser--

- ‘ L] a -
vaciones fue que la tetraciclina no actuaba intracelularmen
te.



Se han hecho estudios utilizando combinaciones ~~
de dos antibidéticos simultineamente sobre bacterias que han
sido fagocitadas, para demostrar la accidn sinergfstica de

dichos antibifticos, Al utilizarse simult&neamente estrepto

micina y penicllina (39) sobre Brucella Egprtus fagocitadas
por c€lulas bovinas, se comprobd que si existfa un efecto -
bactericida sobre la bacteria intracelular; también emplea-
ron la combinacibn de tetraciclina y estreptomicina; la te-
traciclina sola a concentraciones de 0.5 mgr a 1.0 agr/ml -
era bacteriostitica dentro de la célula, pero al afiadir 10

agr/ml de estreptomicina, tenfa capacidad para actuar como

bactericida.

Otra investigaci6n sobre el sinergismo entre los
antibiSticos es la de Ariza y col (2) en la cual aportan -
datos sobre la combinacifn de doxiciclina y rifampicina com
parada contra la tetraciclina y estreptomicina utilizados -
para la terapia de brucelosis humana y se reportf que la --

combinacién de doxiciclina y rifampicina era la mejor.

La calidad del leucocito juega un papel muy impox
tante en la eliminaciSn de microorganismos, tal como lo de-
mostraron los resultados del efecto de rayos X sobre ratones,

de’ los experimentos efectuados por Nelson y Becker (36),



Schaffer, Kucera y Spinck en 1963 (44) sefalaron
que los macr8fagos peritoneales protegfan a las brucelas -
fagocitadas de la accin de la estreptomicina afln a concen=
traciones que excedfan las 50,000 agr/ml, Alexander y Good

(1) informaron que tante Staphylococcus aureus como Pseudo-

monas aeruginosa una vez fagocitadas por leucocitos P.M.N.

humanos quedan fuertemente protegidas de la accifn antimicro
biana de penicilina G, ampicilina, cloranfenicol, oxitetraci
clina y tetraciclina entre otros antibifticos estudiados a -~

concentraciones terapéuticas.,

Solberg (46) en otro ensay¢o prob$ una mezcla de -
antibifticos formados por penicilina G a una concentracién
de 25 U/ml y estreptomicina a 1000 U/ml; utilizados contra -

Staphylococcus aureus fagocitados por P.M.N,. humanos, y en -

sus resultados reportd$ que las bacterias intracelulares per-
manecieron viables incluso despu€s de 20 horas de exposicidn
mientras que fuera de la cé€lula morfan el 99% de las bacte--
rias en menos de 30 minutos, concluyendo gue las bacterias -
aquedan protegidas dentro de la cé€lula; los mismos resultados

se cbtuvieron utilizando fenil butazona.
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Existen estudios que han aportado conocimientos
sobre la alteracifén de la capacidad bactericida del leuco
cito a consecuencia de dosis inadecuadas de los antibiot%
cos, por ejemplo Glette y col ( 20) reportaron gue a bajas
concentraciones (< 10 sigr/ml) de doxiciclina, oxitetraci--
clina y minociclina no alteraban la migracifn, la quimio=-
luminisencia ni la oxidacién de la glucogsa de los leucoci-
tos; pero a altas concentraciones (210 ugr/ml) de doxici-
clina o de minociclina afectaron la quimoluminisencia y la
oxidacifn de la glucosa; adem8s la doxiciclina alter6 la
migracién; la oxitetraciclina no afect6 al P.M.N. a concen
traciones altas, También Daschner ( 12) en su reporte en--

contrd resultados parecidos a estos.

Forsgren y Gnarpe ( 17) demostraron que la accibn
bactericida del suero era afectada al agregar las tetraci=--
clinas ensayadas, no asf las funciones del leucocito tales
como la opsonizacién, la fagocitosis y la muerte intracelu

lar.

Hay evidencias que las tetraciclinas pueden alte
rar la qumiotaxis leucocitaria, Martin y col ( 35) mencio-
nan que las tetraciclinas a concentraciones terapéuticas -

habituales, deprimfan la migracién de leucocitos humanos -



in vitro, Se ensay8 con voluntarios, a los cuales se les -~-

provoc6 una infeccién con Mycoplasma pneumoniae y posterior

mente se les di6 tetraciclina oral; al hacer el ensayo en =
el laboratorio cbservaron que los leucocitos de los pacien-
tes mostraron disminucién de la leucotaxis a concentracio--
nes bajas (0.01 a 10 mgr/ml), pero al ser estimulados estos
leucocitos con concentraciones altas (30-300 paigr/ml) se en-
contrd que la produccién de lactato por el leucocito se ha--

bfa elevado significativamente por la alta concentracién,

Hay otros autores ( 18 ) que han bbservado exac-
tamente lo contrario gue reportaron Martin y col, ya que -
vieron que es a altas concentraciones de la tetraciclina -
cuando se inhibe la qumiotaxis del leucocito, por ejemplo
Majeshi y Alexander (33 ) ensayaron concentraciones que --
iban desde 1 mgr/ml hasta 1,000 agr/ml de diversas tetraci
clinas y demostraron que a €sta filtima concentracién la -~

respuesta disminufa en un 87%.

En un intento por esclarecer el efecto tanto de -
agentes fisicos como qguimioterap€uticos sobre los leucoci--
tos, Glette y col (21 ) hicieron un trabajo interesante -~ -
en el que muestran el efecto de diversas tetraciclinas y --
la luz ultravioleta (U.V) al actuar simultineamente sobre -
los leucocitos, observaron que en el caso de la doxiciclina

(10 jagr/ml) el consumo de oxIgeno del leucocito aumentaba =
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notoriamente, causindole un dafio importante; en cambio el --
resto de las tetraciclinas probadas no produjeron este efec-

to.

Todos los trabajos ya mencionados muestran la im-
portancia que tienen los antibiéticos que son capaces de -~
penetrar al leucocito infectado, Afn existen muchas dudas -~
por aclarar scbre la cinétioca de penetracién del antibifti-
co vy si actfla o0 no dentro del fagocito, & bien en que grado

este pudiera resultar dafhado en lugar de beneficiado.

Por la importancia que tienen las tetraciclinas
para el tratamiento de enfermedades causadas por microorga-
nismos intracelulares como lo son micoplasmas, clamidias, -
rickettsias y algunas bacterias gram positivas y gram nega-
tivas; fueron seleccionadas para el disefioc experimental de
este trabajo. Estos antibifticos son de amplio uso a pesar
de las opiniones encontradas que existen para su aplicacién
a nivel terapéutico (10,22), ya que si no se manejan correc-
tamente con las dosis adecuadas,pueden traer consecuencias

adeversas para ¢l paciente,

Las tetraciclinas, como se sabe, forman un gru-
po de antibi6ticos de amplio espectro,bacteriostitico a ni
vel intracelular (6,15,27). Se descubrieron hacia 1948 sien
do la aureomicina (llamada inicialmente duomicina y actual-

mente clorotetraciclina) la primera que se aisld, obtenién-
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dose a partir de un cultivo de Streptomyces aureofaciens y =

usada por primera vez como complemento dietético en animales,
Posteriormente se han aislado mfs tetraciclinas y se han uti
lizado como agentes quimioterapfuticos en enfermedades de hu

manos y animales (28).

