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CAPITULO 1,

HISTORIA.

Generalidades.— Uno de los problemes de mayor trascendencia,
ha sido siempre el del tratamiento de las enfermedades infecciosas, so-
bre todo las producidas por los gérmenes que se habfan moestrado re-
sistentes a las drogas més potentes con que se contaba hasta hace toda-

via muy pocos afnos,

Sabemos parfectamente que los productos que la ciencia quimi-
ca habfa puesto a la disposicién de la ciencia médica para el trata-
miento de dichas enfermedades, por medio de la quimioterapia, alguncs
de ellos eran més o menos eficaces, otros eran de un peligro evidente
en su manejo, y no peces de ellos eran de un efecto verdaderamente
téxico y causaban algunos serios trastornos tisulares, por lo que en su
empleo no daba los resultados que eran necesario obtener

Por estas razones y otras de diversa {ndole siempre estaba en la
razbn de diferentes investigadores y por consecuencia en los experi-
mantos llevados a cabo en les laboraterics y scbre todo en el deseo de
los médicos el poder ebtener una substancia que legrara con un mini-
mo de peligro hacer una cura de ]as temibles enfermedades infeccio-
sas producidas por la serie de gérmenes que sabemos son poco o nada
atacados por los antisépticos y substancias quimicas de las hasta ahora
usadas en su tratamiento.

Sabemos también que los memorables trabajos de Pasteur y
Kooch, marcaron el punto de partida para el tratamiento de preven-
ciébn o cura especifica dirigida contra los agentes infecciosos. LCesde
entonces se habfa demostrado la nosividad de los agentes microbiencs
patébgenos, y se hacia indispensable encontrar lcs medios capaces de
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impedir su penetracién al organismo y en su defecto puesto que consi-
dararlo asi era ideal evitar su proliferacién y anular su actividad:

Se comprobb desde luego que ciertos medios fisiccs come el ca-
lor, destrufan los gérmenes y se provocaba la asepsia, se descubrieron
después substancias dotadas de un alto pcder desinfectante, pero como
los germicidas y antisépticos para uso externo no pedian ser impregna-
dos internamente en concentracién adecuada, sin causar en el orgenis-
mo dafios graves y algunas veces mertales.

Finalmente este obstdculo fué vencido por los trabajos de Erlich
y alguros més, hace més o men os medio siglo descubrieron
substanoias que intreducidas al organismo infectado, podfan destrufr
efectivamente a los microparésitos causa de la infeccién y al mismo
tiempo salvaran al organismo infectado.

Asi el edelanto de la inmuncterapia con el emplec de suercs y
y vacunas especificos. Fué Domagk, el verdadero iniciador de la qui-
mioterapia antibacteriana, en 1935 con sus trabajos scbre la sulfami.
docrisoidiana, la cual se usé después de la sulfanilamida.

Crecieron después una serie répida de los derivados de la sul-
fonilamida y actualmente se tiene en estas poderosas armas de lucha
contra las infecciones bacterianas. Desde hace muchos afios se vienen
haciendo pesquisas con respecto a los antagenismos micrebiancs.

Los trabajos de Metchnikow dieron impulso ala pcsibilidad de
explotar estos antagonismos, credndcse una nueva clese de sgentes
antibiéticos. En efecto se sabe que las bacterias en los cultives pue.
den producir substancias dotadas de propiedades bacteriostaticas, bac-
terioliticas y bactericidas. En les Gltimos afios se han descubierto va-.
rias substancias de este tipo siendo de todas ellas la més interesante la
Penicilina

Descubruniento.

El descubrimiento de la Penicilina data de 1929, este afio Ale-
jandro Fleming, prefescr de bacteriologfa de la Universidad de Lon-
dres, publicé haber cbservado que un cultivo de hongos del génere Pe
nicilium producia en el cultivo una substancia con acci¢n bacteriosté-
tica altamente especificas sobre varias bacterias. Tal substancia ala
gue le di6 el nombre de Penicilina no inhibfa el crecimiento del bacile
Coli ni al Heméphilus Influensae y otrcs organismos, més por les pro-
piedades que se le observaron contra gérmenes piégenos, sugiri6 a Fle-
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. ming la idea que se le experimentara en el tratamiento local de las he-
infoc{ada: A Fleming le interesé durante toda su carrera la

duh'uociéo de las bacterias por los leucocites. Durante la guerra de

: 1914 a 1918 pasb mucho tiempo investigando problemas en relacién
con las heridas infectadas y estudié el poder antibacterianoc de los leu-
cocitos, que contienen el pus de los exudados de las heridas infecta-
das. Kesultabs asf mismo claro de dichas investigaciones que los an-

tisépticos quimicos de usc corriente eran més destructives pera los
leucocitos que para las bactsrias.

En 1922, descubrid la lisocina poderoso fermento antibacterisno
gue se produce naturalmente en los tejidos humancs y secrecicnes de
la clara de huevo.

En Septiembre de 1928, trabajando scbre una variacién de un
. cultivo de las colonias de estafiloco a consecuencia de los trabajos del
Dr. Bigger, quien habia demcstrade que pcdien prcducirse coleonias
de aspecto sumamente diferente partiendo del cultive puro de estafilc.
coco pibgeno ordinario: En el curso de estas cbservaciones se vieron
a intervalos placas de cultivo de estafiloccco con un microscopio de
diseccién lo cual requerfa quitar la tapa temporalmente y exponer el
cultivo determinado tiempe a la contaminacién por el aire, Después
| de examinarlas, algunas placas de cultivo se cclocaban en la incuba-
dora y otras se dejaban madurar a la temperatura ambiente

El examen ultericr de una de las segundas demostré que se ha-
bia formado una colcnia hacia un lado de la placa de cultivo. Cicha
contaminacién con un hongo no era inesperada en tales condiciones;
en esta placa de cultivo, las colonias estafilocdecicas hasta una distan-
cia bastante importante alrededor de les hongos se hallaban evidente-
mente sufriendo una lisis.