Lo anterior lleva a preguntar si estos medicamentos
realmente tienen un efecto positivo en la eliminacifn de bac-
térias intracelulares, por lo que se propone la HipStesis de
esta investigacién: El grupo de las tetraciclinas, en parti=-
cular oxitetraciclina y clorhidrato de tetraciclina, aumentan

la capacidad del leucocito para matar a las bacterias.

Para llevar a cabo la verificacifn de esta hipSte-

sis se plantearon los siguientes objetivos:

1) Determinar la actividad antimicrobiana de las tetracicli-
nas sobre las bacterias gque fueron fagocitadas por leuco-

citos P.M.N,.

2) Comparar -si entre las dos estructuras molecula--
res del antibidtico (clorhidrato de tetraciclina y oxite
traciclina), la actividad de muerte intracelular es dife-

rente,

Las tetraciclinas seleccionadas para este proyecto fueron
(figura 1): a) Clorhidrato de tetraciclina y b) Oxdtetraciclina; por =
ser de uso frecuente, tanto a nivel terapSutico como en ensayos experi

mentales,
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FIGURA 1

a)

b}

TETRACICLINAS

Clorhidrato de Tetraciclina: R=C1,R1=CH3

(Introducida en 1948) R =H
Se obtiene de Streptomyces - 2
aureofaciens.

Oxitetraciclina: R=H1 Rl = CH3 R2 = OH

(Introducida en 1950)
Se obtiene de Streptomyces rimosus

Actlian en procariotes a nivel de 305 del
RNAt (en el aminocacil del RNAt)} impiden-
do 1la sfntesis proteica.




MATERIAL ¥ METODOS

Cepa bacteriana.- Se utiliz§ como bacteria patrén

la cepa I-073 de la especie Salmonella enteritidis obtenida

del cepario del Departamento de Microbiologfa, Facultad de

Medicina, U,A.N.L., la cual fué aislada a partir de un pa--
ciente. Esta cepa es una bacteria ent€rica (30), de residen
cia intracelular y patfgena a nivel humano (27). Para demos
trar su susceptibilidad a los antibib6ticos se efectuf la --
Concentracifn Minima Inhibitoria {(C.M.I.}). En cada expe=-
rimento se utilizaron cultivos de 18 horas de incubacifn =-

a 37°C en caldo de soya tripticase (Difco).

Los antibifticos ensayados, clorhidrato de tetra-

ciclina y oxitetraciclina, fueron de la QCompafifa Pfeizer de -

México.

Obtencibn del suero homSlogo, :Se abtunvo '‘inocu=-~

lando conejos con una suspensién de 1X106  UFC/ml (Unidades) -

Formadoras de Colonias) de la cepa en estudio,Salmonella en-

teritidis I-037, inactivada. Se efectuaron tres inotulaciones
por via intramuscular a intervalos de una semana, recolectando
el suero y se obtuvieron tftulos de anticuerpos superiores -
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Obtencidn de leucoci tos polirorfonucleares ( heter-

r8filos) a partir de un exudado peritoneal de conejo, = =

Se usaron conejos de raza Nueva Zelandia, de 5 a 7 meses =
de edad y de un peso aproximado de 2,5 a 3 kgr,, el alimen
to seleccionado fué€ uno libre de tetraciclina ("Conejitina”

La HaciEnda S-A- de coV-) .

sometiéndoseles a un praocedimiento semejante al -
de Cohn y otros investigadores (7,8} en donde se utiliza --
glucbgeno ya que esta es una de las substancias que se pue-
den utilizar como inductoras a nivel peritoneal de conejo,-
provocando la formacifn de un exudado rico en polimorfonu--
cleares, llamados en este caso heter8filos; existen repor--
tes (ll) de experimentos en los cuales se ocbtuvieron hasta
13%10°% células P.M.N. por mililitro.

Se procedid de la forma siguiente: se introdujo -
al conejo, por via peritoneal de 250 a 300 ml de solucién =-
salina estéril con gluctfgeno (1 mgr/ml) y se dejé transcu--
rrir un lapso de aproximadamente 18 horas, Posteriormente -
se efectub el lavado peritoneal para cbtener el exudado,para -
esto se introdujo una aguja hipodérmica # 14 en la piel & 1la
pared abdominal, en el tercio medio de una lfnea cuyos 1limi-
tes son la unién costo-esternal mis baja y la articulacién
del pubis; y por el orificio de la aguja se introdujo un --
catéter previamente perforado. para posteriormente ir afadien

do solucién de Hanks (pH 7.4 y a 37°C) en cantidades de -~ -
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20 a 30 ml,, hasta completar alrededor de 200 ml; el exudadd =
obtenido se fué colocando en matraz siliconizado y que con--
tenfa heparina de sodio, &ste se coloc$ en un bafio de agua
metab8lico (Dubnoff Preclision Scientific, Co,) a 37°C y con

agitacifn suave y constante, Al exudado se le afiadié suero -

hom&8logo al 10%,

Una vez que se obtuvo el exudado peritoneal se ~-
procedid a hacer los siguientes estudios:

1) Determinacifn de la cantidad de exudado obtenido (se
midié directamente en el matraz graduado gque se uti-
liz8 para depositar el exudado).

2) Recuento celular por conteo en la clmara de Neubauer,
para posteriormente ajustar a la concentracién de -~ -
lxlo6 leucocitos por mililitro, requerido para este -
proyecto,

3) Determinacifn del porcentaje de P.M.N, existentes en el
exudado. Esto se efectu$ mediante wn frotis tefiido con —-
colorante de Wright, contando 100 leumcitos al micrés-
copio para determinar cuantos eran P.M,.N,

4) Pruebas de wviabilidad:

a) Fagocitosis.~ Para demostrar la capacidad gque tie-

ne un leucocito para fagocitar un cuerpo extraifio -
(por ejemplo: bacterias), El procedimiento, para =~

F
esta prueba fue el siguiente: se pusieron los leu-



b)

citos P.M.N. (1x10°/1i1) en solucién de Kanks, -

en un tuwbo de ensayo siliconizado, y'se afiadié la bac

teria seleccionada (Salmonel_i_ti enteritidis) en una

proporcifn 1:10 (un leucocito por 10 bacterias), -
se dej6é incubar a 37°C en el baiio de agua metablm~
lico durante 30 minutos, Se hizo un frotis el cual.
se tifi6 con Wright y se contaron los leucocitos db=

teniendo el porcentaje de las que fagocitaron (18,

Exclugifn de azul de tripano,- Para demostrar la in- "

tegridad de la membrana citoplasmfitica y la capaci-
dad enzimidtica del leucocito. Se efectud esta prve--
ba colocando en un tubo de ensayo siliconizado, --

leucocitos (generalmente 3 gotas de una suspensién

de leucocitos lx106/m1) mas una gota de colorante -
de azul de tripano al 0.5% en buffer de fosfatos, ==
se dejs$ incubar en un bafio de agua metab8licoa 57'C.
durante 30 minutos. Se coloch una gota de esta mez--
cla entre un portacbjeto y cubmecbjeto, para obsgr-
verla al microscopio de contraste de faée, se conta-=
ron 100 leucocitos; se vi8 cufiles se tifieron y cua-
les no, report&ndose solo el porcentaje de los no =

tefiidos (48,52).
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Desarrollo Experimental:

Una vez cumplidos los anteriores requisitos se ~a
procedid a efectuar el experimento, Las c8lulags P.M.N, = --
{heter6filos) dilufdas en solucién de Hanks a una concen--
tracién de Jxm(}:ﬂ,secolocaron en un tubo de ensaye silico-

nizado (tubo problema), se afiadié el cultivo de Salmonells

enteritidis en una proporcién de 1:10 (10 bacterias por -~

leucocito) se dejs incubar a 37°C en el bafio de agua en ~-
agitacifn suave durante 30 a 40 minutos aproximadamente,

Se centrifugf el tubo a 1085 Xg en una centrffuga Servall
§5-~34, durante 20 minutos, se eliminS el sobrenadante en el
cual iban las bacterias no fagocitadas. Posteriormente se -
pusieron en contacto los leucocitos que fagocitaron bacte--
rias con el antibif6tico a ensayar (oxitetraciclina 6 clor--
hidrato de tetraciclina) a una concentracidn de 6 _ugr/mle--
Se tomaron alfcuotas a los tiempos 0,10,30,60 y 90 minutos,
se filtrafon en un multifiltrador (Universal Membrane, New.
Brunswick) al que se le colocaron filtros millipore de 0.654
de didmetro de poro,para separar los leucocitos y eliminar
el antibiético que no penetré. Los P.M.N. que fagocitaron a
las bacterias quedaron retenidcs en el filtro y se les some
tié a un tratamiento hipoténico, utilizando en este caso ==
agua destilada para lisarlos (24), Posteriormente se hicieron di
luciones y se inocularon en cajas de Petri con agar eiosina
azul de metileno (Difco), estas.fueron incubadas a 37°C - -
durante 24 horas; se contaron las colonias las cuales repre~

sentaron a las bacterias que sobrevivieron.



-211-

Simultfineamente con el experimento prcblema se --
llevaron dos testigos. A continuacién se explica el conteni
do de cada uno de los tres tubos utilizados en los experimen

tos:

Tubo problema (Pb*): Leucocitos P.M.N, , bacterias y antibié

tice a ensayar.

Tubo Testigo 1 (Tl*); Leucocitos P.M.N, y bacterias, Este --

testigo es para demostrar el efecto Bactericida del leucoci-
to sobre la bacteria y se procesf de la misma forma explica-
da anteriormente para el problema, solo gue sin el antibif---

tico.

Tubo Testigo 2 (T2*):Bacterias y antibidtico a ensayar. Este

testigo es para demostrar si el antibiftico actfia directamen
te sobre la bacteria. El proceso a seguir consistié en colo-
car en un tubo de ensaye la bacteria en estudio a una concen

tracién de 1x107

U.F.C./ml y el antibidtico a probar,se de--
j6 incubando a 37°C.en el bafic de agua metab8lico, tom&ndose
muestras a los 0, 10, 30, 60 y 90 minutos, se practicaron di
luciones las cuales se inocularon en cajas de petri con agar
eosina azul de metileno (Difco)}, se incubaron a 37°C durante
24 horas y se procedié a hacer la cuenta de colonias que re-
presentaron a las bacterias sobrevivientes,

(*) Nota: Pb, T, y T, son las claves que se van a utilizar en .

el resto de este escrito.
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RESULTADOS

Se seleccionaron aquellos conejos que mejor respon
dieron por su produccibn de leucocitos P.M.N, despué€s de una

inyeccibn intraperitoneal de glucSgeno (Sigma G 87751),

Se efectuaron alrededoxr de 20 experimentos con cada
antibidtico, seleccionfindose solo los resultados de 24 de -=-
ellos, por ser los mis representativos; correspondiendo 12 -

experimentos para cada antibifdtico ensayado.

En las tablas 1 y 2 se muestran los resultados de la -~ -
chtencién del exudado y las pruebas de viabilidad, practicadcs

durante los experimentos con cada antibiftico.

Las cantidades de exudado fueron & wn rango d& 75 -~
a 100 ml, en los resultadeos de la tablal,y d 70 a3 ml, en —
los de la tabla 2; estas cifras concuerdan . con los resultados
de’' otros investigadores (1l1); estos exudados tuvieron siem--
pre una gran cantidad de leucocitos, predominando fuertemente
los P.M.N, Las pruebas de viabilidad seleccionadas fueron la
fagocitosis y 1la exclusifn de azul de tripano. Las cifras repor-
tadas en las tablas para estos experimentos, fueron las esperadas ya que
se considera un 90% 6 mis como cifra normal para estas pruebas (29.48) —
por lo tanto estos exudados por su calidad y cantidad leucocitaria resul-

taron idfneos para ser usados en este proyecto.

En el caso de la oepa patr@n los resultads del CM.I paracti-

cada para detectar su susceptibilidad antimicrcbiana, fueron para clorhi-

drato de tetraciclina de 0.625 agr/ml y para oxitetraciclina de 0.321 —
P /ml,
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TABLA 1
" CLORHIDRATO DE TETRACICLINA

EXPERT-| CANTIDAD| TOTAL ~| % P.M.N PRUEBAS DE VIABILIDAD
MENTO e EXUIT_-\_‘ DE CEL
No, OBTENIDO| LASML. AZUL DE - -
L) FAGOCITOSTS| TRIPAD.
6
1 95 1.2X10 98
2 90 1.0x10° 94
97 95
97
3 95 | Lxw®| o2 o1
g a —
9
4 100 | 2.5x10°| s o1
5 85 | 2.ax10° | 100 95 96
6 80 2,0x10° 98 9
. 90 9
7 95 5.0x10° 100 93 98
8 85 |2.1x10%| oe 94 97
9 05 |3.5x20% | o3 92 100
9
10 g0 |2.2x10%| % 100 6
98
11 80 2.0x10° 96 92
1 = 75 4.0x10° § 95 93 98
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TABLA 2
OXITETRACICLINA
r i
EXPERI~ |CANTIDAD| TOTAL DE PRUEBAS DE VIABILIDAD
MENTO | Exu--| ceLoras
iNo. DADO (LY POR ML. |4 BN, RT0L DB
FAGOCITOSIS | TRIPANO
e Y
”
1 85 | 2.0x10° 92 91 94
2 80 |2.0:10° 91 91 94
3 95 | 4.0x10° 94 %0 98
92 100
4 90 |5.2x10° 93
] 93 95
5 70 |4.2x10 93
6 90 |11.0x10%| 97 92 % 1
7 90 |11.ax10%) 92 93 100
8 85 1.0x10°| o4 91 100




Las cifras obtenidas de las cuentas viables, fue=
ron graficadas; estas grificas estfn comprendidas de la 1 -
a la 24 y muestran los resultados en forma individual para
‘Cada experimento. Cada una incluye el resultado del Pb, - -

Tl ¥ T2.

En el caso de los experimentos ensayados con clor
hidrato de tetraciclina, que comprenden los primeros doce;
las gr&ficas 1,2,4,5,6, y 10 guardan semejanza en que la ci
fra correspondiente al Pb descendié hasta 0 en todos ellos
a los 60 minutos, exceptuando en la grdfica 6 que fué€ hasta
los 90 minutos en la 10 que fu€ a los 30 minutos. Casi suce-
di6 lo mismo para el T, en las gr&ficas ya mencionadas; - -
excepto en la 2 y la 5 la cifra también llegé a 0 entre los
60 y 90 minutos; pero se puede cbservar que en el caso de -
las graficas 2 y 5 permanecif la cantidad précticamente cons
tante durante gran parte del experimento; en la 2 hubo wn lige
ro aumento de la poblacifn a los 30 minutos para caer brus-
camente a 0 a los 60 minutos; en la 5 permanecid constante
hasta los &0 minutos para descender a 0 a los 30 minutos. -
En las grdficas 1 y 4 el comportamiento de Tl fué muy pare-
cido al Pb, solo gque requirié de mayor tiempo. En la gré&fi-
ca 6 el Tl disminuyd de manera importante durante los pri--
meros 10 minutos y permaneci6 constante la cifra de bacterias
en el resto del experimento; en la grdfica 10 el Tl se man~

tuvo constante durante todo el ensayo. El T, para las gr&ficas



- 26 ~

l v 10 permanecif sin variacifén en toda la fase experimental,
mientras que en el T, de las 4,5 y 6 hubo una ligera dismi--
nucifn alrededor de los 30 minutos; y el Ty de la 2 disminu

yo a los 60 minutos.