El siguiente paso fué tecar la colonia de honges con un alambre
de platino y trasladar algunos esporos a un medio de cultivo de Sabou.
raud, que para el bacteribélogo es el medio accstumbrado para hacer
crecer los cultivos de hongos. Se ssbe que, durante mucho tiempo
toda la penicilina usada clinicamente habfa sido preducida partiendo
de subcultivos de este tubo original, Este primer cultive puro del hon-
go no ha sobrevivido hasta estos afics, pero la placa original con la
colonia que provocara la disolucién de la colonia de estafilococos to-
davia existe.

Obtenido este cultivo puro lo hizo crecer en caldo nutriente or:
dinario, crecib en la superficie como una masa de aspecto de fieltro,
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Al cabo de uia semana se vié que el liquido del cultivo dilufdo unas
500 a 800 veces inhibia por completo el crecimiento de estafilococo y
era por consiguiente unas dos a tres veces més fuerte en este sentido
gue el 4cido i{énico puro.

El hongo pertenecia al género Penicillium, de modo que la subs
tancia activa se bautizd con el nombre de Penicilina. El hongo se
identificé como Penicillium Notatum, especie que fué descubierta por
Westling, en el hisopo de putrefaccién en Noruega.

Por el aspecto de la placa original resultaba evidente, que la
Penicilina era facilmente difucible en agar.

En vista de los resultados obtenidos anteriormente con los anti-
cépticos quimicos de uso corriente, procedib a prakar si come aquellcs
la Penicilina era venenosa para los leucocitos humancs, dando por re-
sultado que carecfia de estos efectos venenosocs.

Lo utilizacién de este agente parecia quedar confinado al labo.
ratorio cuando Fleming dijo que la Penicilina tenfa propiedades
antibacterianas marcadas y que era sumamente Gtil en el aislamiente
de unos gérmenes de otros. Aqui se detuvo el asunto, hasta que Flo-
rey, Abrabrm, Chain, en 1940, 1941, en sus trabajos que llevaron a
cabo en Oxford. Se preparé un plan para la investigacién sistemética
de substancias anti-bacterianas prcduoidas per micro-organismes. Ya
en 1880 Pasteur habia observado que el crecimiento de determinados
organismos taansportadcs por el aire inhibia el desarrollo del antrax,
desde entonces se ha visto muchos ejemplos de produccién de una
substancia por un microbio inhibe el crecimiento de otrcs. Estas inhi-
bicicnes son debidas a productos metabblicos denominades antibibticos

Para las primeras investigacicnes de la labor de Oxford sobre
antibidticos se eligieron las piocinasas y la Penicilina entre cierto no-
mero de antibibticos conocidos La Penicilina era inestable y por
consiguiente dificil de extraer, pero el heche de ser activa contra una
serie de organismos patbégenos impcriantes hizc se desidiersn por su
estudio. En efecto Chain y Flcrey, y otros consiquiercn obtener de los
cultivos un liquido pardo, que en solucién acucsa se conservaba por
algln tiempo.

Se hicieron estudios sobre los métodos de produccién del ex-
tracto y purificacién, as{ como las experiencias en viiro en vivo y en
infecciones pibégenas del hombre.
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En 1941 en una seceién consagrada por la sociedad de Biogui-
mica de Oxford se descubrié por Chaing las propiedades guimices y
fisicas de la Penicilina, en relacién con su efecto bacteriostético. Des-
de entonces numerosas investigacicnes se han realizedo tento en Ingla:
terra como en Norte América.
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CAPITULO IIL

PENICILLIUM NOTATUM. (Breve Resumen)

Caracteristicas Sel Hongo. Sobre medios sélidos una colonia de
honges aparece como una masa de pelusa blanca y aumenta répida-
mente de tamafio y al cabo de algunos dfas esporula, volviéndose el
centro verde obscuro y més tarde en cultivos viejos casi negre. En 4
o 5 dfas se produce un color amarillo vivo y se difunde en el medio.

Alaunas veces en el medio puede okservarse un colcr rojizo.

En calao sembrando una suspencién de esporos de Penicillium
Notatum e incubando a 24 grados centigrados se desarrolla el micelio
psrmaneciendo sumergido durante 3 dfas y alcanzando luego a la su-
perficie (la profundidad del liquido esde un centimetro) donde forma
una capa continua. Si el medio se mueve incluso, suavemente, se
retrasa la formacién de dicha capa.

Tambien en caldo crece sobre la superficie como una pelucilla
blanca y en poccs dfas pasa a ser una masa como ei fieltro verde obs-
curo,

El caldo se torna amarillo vivo. La reaccién del medio se vuel-
ve alcalina pH. 85a 9. El crecimiento es lento a 37 grados centigra-
dos.

Anaerbbicamente no se produjo el crecimiento.
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CAPITULO 111,

PeniCiLInA.

Naturaleza, obtencion, purificacion, farmacodinamia

La penicilina se encuentra en forma de un polvo amarillo claro. Se
ha obtenido en forma de &cido libre y de sales de Ba, K, Ca, Ag, Amo-
nio. Como &cido libre en solucién acucsa es muy inestable, pero en
forma de sales aloalinas y alcalinoterreas es estable entre pH de S y
de 7

Especialmente soluble en éter a un pH. da 7.2y totalmente a pH.
de 2 e ins-luble en soluciones alcalinas. Es francamente soluble en a-
gua, soluciones salinas débiles, alcohcl, acetato de etilo y dioxan Fs
menos scluble en benceno, cloroformo y tetraclorurc de carbono  Lag
sales son higroscbpicas, un poco menos la de bario. Absolutamente
tedas pierden su actividad con la exposicién al sire  El &cido fuerte
mente dib4sico es sumamente inestable, debido esto a la aclividad de
los grupos carboxilades libres, La penicilina en la forma de sus é&ci-
dos o de sus sales es fuertemente cxidada por €l permanganato de pe-
tasio, y per6xido de hidrégeno, pero es mencs sensible a los agentes
reductores. Es inestable frente a los &cidos diluides, &lcalis, iones de
varios metales pesados y las sales orgénicas como la anilina, metil ala.
nina y dimetil anilina. Se puede someter la penicilina a una temge-
ratura de 56 grados C. por una hora o hervirla por unos minutcs, sin
que pierda su actividad; en el autoclave a 115 grados C por 20 minu-
tos ee destruye completamente.