En el caso de la grafica 3 se aprecia gue el Pb -
tuvo un liée;'o pero continuo descenso de la viabilidad bacteria
na durante todo el experimento; el Tl permanecié constante
hasta los 60 minutos para descender a los 90 minutos; el --
T2 presenta algo parecido a Tl ya que permaneci constante
durante los primeros 30 minutos para ir descendiendo el res

to del tiempo.

En la grifica 8, el Pb mantuvo su poblacibén bacte
riana constante durante los primeros 60 minutos para descender
casi un logaritmo a los 90 minutos; en el T, hubo una pér--
dida de la viabilidad a los 10 minutos, permaneci8 constante
la poblacifn hasta los 30 minutos y cay8 gradualmente hasta
casi 0 a los 90 minutos; el T2 permanecis constante hasta -
los 60 minutos para descender un logaritmo los 30 minutos -
restantes del experimento guardando una proporcifn semejan-

te al Pb.

Las gr&ficas 7 y 11 muestran que en €l Pb hubo -=-
pé€rdida bacteriana ligara a los 10 minutos; pero mientras -
que en la 7 la cantidad celular permanecié igual el resto -

del ensayo, en la 11 hubo muerte bacteriana en ligera pro--
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porcién en el lapso de 60 a 90 minutos, Para el Tl guardan

similitud ambas gri&ficas ya gue en los primeros 10 minutos
hubo ligera disminucién bacteriana y despu€s permanecidé la
cantidad celular sin variacidn en todo el experimento; pa-
ra T2 seé pueden observar gque permanecen constantes las ci-
fras solo que en la 7 hubo ligera pérdida bacteriana en el

lapso de 60 a 90 minutos y en la 1l en el mismo lapso de -

tiempo un ligero aumentc en la poblacibn,

Las grdficas 9 y 12 muestran resultados semejan-

tes en el caso de T En la grafica 9, el Pb vy Tl 5@ COm--

2¢
portaron igual hasta los 10 minutos, después en el Pb hubo
disminuci6n hasta los 30 minutos,permanecis la poblacifn-igual
hasta los 60 minutos y luego present$ una cafda importan--
te el resto del tiempo; mientras que T, fug cayendo paulati
namente durante todo el tiempo de experimento. En la grafi
ca 12 el Pb permanecif sin cambic hasta los 60 minutos y -
bajo en una muy ligera cantidad a los 90 minutos; T, a los
10 minutos disminuyd ligeramente y en el resto del tiempo
se mantuvo en esta cantidad. E1 T, tuvo un comportamiento
semejante en estos dos experimentos ya que fue disminuyendo
la poblacifin gradualmente durante todo el tiempo en que se
efectub el experimento; en el caso del experimento 12 inclu
so muestra mayor muerte bacteriana que Pb y Tl aungue la di

ferencia f¥ muy peguefia.



Las gréficas comprendidas de la 13 a la 24 mues~
tran los resultados de los 12 experimentos con oxitetracicli

na.

En las gr&ficas 13,14 y 21 se observa que dismi--
nuy8 la cantidad de las bacterias en la misma proporcién =--
tanto en el Pb como en el T solo que este dltimo aumentd -
ligeramente durante los (ltimos 30 minutos del experimento:
el Pb en el caso de la gr&fica 13 cay$ en forma brusca du-~
rante los primercs 10 minutos para permanecer constante =--
el resto del tiempo; no asf el Pb de la grafica 21 en la -

4

que descendif paulatinamente de 107 a 10" durante los 90 -

minutos del experimento. E1l T, se comport8 diferente ya que

2
en la gridfica 13 se aprecia que permanecié constante duran-
te 60 minutos, para posteriormente disminuir la cantidad =--
bacteriana hasta el final del experimento; en la grafica --
2] fo8-d la inversa ya que hubo disminucidén bacteriana durante
los primeros 30 minutos para permanecer constante el resto
del tiempo. En la grifica 14 se muestra que hubo un compor-

tamiento casi idéntico para Pb y Tii ¥ el TZ se compertd --

muy semejante al de la gr&fica 21 anteriormente explicado.

Al revisar las graficas 17,18,19,22 y 24 se oh--
serva que en €l Pb hubo una disminucifén de la viabilidad -

bacteriana desde los primeros 10 minutos del ensayo experi

mental, por ejemplo en el caso de las gréficas 18,19 y 22

la muerte bacteriana fuf€. impresionante desde el inicio -~=-



del experimento, en la 18 continué disminuyendo ligeramente
el resto del tiempo; en la 19 fu€ constante en los tiempos
10,30 v 60 minutos y aument8 un poco a los 90 minutos; en -
la gréfica 22 despu€s de los 10 minutog afin continu8 dismi-
nuyendo ligeramente hasta los 60 minutos y luego de nuevo
tuvo otra brusca cafda a los 90 minutos. En la 17 el Pb tuvo
pérdida gradual en todo el ensayo; en la 24 el Pb fu€ seme-
jante a la 17 solo que de los 60 a 90 minutos hubo un aumen
tc en la poblacifn. En cuanto al T de estas gr&ficas se ob
serva que en las 17,18,19 y 22 permanecif igual los prime--
ros 30 minutos y posteriormente descendif la cantidad de --
bacterias de manera importante excepto la 17 que descendié
poco el resto del tiempo; en el T, de la gréfica 24 se ve -
que disminuy8 de manera constante y gradual en todo el experi
mento. En el T, de estas grificas hubo muerte bacteriana aun
que en cantidad y tiempos diferentes; en la 17 la disminucién
bacterian_e_l__flﬁ muy poca pero constante en todo el tiempo;, en -
la 18 es donde casi no hibp muerte c¢elular ya gue las cifras -
permanecieron constantes hasta los 60 minutos para disminuir
un poco a los 90 minutos; en la gr&fica 19 empezl. a ceder --
la poblacién a partir de los 10 minutos hasta los 60 minutos
para continuar la misma cifra a los 90 minutos; en la 22 em-
P¥z8 a haber muerte celular a partir de los 30 minutos y si
. gui disminuyendo en los tiempos restantes; en el caso de la
grifica 24 desde el inicio mostr{ una constante muerte celu

lar y se manifestS en todeo el trayecto del experimento.



Las gr&ficas 15 y 23 guardan algo de similitud en
lo gque se refiere a T, ya que después de los 30 minutos del
experimento tuviergn un aumento de la poblacién bacéeriana,
aungue al revisar con detalle las gr&ficas se ve que en la
15 casi no hubo muerte celular en Tl; y en cambio en la 23,
después de los 10 minutos tuvo una p&rdida importante de --
células. E1 Pb en el caso de la 15 casi no sufri6 variacién
ya que permanecid igual hasta los 60 minutos y hubo una li-
gera p€rdida a los 90 minutos; en cambio en la 23 si hubo
una muerte celular importante durante el transcurso del ex-
perimento. En T2 en ambos casos se aprecia que si hubo dis-
minuecibn; siendo constante durante los primeros 60 minutos
en la gréfica 15, para despu€s mantenerse sin cambio el res
to del tiempo; en la gr&fica 23 la muerte celular hubo -
desde los 10 hasta los 30 minutos y continu$ con la misma -

cantidad el resto del tiempo.

En la grdfica 16 se observa gue hubo un ligero --
aumento de la viabilidad durante los primeros 30 minutos y
continud la misma cantidad el restoc del tiempo; en cambio -

para T. se observa lo contrario ya que hubo disminucidn muy

1
ligera pero constante durante los primeros 30 minutos y pos

teriormente no hubo cambio. E1 T, no sufri6 cambio alguna -
ya que se observa que la cantidad de bacterias permanecif -

constante durante los 90 minutos del experimento.
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En la gréfica 20 se aprecia que tanto el Pb como
el T, tuvieron pérdida importante de las células bacteria-
nas, aunque fud a diferentes tiempos; en el Pb fud mis - -
répido, ya que desde el inicio hasta los 30 minutos hubo -
disminucién, luego permaneci8 constante hasta los 60 minu-
tos para caer repentinamente a los 90 minutos; el T1 empe-
z8 a disminuir desde los 10 minutos hasta los 30 minutos -
en poca cantidad y a partir de este tiempo hasta los 60 mi
nutos hubo una disminucifén importante en la viabilidad bac
teriana, permaneciendo constante hasta los 90 minutos. En
el caso de T2 permaneci® sin alterarse la cantidad celular
durante los primeros 30 minutos; luego descendid ligeramen

te los siguientes 30 minutos y permanecif con esta cantidad

hasta los 90 minutos.

Se decidif obtener el porcentaje de la muerte ce
lular (tablas 3 y 4) de los e:éperimentos con cada antibié-
tico para comparar la muerte celular producida por estos -
a diferentes tiempos. Los resultados de las tablas fueron

graficados de acuerdo a los rangos de tiempos ensayados.

Dichas grfficas comprenden de la 25 a la 34 conte
niendo cada una los 12 experimentos de ceda arntibiBtico en-

sayado incluyendo sus testigos.
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Los rangos de tiempo, para observar la muerte bac
teriana, fueron de 0 a 10 minutos, de 10 a 30 minutos, de -
30 a 60 minutos, de 60 a 9Q minutos, y también se graficé -
el rango de 0 a 90 minutos para abarcar desde la etapa ini-
cial hasta el tiempo final y asf poder obtener el procentaje

de muerte total,

Para facilitar la visualizacién de las gréficas -
y asf poder comparar los resultados m&s ffcilmente, fueron
colocadas de manera simultfnea por rango de tiempo de cada

antibibtico.

Las cifras obtenidas de los porcentajes de muerte
fueron agrupadas, de manera arbitraria, en los siguientes -
rangos:

0%
0.01 a 19.9%

Nula mortalidad
Muy baja mortalidad

Baja mortalidad 20 a 49.9%

Regular mortalidad 50 a 79,9%

Alta mortalidad 80 a 99.9%
100%

Muerte total

Las cifras negativas indicaron que en lugar de haber

muerte bacteriana, se presentS multiplicacién de las bacterias

Las grdficas 25 y 26 comprendieron el rango de 0 a

10 minutogs de exposicién con el antibiético oorrespondiente
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y lag cifras de la muerte bacteriana en este tiempo estin -

inclui{das en la tabla 5 (gr&fica.25)y la tabla 6 .(§r&fica -

26) .,
TABLA 5
Experiméntos con clarhidrato de Tetraciclina
0 a 10 minutos
Pb Tl 'I'2
Muerte Total 0 0 0
Alta Mortalidad 2 2 D
Reqular Mortalidad 5 2 1
Baja Mortalidad 2 3 3
Muy Baja Mortalidad 1 0 3
Nula Mortalidad 2 3 5
Negativa 0 2 0
TABLA 6
Experimeatos. con Oxitetraciclina
0 a 10 minutos
P Tl T2
Muerte Total 0 0 0
Alta Mortalidad 9 2 1
Regular Mortalidad 1 1 0
Baja Mortalidad 0 1 1
Muy Baja Mortalidad 0 0 1
Mula Mortalidad 1 7 9
Negativa 1 1 0

Por los resultados arriba anotados, en el rango de 0 a 10 mi-
nutos se cbserva que en el caso del Pb hubo una mayor mortalidad con -
oxitetraciclina; en cambioc en el T, YT, & anbos antibifticos la mor—
talidad se presenta menor que el Fb del antibiftico respectivo.



Las grfficas 27 y 28 muestran los resultados de -
la exposicién en el rango de 10 a 30 minutos, Las cifras de
muerte bacteriana estfn inclufdas en lag tabla 7 (9ra'--' -
fica 27) y tsbla 8 (grdfica 28),

TABLA 7
Experimentos con Clorhidrato de Tetraciclina
# 10 a 30 minutos
o Ty T,
Muerte Total 1l 0 0
Alta Mortalidad 2 1 0
Reqgular Mortalidad 3 1 0
Baja Mortalidad 2 3 6
Muy Baja Mortalidad 1 2 4
Nula Mortalidad 0 2 1
Negativa 3 3 1
TABLA 8
Experimentos. con Oxitetraciclina
10 a 30 minutos
b o} Tl 'I'2
Muerte Total 0 0 0
Alta Mortalidad 0 3 3
Regular Mortalidad 2 3 2
Baja Mortalidad 4 2 2
Muy Baja Mortalidad 2 0 0
Nula Mortalidad 1 4 5
Negativa 3 0 0

En este rango se puede cbservar que el Pb &l clorhidrato de
tetraciclina tuvo, en proporcién, mayor merte que el de oxitetracicli-
na; no asifen'l‘]_yT2 donde se abservan mayocres cifras de mortalidad -
en oxitetraciclinas que con el clorhidrato de tetraciclina.



Las gr&ficas 29 y 30 incluyen los resultados que =~
se obtuvieron en el rango de 30 a 60 minutos de exposicién,
y las cifras de muerte bacteriana estén inclu{das en la ta--—

bla 9 (gréfica 29) y tabla 10 (grafica 30).