La penicilina nc reduce la sclucién de Feling, perc cambia su
color azul a verae por la formacién de complejcs, La sal de bario es
b6pticamente inactiva.
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A] examen espectrogéfico preparacicnes altamente purificadas
sugieren que en la molécula de penicilina se hallan presentes varies
anillos hidroarométicos. Por su complicada composicién quimica y su
inestabilidad para muchos reactivos quimicos, no a podido realizarse
todavia la sintesis de la penicilina.

La formula empirica que ha sido sugerida por Akraham y
Chaing quienes analizaron la sal de bario desecada y cuyos resultados
surgieron la formula siquiente: Cs3 Hyy 0;0 Ns Ba. 0 Cos Hg Oy Ny
Ba, Estas férmulas coinciden esencialmente con la enunciada por
atch, Cook Heilbrom: C,3 Hyy 0;; N Sr. Por examen espectogré-
fico sugirié pesibles caracteristicas; aniilo hidrcaromético polisustitui-
do; grupos acidos y probablemente la presencia de un grupo no satu-
rado de alia y beta cetona, trisustituidc.

Obtencion.

Se obtiene de los medios de cultivo en donde se desarrolla e)
hongo puede crecer y producir penicilina en muy variades medics,
siendo la produccién de la substancia més alta en uncs que en otros,
El medto en que se desarrolla mejor, con gran preduccién de penicili-
na'es el medio sintético de Czpek-Dox, modificada per Cluterbuch;

INIREUIO e SO .. . . icersrsnss wnstunsns sty R
Fosfato Monopotésico ..... - g dag pfiy 5 e...1,00 gr-
Cloruro de Potasio.............ccceeeeomseeranesnnnneen0.90 grs
Sulfato de Magnesio......... .c... . ceveersesverrsrnnc s e e e . 0,90 QT
SR FOTORT ey sessensrreermsvapimns s e e R

Sulfato de Zinc

Glucosa, melaza o0 —
T T ot b e I Ayt e 40.00 gr.
A0S GORUIROE .. onsvorsrassrssssrsses Anbssesse T N

Si se agrega extracto de malta, el crecimiento es més répido. En
el medio de cultive de Czapec-Dox modificado, se necesita un prome-
dio de 10 dias para obtener la cantidad méxima en los cultives.

El medio, esterilizado al autoclave, es ssmbrado con una suspen
cién de esporas del Penicilium Notatum y puesto en la incubadera, a
una temperatura entre 22 grados C., que se conserva durante todo el
tiempo de la incubacién, ya que mayores temperaturas disminuyen el
titulo final y alin impiden el desarrollo del hongo. El cultivo se efec-
tua en un lapso de 9 a 14 dfas:
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A las 24 horas de la siembra se puede observar con cierta diti-
cultad gue existe un desarrollo del hongo, como una gasa en la super-
ficie en el medio de cultivo. Se vuelve més voluminoso durante el
dia siguiente y al tercer dia, si el medio liguido no tiene més de un
centimetro de espesocr, llega a la superficie del medio y aparecen mi-
celios blancos generalmente en lugares aisladce Por lo general, al
cuarto o al quinto dia, toda la superficie del medio estd eubierta de mi
celios blancos, los que 24 horas despues, teman una coloracién azuj
verdosa, El color aparece primero en el centro de los micelios blan-
cos, pero se extiende rdpidamente hacia el sexto y séptimo dia. La
parte superior consiste en una especie de fieltro compacte corrugado,
cuya parte superior no esta cubierta por el medio de cultivo. La super.
ficie interior es de un café amarillento. Nose deben mover los reci-
pientes donda estan los cultives ya que el crecimiento que aparece se
conglomera y forma bolas si es movido. En este caso el crecimiento
se efectuaré directamente sobre las conglomeraciones y no se efectua
ra la capa firme sino hasta que un crecimiento secundario venga a lle-
nar los vacfos en la superficie. Al continuar la Incubacién el color de

los micelios tiende hacia el gris.

Cuando se ha cbtenido el méximo de Penicilina en un cultivo
es necesario separar inmediatamente la capa de hongo, porque este
disminuir4, rdpidamente la cantidad de penicilina hasta volver el liqui.
do inactive.

Existen sin embargo, cepas de Penicilium cuyo crecimiento es
més répido y la secrecién de penicilina més abundante; asi serén es-
cogidas cepas de la mdxima potencia, identificadas correctamente y
seran controladas estrictamente para prevenir |a degeneracién. Un
método conveniente de conservar los cultivos a un nivel alto, fue pers:
mitiendo la esporulacién de la colonia patrén, mezclando las colonias
con arena estéril y secando la mezcla a una temperatura tan baja co-
mo es necesaria- Esporas de esta raza maestra o superior fueron sem
bradas en un medio especial, frecuentemente se cultiva la colonia pri-
mero en un medio de Sabouraud inclinado de la cual se obtenfa una
suspencién de espcras agitando con agua estéril y sembrando nueva.
mente en un medio esterilizado.

La penicilina es secretada Gnicamente en la capa subyacente
al hongo, en los cultivos en superficie de manera que no pueden apro-
vecharse més que medios de cultivo que tengan cuando mucho uno o
uno y medio cc. de espesor. Porlo que se requieren grandes super-
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ficies para su obtencién.

De importancia capital es el pH. del medio de cultivo y del me:
dio final ya que sus variaciones vuelven a la substancia completamen-
te inactiva.

Une vez que se ha obtenido el desarrollo del Penicilium en las
mejores condiciones, es necesario extraer la penicilina para reducir e]
voliimen del liguido en donde esta disuelta y de ser posible ocbtener su
desecacién que es como permanece durante més tiempo estable y
conservando su potencia.

La parte principal de la penicilina se obtuvo del substrato, aun-
que se encuentra una pequena cantidad en los filamentos que integran
el micelia del hongo.

La extraccién de la panicilina se hace aprovechando la propie-
dad que tiene de ser absorvida por solventes orgénicos tanto como el
acetato de amilo, la acetona, el éter, el clorofermo. Estas extraccie-
nes se efect(ian en la siguiente forma: el liquido de cultivo, despues
de filtrado y de enfriado hasta cerca del punto de congelacién, es aci-
dificade con &cido fostérico al 109, hasta un pH. de 19 y estractado
en lote de 2 litros con un volimen igual de acetajo de amilo la solu-
cidn se mezcla con 400 cc. de agua. Se agregaba gradualmente N/30
agua de barita hasta llegay a un pH. de 6.2; la solucién resultante de
un color café rojizo se filtraba y trataba con carbdn animal. Esta mez-
cla se filtraba y enfriaba a 4 grados C. y se agregaba un peso de su
voliimen de éter fria. El residuo acuoso acidificadoa un pH de 1.9
con 109, de &cido fosférico, se estractaba agitando intensamente.

En esta forma se hacfan 3 extracciones y en sequida se pasaba
por una columna de 50 cm. de largo, con la formacién del siguiente
cromatograma:

Depbsito café cbscuro con pequefia cantidad de penicilina
Depésito anaranjado o color lima con pequenia cantidad de penicilina
Depésito prpura ~ ...... no contiene penicilina.

La sequnda fraccién, separada mecédnicamente de las otras se
diluye en una buffer de fosfato, Después la penicilina se volvia a la
solucibén acuocsa adapténdola a un pH. de 6 con N/30 de agua de ba-
rita.

El pigmento inactive permanecia en el depébsito de éter. La
substancia activa se estractaba nuevamente ccn éter y la solucién se
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pasa por otra columna de aldmina, Esta vez Gnicamente se obtenfan
tres depbsitos:

[.—Café muy claro.
II. - Caté casi incoloro.
[I[.—Amarilloso verdoso.,

La penicilina se estractaba de la sequnda fraccién con el buffer
de fosfato. Despues de dos absorciones cromatogréficas de acetato de
amilo, la columna resulta casi incolora y homogénea Despues de este
proceso mencicnado anteriormen de N/30 de agua de barita se obtiene
una sal barica de penicilina ligeramente emarillenta.

Absorcidn

La saliva no inactiva la droga, que es de sabor amargo, pero e
4cido cloridrico rapidamente destruye la parte activa, Cuando se in-
troduce directamente por sonda se absorve sin damnificar las células,
La via rectal fue excluida por la accién destructiva de la penicilaza.
Se absorve lentamente por via subcutédnea y pasa algin tiempo antes
de gue aparesca en lasangre Laconcentracién no alcanza nive-
les al que llega cuando se administra por via intramuscular o intrave-
ncsa.

La administracién intermitente por via intramuscular eleva ra-
pidamente el nivel sangufneo perono a laaltura como la inyeccién
intravenosa.

La concentracién tier.de a permanecer en la cima durante 30 o
45 minutos. El uso intravenoso causa un ascenso rdpido al méximo,
inmediatamente después de la administracion, pero vuelve a caer ra-
pidamente; la absorcién por cavidades es similar a la via subcuténea.

En sujetos normales tanto la absorcién como la eliminacién es
lenta administrada por via intraraquidea, inyectando 5,CC0 a 10,0C0
unidades. La absorcién es més rApida en meningitizos. Tambien se
introdujo sin perjuicio algunc por la via external y hasta se puede in-
troducir la droga sblida en un abseso cerebral sin fenémenos téxicos.
Después de una inyeccién intravencsa la penicilina no puede encon-
trarse en el liguido céfaloraquideo.

Aunque temperaturas elevadas inhiben la penicilina no parece
que la hipertemia causada por padecimientcs febriles produsca pérdi-
da alguna durante el corto tiempo qua la droga dura en el organismo.

La inyeccién intravenosa produee una alta concentracién ini-
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cial, en el plasma sanguineo, la que va seguida de una répida caida
sin que aparezcan huellas de penicilina en el liquido céfalo raquideo,
ia saliva o las l4grimas. La administracién intraduodenal produce una
absorcién répida pero la cantidad excretada es pegueiia.

Rammelkam y Keefer asientan que por la inyeccién intravencsa
de penicilina la concentracién de esta substancia en el plasma sanguf-

neose observa alta por sclo 20 a 21 minutos y luego desciende de mo.
do brusco.

La absorcién en las cavidades pleural y articular es lenta.

Chain y colaboradores hiciercn estudios sobre la absorcién de
la sal de sodio de la penicilina en conejos, gatos y en el hombre. Des-
pues de una inyeccién de 400 unidades por via intravenosa no se en-
contrd en la sangre de conejo cuando se prové a la media hora.

En el gato la sangre fue activa despues de una y media horas
despues de la inyeccién. El hombre mostré en la absorcién més seme.
janza con el gato.

Debido a la gran solubilidad de la penicilina se absorbe y se di-
funde a traves de los tejidos .

La penicilina es absorvida en muy escasa proporcién por los
glébulos rojos.