TABLA 9

Experimentoe con Clorhidrato de Tetraciclina
30 a 60 minutos

2ol Ty T,
Merte Total 5 1 0
Alta Mortalidad 0 2 4
Regular Mortalidad 1 2 1
Baja Mortalidad 1 3 3
Muy Baja Mortalidad 4 1 4
Fula Mortalidad 1 3 0
Negativa 0 0 0

\
TABLA 10

Experimentos con Oxitetraciclina
30 a 60 minutos

B

T T
Muerte Total 0 0 0
Alta Mortalidad 5 4 1
Reqular Mortalidad 0 3 5
Baja Mortalidad 2 2 2
Muy Baja Mortalidad 2 0 2
Nula Mortalidad 1 0 2
Negativa 2 3 0

En este rango se puede apreciar, que hbo mayor mortalidad en
el Pb de clorhidrato de tetraciclina que con oxitetraciclina; en cuanto
a T, aungue con oxitetraciclina huo mbs cifras de alta mortalidad que



con clorhidrato, manifestf desarrollo microbiano en tres experimentos -
en uno de ellog de manera notable (~179.07%); en T, se cbserva que la
mortalidad fuf mis alta con clorhidrato de tetraciclina,

En las grificas 11 y 32 se encuentran graficados los datos
cbtenidos en el rango de 60 a 90 minutos de exposicidn con los antibid
ticos, y :las cifras de muerte bacteriana estfn inclufdas en las - -
tablas 11 {(grafica 31) y tabla 12 (grifica 32),

TARLA 11

- . Pr—

Experimentos con Clorhidrato de Tetraciclina
60 a 90 minutos

o T T

Muerte Total

Alta Mortalidad
Reqular Mortalidad
Baja Mortalidad
Muy Baja Mortalidad
Nula Mortalidad
Negativa

O O B - Wwoh
O W N oA
- oW ow N O
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TABLA 12 ]
Experimentos con Oxitetraciclina
> 60 a 90 minutos
Pb Ty T,
Meerte Total 2 a Q
Alta Mortalidad 2 1 1
Regular Mortalidad 1 1 3
Baja Mortalidad 1 2 3
Muy Baja Mortalidad 3 2 4
Nula Mortalidad 0 3 0
Negativa 3 3 1
L

En este rango de exposici6n se dbservd que el Pb de clor-
hidrato de tetraciclina tuvo maycres porcentajes de muerte que el de --
oxitetraciclina; igual sucedid con T, ademds en oxitetraciclina se pre-
sentaron tres casos de aurento de la pablacifn en uno de ellos con poco
mis de 100% de aurento; en T2 las cifras son semejantes para ambos an-—
tibiSticos.

Las graficas 33 y 34 oorresponden al rango de 0 a 90 minu
tos; esto es, el total del tiempo & exposicién con el antibiético y las
cifras de muerte estén inclufdas en la tabla 13 (grifica 33) y tabla 14

(grafica 34),
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TABLA 13 —
Experimentos con Clorhidrato de Tetraciclina .
0 a 90 minutos
®m T, T,
Meerte Total 6 4 0
Alta Mortalidad 4 4 8
Reqular Mortalidad Q 1 3
Baja Mortalidad 2 3 0
Muy Baje Mortalidad 0 0 0
* Nula Mortalidad 0 0 Q
Negativa 0 0 1
TARLA 14
Experimentos con Oxitetraciclinas
0 a 90 minutos
b Ty 1%
Meerte Totalidad 2 0 0
Alta Mortalidad *8 10 9
Regular Mortalidad 1 1 2
Baja Mortalidad 0 0 0
Muay Baja Mortalidad 0 0 0
NMula Mortalidad t] 0 0
- Negativa 1 1 1

* Cabe aclarar que aqui se incluyen cifras de 99,97% gue

para fines pricticos equivale a 100%



En este rango de 0 a 90 minutos (rango total) ww
se puede observar que en cuanto al Pb estin casi igquales =
las cifras para amhos antibléticos con la aclaracién que =

en caso de oxitetraciclina hubo multiplicacidn,

En T, se aprecla mayor mortalidad con la oxitetra
ciclina que con el clorhidrato de tetraciclina con la excep
cién de un caso de oxitetraciclina en el cual hubo multipli

cacién, en cuanto a T, los resultados fueron similares para

2
ambos antibifticos presentando cada uno un caso de multipli

cacién,

Comparando de manera global, los resultados de las
tablas 3 y 4 (grificas 25 a la 34) indican, el caso del - -
clorhidrato de tetraciclina, que durante el transcurso de -
la fase de experimentacifn, en cada rango de tiempo el Pb =
fué aumentando de manera importante su porcentaje de muerte;
los T, vy T, también aumentaron el porcentaje aungue Tl lo -
hizo en mayor proporcién gque T2 y ambos en menor proporcidn
gue el Pb. En cuanto a oxitetraciclina el Pb en el rango « =~
inicial (0 a 10 minutos) tuvo un muy importante porcentaje =
de muerte en 9 casos; luego disminuyd la mortalidad en el ==
siguiente rango de tiempo; para volver a incrementarse la --
muerte bacteriana, en algunos casos, durante el resto del ~-
tiempo. Los Tl Yy T, de la oxitetraciclina tuvieron al inicio -
casi nula mortalidad pero fueron aumentando <onforme pasé el

tiempo. Comparando ambos mﬁﬁbh&jxns,]nslb de la owxitetraciclina en



el tiempo inicial (0 a 10 minutos) tuvieron mfs cifrasg de
elevada , mortalidad que las Pb del clorhidrato, pero al ir
aumentando el tiempo de exposicidn el clorhidrato fu€ aumen
tando el porcentaje de muerte en mayor proporcifn que la oxi
tetraciclina; los regsultados de los testigos Ty y ¥, indican -
que en ambos antibiSticos el resultado de porcentaje de ‘moerte
te fué muy bajo o nulo al inicio, pero se fu€ incrementando -
durante el transcurso del tiempo, en especial en el Tl con =~

clorhidrato donde se aprecian cifras de muerte total,

También se observan casos, en ambos antibiéticos,
de multiplicacifn bacteriana, siendo en mayor proporcién -
con oxitetraciclina (17 casos de incremento) que con el -«
clorhidrato de tetraciclina (10 casos de incremento), Ade-
més hay que seflalar gque los mayores porcentajes de incremen

to se dieron con oxitetraciclina.

En las tablas 15 y 16 se muestran las cifras de la
media, la mediana, el mfnimo y el m8&ximo para los experimen-
tos con ambos antibidticos. Los dates se encuentran agrupados
como Pb, T,, T,, a los tiempos 0,10,30,60 y 20 minutos per -
ejemplo, de los 12 experimentos del Pb con el clorhidrate -
de tetraciclina al tiempo 0 se obtuvo la medida, la mediana -
el mfnimo y el miximo; lo mismo se hizo con el resto de los -

Pb, T1 y T, de cada antibiético.

2



Estos datos muestran que hubo una gran variacién
en los experimentos ya que, por ejemplo, en el Pb a 90 minu
tos de exposicifn con oxttetraciclina tuvo un mfnimo de Q
y un miximo de l.6x105 mientras que el Pb a log 60 minutos
de exposicién con oxitetraciclina tuvo un mfnimo de 7x103
y un miximo de 1.8x106. Lo mismo sucedi8 en el caso de la
media y la mediana, como se puede ver en el T; a los 10 mi-
nutos con clorhidrato de tetraciclina tuvo una media de «-
1.QXI06 y una mediana de 4.3x1o5 y en el T, a los 10 minue=-
tos con oxitetracicilina tuvo una media de 2.5X10° y una me

diana de 2.31{107.
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PORCENTAVE DE MUERTE BACTE RIANA

PCRODENTAJE DE MUERTE BACTERIANA

GRAFICA 25
ANTIBIOTICO CLORHIDRATO DE TETRACICLINA
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PORCENTAJE DE MUERTE BALTERIANA