Excrecion

En los ensayos clinicos de Oxford se vié muy pronto que la ré-
pida excrecién de la penicilina por el rifién constituia un problema y
una ventaja. Su rdpida eliminacién ha sido Gtil para determinar el
tiempo que necesita la penicilina inyectada por diferentes vias para
|legar a la circulacibén y una sola dosis para desaparecer.

Despues de inyeccibn intramuscular o intravenosa la penicilina
puede hallarse en la orina casi inmediatamente y despues de su inyec-
cién intrapleural en el espacio de una hora. Es asf mismo, concentra-
da por los rifiones ya que despues de una sola dosis pequefia, pueds
descubrirse en la orina durante bastante més de 24 horas aun cuando
la concentraci’n no haya sido en ningun momento lo suficientemente
elevada para poder ser descubierta en la sangre por los métodos ac-
tuales. Por consiguient2 su administracién en la infeccién urinaria ha
tenido éxito cuando sclo se ha repetido una o dos veces en las ¢4 ho-
ras y mediante dosis que eran relativamente pequefias se ha hecho de-
saparecer infecciones estafilococcicas y estreptococcias urinarias
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Algo de penicilina se destruye en el cuerpo, posiblemente en e)
higado, desconociéndose la lccalizacién exacta. La poca inactivacion
gue existia, fue atribuida a la corta permanencia de Ia droga en el or-
ganismo

Rammelkamp y Keefer, estimaron que de 37 al 999, de la canti-
dad administrada, se elimina sin haber cambiado, principalmente den
tro de la hora y como se ha dicho anteriormente por la orina. Se consi
dera como eliminacién media normal al rededor de §C%.

Un aumer.to del volumen urinario ayuda la eliminacién de la
penicilina; una falla renal dilata la eliminacién y consecuentemente
eleva la concentracién sanguinea. Se ha sugerido que la répida eli-
minacién de la droga es causada por el paso de ella & traves de los tG-
bulos y glomérulos renales,

La administracién de diatrast que se elimina por los tubos dismi-
nuye la pérdida de penicilina. La administracién de fenol puede re-
tardar la eliminacién de la penicilina por el blogqueo de los tibulos:

El fenémeno observado de mutua deprecién de la excrecibén tu-
bular es atribufida a una competencia de eliminacién a traves de un
mecanismo tubular comun.

Tambien es excretada en proporcién grande por la bilis. No se
ha demostrado la penicilina en el jugo géstrico, pancreético ni en las
l&grimas; pero «i en la saliva.

Joxicidad

Se cznsidera que la p@nicilina suficientemente purificada no tie
ne toxicidad de ninguna clase y que puede ser empleada sin riesgo
alguno.

Las reacciones téxicas demostradas hasta ahora no son significa
tivas. Cuando estas se manifiestan se deben principalmente al uso ds
un producto insuficientemente purificado. En pruebss experimenta-
las en animales de laboratorio, usando preparaciones de alta pureza se
encuentra que las relaciones téxicas estan practicamente ausentes.
Sin embargo, cuando se smplea la penicilina insuficientemente puri-
ficada se han notado reacciones tales como fiebre, urticaria, trombo-
flebitis en el sitio de la inyeccién y algunos otros sintomas de menor
importancia; y naturalmente estas reacciones son debidas a las impu-
rezas y no a la penicilina. Algunas reacciones de inlensa fiebre que
se han presentado pueden ser censideradas como impurezas de pirége
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nis, ya sea de las ampolletas usadas ¢ del disolvente, por lo que es
muy importante efectuar las pruebas de pirégenos en todo material u-
sado

Prueba de toxicidad y pruebas para investigar la presencia de
pirégenos se hacen inyectande por via endovenosa, conejos, se man-
tienen en reposo despues de la inyeccidén para controlar la temperatu.
ra rectal de hera en hera, y una respu@sta negativa de estas pruebas
da la aceptacién de la droga.

La penicilina ss nctablemente no téxica para el ratén, un ratén
de 20 gramos presentd poco o ningan trastcrno despues de haber re:
cibido una inyeccién de 10 miligramos de sal de sodio, pero se ha vis
to que puede darse hasta 20 miligramos de un extracto puro sin produ
cir efectos nocives. No solamente es relativamente inocua para todo
el animal, sino que los leucocitos y los tejidos resisten por muchcs
cientos de veces la concentracién necesaria para inhibir a organismos
tales como el estreptococo.

La administracién subcutédnea a dos ratas nc causb efecto gene-
ral, aunque se observd una disminucién temporal en el nimero de po
linucleares y ciertes indicios histolégicas de lesién de los tGbulos rena
les. En un gato 40 miligramos, intravenosamente, no alteraron la pre-
sién sanguinea, el latido del corazén nila respiracién.

Un corazén de gato aislado se hizc més lento durante la perfu-
cién de solucidén de 1:500 y 1:10000 pero se restablecié tan pronto co-
mo se dstuvo la perfucién con penicilina.

En todos los casos de Oxford tratados generalmente y en mu.
chos de los tratados localmente se llsvaron a cabo anélisis de sangre
con regularidad. En ning(n caso hubo descensc en el recuento eri-
trocitico durante el tratamiento con penicilina y en todos los casos gra
vemeante enfermos, excepto en un paciente puerperal, hubo un prome-
dio de elevacibén de 250000 a SCCO0Q eritrocitos por semana. El re-
cuanto leucocitario parecié dar una buena indicacién del progreso
del tratamiento. Si era bajc al principio de él, debido a texemia, co-
menzd a elevarse en el espacio de 24 horas