GRAFICA 33
ANTIBIOTICO CLORHIDRATO DE TEITRACICLINA
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TABLA 15
CLORHIDRATO DE TETRACICLINA
Media Mediana Mfnimo Miximo
B 0 1.2 x108 4.9X10° sx10% 110’
™ 10 1.0 x108 1.3x10° 2%10° X107
™ X 3,4 X10° 6.0x10* 0 2. ax10°
™ 60 3. %105 5.2x10° 0 2.:x10%
I 90 5.9 X10° 2.6 X10° 0 3.4x10°
T, 0 1.4 x10° 4.3 x10° x1o* 1x107
T, 10 1.0 x10° 1.7 X10° 2.5x10 X107
T, 3.0'X10° 1.2 X10° 1.9x10% 1.7x10°
T, 60 2.4 X10° 6.6 x10? 0 1.4x10°
T, 90 1.0 X10° 2.5 x10% 0 4.4.X10°
6 7 6 Coad
r o 1.7 X10 1.2 X6 6.9X10 6X10
T, 10 1.4x10° 1.0x10" a.3x10° 5.4%10
T, 3 1.2x10° 7.6. x10° 4.0x10° 5.7%10
T, 60 5.2 x10° 5.2 x10° 5.5.X10° 1.1.x10°
T. 90 3.1 x10° 2.5 x10° 1.7%10° 1.0x107




TABLA 16
OXITETRACICLINA

Media Mediana ’ MIr‘umo MEximo
Pb 0 3.0’ 4.4x10° 1.0x 10* 5 107
B 10  9.9x10° 4.2x10° 1.ax10* 7%10°
B 0 4.6X10° 4.5.X10° 1.9x104 1.8x10%
B 60  2.5X10° 5.2x10% 10> 1.8x10°
P 90 a.x10% 2.3x10% 0 1.6X10°
T, 0 2.6x107 2.5X10° 103 5%10
T 10 2.5x10" 2.3X10" 103 5%10
T, 2 1.3x10° 4.5x10° sx103 5X10
T, 60 1.4x20° 1.2x10° ax10> 1.1x107
T, 90 3.1x10° 1.0X10° ax10°> 1x108
T, © 3.1 X107 3.6X10" 2x10° 5%10
T,  2.9x10’ 3.6X10° 1.810° 5%10 7
T, 1.8x10° 5, 2x10° 7.%10° 510
T, 60 9.9 x10° 2.0x10° 5_5.43(105 5x10°
T. 90 3, 1x10° 1.4x10° 1.0x10° 1.3x10’
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DISCUSION

En los resultados obtenidos con los dos antibi6ti
cos se presentaron desde casos alentadores, en los cuales -
hubo muerte bacteriana intracelular, hasta resultades que =
indicaron gque el antibiftico pudo favorecer el crecimiento
bacteriano dentro del leucocito. En los datos de las tablas
15 y 16 se n‘luestran las cifras é&e la media, la mediana y los -
minimos y mé&ximos;y es aguf cuando se aprecia mejor la gran
variabilidad gue se present®$ en muchos de los casos. Debido
a esta gran gama de resultados obtenidos no fué€ posible, --
por desgracia, aplicar ninguna prueba estadistica gque avale

la valideéz y significancia de este estudio,

Sin embargo, los resultados de porcentaje de merte
cbtenidos de cada rango de tiempo y del rango total senalan
datos importantes que deben ser distutidos; por ejemplo el
hecho de que en el rango inicial (0 a 10 minutos) hubo ma--
yor muerte bacteriana con oxitetraciclina que con clorhidra
to de tetraciclina, indica que el antibiftico penetrd en el
leucocito; y que fué mds efectiva la oxitetraciclina que el
clorhidrato, pero . al transcurrir el resto del tiempo tuvo
mayor efecto éste filtimo antibidtico indi.cando con esto gque
conservb por mayor tiempo su efecto, aunque hay que aclarar
gue ninguno de los dos antibi6ticos produjo la muerte total

en todos los casos. Estos datos coinciden ocon los de Alexander v
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Good (1) quienes mostraron que antibifticos como oxitetraci
clina y tetraciclina no fueron capaces de eliminar a bacte-
rias intracelulares, ademds, pusieron en duda si penetraron

en cantidad suficiente en el leucocito,

En T, el cual solamente contenfa el leucocito con
la bacteria, sirvi6 para mostrar si en verdad la muerte bac
teriana fug producida por el antibiético o por mecanismos =
germicidas propios del leucocito. De acuerdo a 105 resulta-
dos del tiempo inicial (0 a 10 minutos) se puede apreciar que
el efecto del antibiftico fué el que redujo a la poblacién

bacteriana, ya que el T, en ambos antibifticos la muerte bac

1
teriana fu€ muy baja, a veces nula, e incluso lleg$ a presentar
aumento celular, Conforme avanz6 el tiempo fueron presentdn
dose incrementos de muerte en ambos casos, perco en forma --
mids notoria el T1 del clorhidrato de tetraciclina. Aungque =
aparentemente hubo mayor muerte bacteriana en los T1 de oxi
tetraciclina, la diferencia entre locs T, de los dos antibibticos
no es muy notoria, y se puede deducir gque si hubo actividad

germicida en el leucocito.

Los resultados de T, indicaron gue inicialmente;-

2
para ambos casos, la muerte celular fué baja‘o nula, a excep
cién de un caso con oxitetraciclina gue m9str6 mortalidad
may alta; en los siguientes rangos dé £iempo la mortalidad -
fué incrementindose en forma paulatina para ambos casos, - -

aunque no igual que en los de T En el resultado del rango

1.



total se:aprecia: gque casi no huwbo diferencia para ambos ane
tibifticos o si acaso, ligeramente mayor los porcentajes de
'mpgrte para clorhjidrato, Esto indica que el antibidtico sf
actuS fuera de la c@lula causando muerte hacteriana; y si =
se comparan T, y T, el primero tuvo m;yores porcentajes de
muerte debido a la capacidad enzimftica que posee el leuco=

cito para eliminar microorganismos.

De acuerdo a los valores que se aprecian en las -
tablas 3 y 4 se puede hacer una comparacién, entre losz por-
centajes de muerte bacteriana del rango total (0 a 90 minu-
tos), entre el Pb, el T, Y el T, "y discutir si la merte fus
por el efecto del antibidtico o bien por la actividad enzi-
mitica generada del leucocito. En el experimento nfimero uno
de clorhidrato de tetraciclina, se observa que se produjo -
100% de muerte bacteriana para Pb y T; y 90.95% de muerte -

bacteriana para T,; de acuerdo a estos datos se puede con-

2
cluir que la actividad lisosomal fué la que contribuyJ'a la
eliminacién bacteriana ya que el antibiStioce por si seolo Gni--
camente inactivé el 90.95% de bacterias como lo dmmnstng el
Tz.Resultados semejantes a estos se presentaron en los expe
rimentos 2, 4 y 5 de clorhidrato de tetraciclina y en los

experimentos 1,6,8, 9 y 11 de oxitetraciclina, en los cua-w

les se aprecia que el antihiftico por si solo destruy® una

cantidad menor de bacterias,



Otro ejemplo es cuando el Pb tiene un mayor por
centaje de muerte que el T, como sucedi en los experimentos
3,6,7,9,10,11 ¥y 12 del clorhidrato de tetraciclina y en los ex
perimentos 2,5,7,10 y. 12, de oxitetraciclina; aquf lo que se -~
puede concluir es que la presencia del antibiftico contribu~
y% a aumentar la muerte bacteriana; en cuanto a T, se ve que
la muerte bacteriana es menor en todos los experimentos men-
clonados a excepcifn del experimento 2 del clorhidrato el --
cual fué prfcticamente igualalT) 1o que indica que la activi--
dad lisosomal en este casv fué poca o nula, En el experimen-
to 7 del cleorhidrato de tetraciclina la muerte bacteriana --
fué mayor en T2 gue Pb y Ty indicando con esto que las bacte

rias pudieran haber quedado protegidas dentro del leucocito,

En el experimento 8 del clorhidrato de tetracicli
na ge aprecia el mismo porcentaje de muerte para el Pb y el

T, . fuetop menores gue el T, ya que este present§ mayor -

2)
muerte celular, quiz&d porque en este caso si hubo actividad

lisosomal,

En el experimento 3 de oxitetraciclina sucedié
un fendmeno interesante ya que hubo mayor muerte bacteriana
en el T, que en Ph; encarbio en el T; hubo multiplicacifn bac
teriana, aqui se puede discutir que la muerte que se presen
t6 en el Pb fu€ causada por el antibibStico y no por la acti
vidad lisosomal; vy quew el leucocito favoreci6 el desarro

llo microbiano.
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En el experimento 4 con oxitetraciclina, el Pb y
el T2 presentaron gdesarrollo bacteriano indicando que en =~
presencia del antibiStico hubo crecimiento; tal vez por ser
bacteriost&tido su efectividad fu€ por muy poco tiempo; el
T, presentd el 50% de muerte bacteriana debido probablemen

te a la actividad germicida del leucocito,

Los resultados anteriormente discutidos senhalan -
una gran variabilidad; que cada experimento se comportd
de manera diferente, y la mayorfa de las veces no fué posi-
ble reproducir con exactitud los resultados. Las explicaciones

gue se puede dar a estos resultados aquf discutidos son:

12 Que el antibi&tico, en el caso de Pb @l clorhidrato -
de tetraciclina ayudS a aumentar la eliminacién de --
bacterias.

22 En el caso de oxitetraciclina, indica claramente que
fué€ el leucocito, con su capacidad germicida, el que
elimind a los microorganismos y no el antibiftico --
que solo actuf por muy poco tie;npo, aungue hay que -
aclarar gue en ése rango (0 a 10 minutos) eliminb --
en 10 casos a una gran cantidad de microorganismos.

32 En los casos de sobrevivencia y multiplicacifn bacte
riana, el leucocito pudo haber protegido' en lugar de
atacar, y favorecer este desarrollo microbiano <¢omo
lo demostaron los estudios de Holmes (25), Schaffer

(44) y Solberg (46).
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4& En el caso de testigo 2, se mostrx8 la efectividad =
del antibidtico a nivel extracelular, o sea actuane
do el antibiftico directamente sobre la bacteria. =
Ya se menciond que las tetraciclinas son bacteriosti
ticas, estas pueden inhibir el desarrollo bacteriano
solo durante un tiempo, y después se puede presentar

un incremento en la poblacién bacteriana.

Partiendo de estas deductianes. se puede intentar =--
contestar a los dos obhjetivos planteados en este proyecto; =
en el primer objetivo se puede mencionar gque la actividad de
las dos tetraciclinas en el ambiente intracelular si fueron
capaces de actuar sobre las bacterias aunque su efecto varié
en el transcurso del tiempo,y en el segundo objetivo se pue-
de contestar que sf hubo diferencia en cuanto a las dos te-~
traciclinas ya que el clorhidrato de tetraciclinas mantuvo =
su efecto por mis tiempo gque la oxitetraciclina; y con esto
podemos afirmar en la hipbtesiqlque el antibiftico al pene
trar al leucocito que en su interior contiene bacterias, fa
vorecif la muerte intracelular; aclarando nuevamente que no

los elimin® en todos los casos, solo disminuyé su cantidad,

El estudio de la penetracifn de antibiéSticos en
leucocitos con microorganismos intracelulares es un campo
diffcil de manejar y mds ain de entender, ¢Por qué es di-

ficil?, El simple hecho de trabajar con c&lulas vivas, en
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eate caso leucocitos P.,M.N,, lo hace diffcil por varios mo
tivos, por ejemplo el encontrar animales de laboratorio que
respondan adecuadamente para producir exudados, el obtener
los leucocitos y mantenerlos durante la etapa experimental
en condicioneg Optimas de viabilidad, Al superar estos pPTo
blemas se da un gran paso en el propbsito de la investiga-~

cién,

Logs leucocitos P.M.N. (heter8filos) usados en ~--
este proyecto, han demostrado que también poseen la mayor
parte de las sustincias germicidas encontradas en los P.M.N. -
humanos. Asimismo se han estudiado las diferencizs que Pu
dieran existir entre los heter8filos de la sangre y del ==
exudado peritoneal de conejo (4,42), encontréindose que no
hay diferencias entre ambos, excepto la fosfatodiesterasa al -
calina que estf en mayor proporcién en los leucocitos peri-

toneales (7 a 1) que en los de la sangre,

En bacterias de residencia intracelular como « -

Salmonella enteritidis, al igual que otros microorganismos

intracelulares, se desconoce parquéno hay eliminacién in-
tracelular, aungque se sabe que no hay unifn fagosoma-~ligo=
soma (31,37) y, por lo tanto, esto los hace capaces de - -
scbrevivir en el leucocito por tiempor prolongado (14), =<-
Al usar antibiffticos sé ha visto que no todos penetran a ~

las células y si llegan a penetrar =2 veces-no sOn muy - =



efectivos a pesar de que en le medio externo si sean capaces
de matar microorganismos; las causas que originan esto se -
desconoce, aungue como ya se mencion8, hay quienes opinan --
(44, 46) que las bacterias intracelulares quedan protegidas

de la accifn del antibidtico,

Ioos resultados obtenidos en este proyecto quizi -
puedan servir para comparar los ya obtenidos por otros inves-
tigadores, en cuanto a la efectividad del antibi&tico en el
ambito intracelular. No hay que olvidar que existe gran con-
troversia en esta 8rea de investigacifn. Por otro lado, hay
que alcarar que todo se wfactusd - in vitro; Y que in vivo
pudieran esperarse resultados completamente diferentes, ya
que aquf actuarfa la respuesta inmune especifica del hués-
ped (9% y con los estudios recientes que se han efectuado,
se sabe que juega un papel muy importante en la resolucién

de enfermedades producidas por este tipo de microorganismos.
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RESUMEN

Se efectuS este proyecto para comparar la efec--
tividad del clorhidrato de tetraciclina y la oxitetracicli

na sobre Salmonella enteritidis fagocitada per leucocitos

P.M.N, de conejos. Los leucocitos se obtuvieron por induc-
cifn de gluc6genc en el peritoneo de conejo y se les prac
ticaron pruebas de viabilidad como fagocitosis y azul de -

tripano.

Posteriormente los P.M.N, se pusieron en contac
to con la bacteria a ensayar, durante 30 a 40 minutos, des-
pués se afiadié el antibiStico correspondiente a una concen
tracifn de 6 ugr/ml y se expusieron a tiempos 0,10,30,60 y

90 minutos.

Los resultados indicaron que el clorhidrato de -
tetraciclina actué durante casi todo el tiempo del experi-
mento; en cambio la oxitetraciclina actud mis eficientemente
durante el rango de 0 a 10 minutos de exposicién. En el ran
go total se observS que tuvieron porcentajes de muerte si-
milares a excepcifn de un caso de oxitetraciclina en el --
cual hubo desarrollo microbiano. El T, (leucocito y bacte--
rias sin antibidtico) de la oxitetraciclina tuvo mayores ==
porcentajes de muerte gue el T1 del clorhidrato de tetracicli
na, aungue enh un experimento: hubo crecimiento bacteriano. El 'I'2

(bacteria y antibiftico) tuvo porcentajes de muerte similar

en ambos antibiéticos.
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