Resistencia y Sensibilidad Bacterianas

Hay que hacer una diferenciacibén entre las caracteristicas de
sensibilidad y de resistencias que cepas microbianas puedan presen.
tar hacia un determinado producto quimioterdpico. En el case de la
penicilina; la sensibilidad de diferentes coces y bacilos Gram positivos
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asi como también de algunos diplococes Gram negativos ha sido esta-
blecida por numeroscs autores. Esta suceptibilidad que ciertas bac-
terias presentan hacia esta substancia sustenta una de las columnas
més sblidas de la quimioterapia moderna. La resistencia, por el con-
trario, es producida después de continua exposicién a la accién de la
penicilina. Un aumento ds la resistencia del estafilococus aureus co-
mo de otros agentes bacterianos puede presentarse durante el trata-
miento y es interesante el hecho que ha medida que una cepa se va
haciendo resistente, aun cuando conserve su suceptibilided para otros
agentes como las sulfadrogas la virulencia del gérmen va desapare-
ciendo. Este fenémeno se enfatiza ya que an otros casos en que mi:
crobiocs como del conocido caso del gonoceco, puede presentar resis-
tencia hacia otros agentes como las sulfadrogas por ejemplo, pero man
tienen sin embargo su virulencia.

En estos cascs si los enfermos bajo tratamiento han side contro-
lados cuidadosamente desde el punt> de vista bactericlégico pueden
presentar facilmente fenémenocs téxicos por intolerancia a las drogas,
oomo también el estacionamiento de un prcceso infeccioso de tan alta
repercucibn social.

La penicilina en estos casos soluciona el problema ya que la ma
yorfa de los casos de blenoragia tratados con este producto antibiético
han sido solucionados,

En lo que se refiere a la resistencia y susceptibilidad de los es-
treptococos es interesante anotar el hecho que dentro de este grupo
se han encontrado que son sensibles a la accién de la penicilina la
mayor parte de los estreptococos B. hemoliticos, meséfilos no hemoli-
ticos y algunos de los alfa hemolfticos o viridans

Se han encontradc por otras partes tipos como el fecalis y cier-

tas cepas del grupo de los viridans que son resistentes a la accién de
este agente antibibtico.

Schmidt y Sesler Mc Kee y Houck han inducido la resistencia

del estafilococo, neumococo y estreptococo exponiendo estos gérme-

nes a la accién de cantidades variables de la droga ya sea en cultivos
en vitro o en animales infectados.

En este Gltimo caso se observa a la vez que la resistencia adqui
rida equivalia a una pérdida gradual de la virulencia que no se recu-
peraba peor pases sucesivos en animales. En los ensayos in vitro, la
resistencia a la penicilina se acompafiata de cambics con disminucién
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de la vslocidad de desarrollo lo mismo que variacién en el aspectc de
las colonias. El neumococe no perdié sin embargo sus caracteristicas
de solubilidad en bilis ni la fermentacién de los hidratos de carbono.
El neumococo puede también como el gonoccco adquirir resistencia
para otros agentes gquimioterdpicos como las sulfadrogas, y en estos
casos se usa la penicilina.

Empleo.

La penicilina se emplea:
[. —Para el aislamiento de bacterias no sensibles entre gran n-
mero de organismos sensibles.

[I,—Para |la damostracién de ciertas inhibiciones bacterianas.
IIl.—Para el tratamiento de infecciones.

Aislamiento de los crganismos no sensibles.— Los organismos
patégenos los agruparemcs en dos grupos:

Sensibles a la penicilina (estafilococc, estreptococo ete.)
No sencibles a la penicilina (B. titico - paratificos, coli etc.).

Un estudio de estos demuestra que es probable qus sea en las
vias respiratorias donde un medio diferencial que contenga penicilina
tenga la mayor aplicacién en bacteriologfa clinica. En este casc los
estafilococos, estreptococos, neumococos y los bacilos dipteroides son
sensibles a la penicilina. Estas son las bacterias que se encuentran
mdas comunmente y si se las inhibe nos quedamos solo con el bacilo de
Friedlander y unos cuantos cocos patégenos Gram negativos, y su ais-
lamiento resulta fadcil. La primera aplicacién préctica de la penicili-
na fus el aislamiento del bacilo de Pteiffer. En 1930 Maclean, pudec
demostirar que en toda§ las bocas y gargantas humanas existian bacte-
rias heméfilas. Se sugirié ademés su empleo en el aislamiento del ba-
cilo Pertusis. Esto ec de gran importancia en el diagnéstico tacterio-
l&gico precez de la tos ferina. Los tipos patégencs, gonococo, menin-
gococo y M. catarralis se encuentran entre las bacterias més sensibles
pero los diversos tipos no patégenos hallados normalmente en la boca
y gargantas humanas son insensibles.

Un medio de penicilina puede ser empleado en heridas infecta:
das para aislar diversos bacilos de sntre los estafilococos y estreptoco
cos que pudieran confundirse y se han hallado a veces bacilos Pfeiffer
en heridas infectadas. En cambio no tiene aplicacién en los cultivos
ntestestinalec ya que aqui los organismos sobresalientes, son el coli y
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sus afines, los cuales son todos ellos insensibles a la penicilina.

Sin embargo Fleming, demostré (1932) que el telurito de pota-
sio tenfa una accién inhibitoria especifica sobre las bacterias que era
casi opuesto a la de la penicilina, de manera que un organismo sensi-
ble a la penicilina era casi siempre resistente al telurito y viceversa.
Excepcién notable entre los organismos patégenes humanos son el geo-
nococo,sensible a ambos y el enterococo que rio es sensible a ninguno
de loz dos.

As{ pues afladiendo una cantidad inhibitoria de telurito de so-
dio, los organismos no sensibles a la penicilina quedaron inhibidos y a
continuacién afiadiendo cantidades graduales de penicilina pudieron
obtenerse muchos resultados de cultivos interesantes.

Para llevar a cabo los cultivos diferenciales se utilizaron dos
métodos:

I.— El material infectado se extendib sobre una placa que con-
tenfa un medio de cultivo adecuado y luego se extendieron sobre la
mitad de la placa 5 6 6 gotas de penicilina que contenga al rededor
de 5 unidades por cc. La mitad de la placa dié por consiguisnte un
cultivo mixto ordinario, en cambio la mitad cubierta con penicilina so-
lo hizo crecer los organismos insensibles a la penicilina.

1I.— La penicilina puede inccrporarse al medio de oultivo en
una concentracién de C.5 a [ unidad pcrc. ¢. En este los micrebios
sensibles a la penicilina no crecerén, y solo queda un cultivo de aque-
llos organismos que no son sensibles.

Graduando cuidadosamente la zoncentracién de la penicilina
pueden conseguirse cultivos selectives, incluso entre orgenismos sen-
sibles a la penicilina.

Asi, Craddock demcstré que, afiadiendo penicilina a caldo de
glucosa, en una concentracién de dos veces mayor de la que habfa de
inhibir los estafilococos, le era posible aislar al bacilo del acné proce-
dente de pus que tenfa el bacilo del acné y el estafilococo.

Las clostridias no son tedas iqualmente sensibles a la penicilina
y mediante ajuste cuidadoso de la concentracién, puede inhibirse un
tipo mientras el otro crece libremente.

II.— Inhibiciones bacterianas por penicilina — Cuando se ha-
cen cultivos del espacio post-nasal en algunas afeccicnes catarrales, y
se trata la mitad de una placa de cultivo con penicilina se halla en unc
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de los lados de aquella porcidén de la placa que estd sembrada densa-
mente, un cultivo puro de neumococo ¢ estreptecoco, y un cultivo pu-
ro de neumococo o estreptococo, y un cultivo puro de bacilo de Pfei-
fer en el otro lado. De dicha placa se desprende que cuando se hace
una fuerte siembra los neumococos y los estreptococos inhiben por com
pleto al bacilo de Pfeiffer cuya presencia se revela cuando se evita
mediante la penicilina que crezcan los cocos, naturalmente que si el
bacilo de Pfziifer se halla en nimero suficiente, creceré y se identifica
rdn cuando la siembra es tan escasa que las colonias individuales se
encuentran suficientemente separadas de las colenias neumoestrepto-
cbecicas para hallarse fuera del alcance del poder de inhibicién.

Resultados més notables se encuentran haciendo crecer una co-
lonia del hongo sobre una placa de cultivo a temperatura ambiente du:
rante por ejemplo 3 dfas. Durante esle tiempo produce penicilina que
se difunde por el medio de cultive a una distancia como de 2cm. en-
tonces se mezclan en proporciones adecuadas 2 bacterias sumamente
coloreadas, una sensible a la penicilina (S aureus) y una insensible
(B. violaceus) y se siembran en surcos a través de la placa hasta la co.
loniadel hongo. Cercade esta Gltima solo creceré el organismo de
color violeta (B. violacaus) puesto que el estreptococo es inhibido per
la penicilina, pero fuera del alcance de esta se veré crecer al estafilo-
coco aureus de un brrllante color naranja, que inhibe completamente
al bacilo violaceus. De este modo se puede obtener de una mezcla
dos cultives puros en diferentes lugares,

III.— El tratamiento de las infecciones se verd en el capi-
tulo V.
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CAPITULO 1V,

Métodos de Determinacién y Potencialidad

Unode los puntos principales en el estudio de la penicilina, es
determinar su puresza encontrdndonos directamente con el problema
de adaptar un método que llene los requisitos indispensables para pe-
der cuantear de la manera més eficiente su potencia.

Se pueden distinguir dos tipos de ensayos para la determinacién
de la cantidad da penicilina. El primero comprende el ensayo en el
caldo mismo del cultivo para asegurar una buena cosecha del produc-
y el segqundo se refiere a la evaluacién de la actividad en preparzcio-
nes purificadas de la droga.

El factor tiempo en el primer caso es muy importante ya gque
hay una serie de circunstancias dependientes del mstabelismo del hon
go y del medio de cultivo que pueden resultar en la disminucién de la
penicilina ya formada.

Métédos Cualitativos.

[.— Maétodo en canalillo — Fué usado por Fléming, su interés
es solo histérico o bien para usarlo en la selectiviadad de la bacteria.

Se corta una tira de agar, de una placa de cultivo, se siembran
las diversas bacterias en vetas a 4ngulos rectos con el canal asi forma-
do, después se procede a llenar el canal con una mezcla de agar y pe-
nicilina. La sustancia activa se difunde en el agar e inhibe las dife-
rentes bacterias hasta una distancia variable segtin la sensibilidad de
la bacteria a la penicilina.

I[.— Método de hagar en hoyos.— Se inocula una placa de cul
tivo con estafilococos o cualquiera otra bacteria apropiada. Con un
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perfcrador de tapones se extraen del agar discos y en el fondo del hue-
co asf formado se depositan dos gotas de agar fundido. La solueién
que va a ensayarse se vierte en esta cavidad desde donde la sustancia
activa se va difundiendo al agar circundante,

El caldo procedente de un cultivo satisfactorio de Penicillium
Notatum inhibe el crecimiento hasta unos 15 mm. desde el borde de
la cavidad, Diluciones graduadas de penicilina producen zonas cuya
amplitud se haya en proporcién directa a la concentracién,

Este método se usa para probar cierto nimero de muestras fren-
te a una especie. La aplicabilidad de la prueba depende sin duda de
la difusibilidad de la sustancia activa en el agar. Hay ciertas indica-
ciones de que esta difucién se halla en relacién con la difusibilidad en
el organismo humano y por consiguiente con la actividad terapéutica.

Métodos Cuantitativos

Estos métodos son los usados en la valoracién de la penicilina
en solucicnes purificadas, y con estos haré una relacién del trabajo
llevado a cabo.

El material usado en astas determinaciones es el siguiente: (El
particular a cada método ss mencionard cuando se trate del respec-
tivo )

1.— Muestra de penicilina.

2 — Matraces de 1000 cc.

3.— Tubos de ensayo de 20x 150 mm,

4,— Tubos de hemolisis,

5.— Pipetas de 10, Sy | cc. graduada en centécimos.
6.— Porta tubos de cuatro hileras de diez agujeros.
7.— Soporte, anillo y pinzas para bureta.

8 — Caja para hielo
Método Sel Cilindro en Placa

Difiere del “‘cup" en que se emplea un pequefio cilindro de vi-
drio en lugar de perforaciones con sacabocados en la placa de agar.
Los cilindros pueden ser de vidrio o de porcelana. La zona inhibitoria
al rededor de los cilindros, marca la potencia de la penicilina.

Les cilindros tienen un cm. de largopor 7.9 mm. de didmetro
externo, un extremo tiene bisel y el otro color para distinguirle faczil-
mente.

Debe usarse la penicilina patrén con la cual la unidad Oxford
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de cualquiera ctra se determina. El patrén debe prepararse semanal-
mente, partiendo de una penicilina en polvo, que se ha valuado en
unidades Oxfor por miligramo. No consideran necesario guardar la
solucién saturada con eter,

El agar utilizado es el siguiente:

MedioI.— Bactopeptona..... ... ..... ...... 5 gramos
Bacto extracte de levadura........ 3 gramos
Cerelosa (glucosa comercial
BRI . ST ARGk Laea Y gedanes
Bacto agar i el et b0 RN | RN
Agua desttladac.b. ....... ... .... 1000 ce.

Se prepara en cantidades de 500 gramos en {rascos Erlenmayer
estériles a 1 atm. Se prepara frecuentemente de manera gue solo du-
re uno dias, ne necesitando por lo mismo guardarse en refrigeracién:
Las placas hechas con el mismo se preparan la vispera vertiendo cen
pipetas graduadas de boca amplia 22 cc. del medio por placa, en ca-
ja petri bien altas.

Para la inoculacién uniforme de las placas se uliliza el medio.

II.— Bacto peptona ......cueeeee.. ... 5 gramos
Bacto de levadura ... ............ 1.5 gramos
Bacto Extractc de carne .......... 1.5 gramos
R AR o Ftedal gramos
NaGP oGy, i W salh: SMb.2000' 39 gramos
Fosfato buffer al 19, pH.6. 500 cc.

Agua destiladac. b, .. ... 1000 €e,

Se reparte en tubos a 10 cc. por tubo y se esteriliza a 1 atm.
durante 15 minutos y en matraces de 100 cc,

El buffer se prepara de la siguiente manera:

KH*POS ... ..... P iabeniite. 263 gramos
BB . oo il i s Klneisinss 1. 98 ' gramos
Agua destilada.......... L 1000 cc.

pH: de 6.

Se esteriliza por el calor y se guarda al abrigo de contamina-
ciones. Para mayor seqguridad se puede guardar saturada con tolueno.

Preparacién de las placas.—Las preparadas la vispera se bafian
con 3 co. de medio 1 fundide e inoculado a 48 o 50 grados C: con 17
de inoculum (cultivo de estafilococo Aureus) es decir 1 cc. de cultivo
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de 24 horas en caldo per 100 cc. de agar. El bafio debe abarcar toda
la placa.

Las placas se colocan a nivel 5 a 10 minutos para endurecimien
to, después se ponen los cilindrcs 3 por placa sin usar el centro de la
misma, se dejan a la temperatura ambiente por 45 a 60 minutos.

Cuando se va a determinar la potencia de una solucién de pe-
nicilina purificada se ponen 5 cilindros. Dos cilidros de cada placa
se llenan hasta el tope con solucién patrén de .penicilina que tenga
una unidad por cc: y los tres cilindros se llenan porla muestra por
controlar.

As{ preparadas las cajas se llevan a la estufa y se dejan en in.
cubacién a 37 gradoes C, por 15 a 16 horas

Pasado este tiempo ya se pueden efectuar las lecturas que cen-
sisten en la medicién del circulo de inhibicién. El diémetre se mide
con aproximacién de 0 25 mm. con un lente en caso necesario.

Las lecturas del patrén y muestras por controlar se promedian
siempre que los cilindros funcionen kien

Los factores que afectan el didmetrc de la zona en cada placa,
afectan al mismo tiempo patrén y muestra en control, de 'manera gue
sin el valor de la unidad en cada placa, se calcula en terminos de su
patrén respectivo, no se intreduce error.

Factores que afectan el método.

Grueso del medio — Si es muy grande, la zona inhibitoria de-
crece y el pigmento bacteriano aumenta. Con 25 cc. del medio pro-
puesto, el contraste entre |a zona y el resto de la placa es muy marca-
do Cen 15 cc. diche contraste se pierde.

pH del medio — La penicilina es més activa en medio &cido
gue en medio alcalino, este efecto es m&s pronunciado en el método
de las diluciones en serie que mencicnaré més tarde, e influye tnmbién
en las placas; pues el contraste es més clarc a pH. de 6.5 naturalmente
es mejor usar siempre medio neutro, es decir pH. de 7.

Cultivos del gérmen — El estafilccoco aureus, se guarda en a-
gar inclinado y de aqui se toma para inocular el caldo. Si se hacen
los pasos por caldo se pierde el pigmento

Concentracién de cultivo — Determina hasta cierto punto la
medida de la zona de inhibicién; muy concentrado da circulos pegue-
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fios y mal limitados; muy diluido da circulos anchos de bordes mal de-
finidos.

Relacién entre la difusién de la penicilina y el desarrollo del
gérmen.— Si ésta se hace antes de que el gérmen principie su desa:
rrollo, las zonas inhibitorias son anormalmente grandes, lo produce
cuando ge guarda en refrigeracién placas inoculadas, pues el frio re-
tarda el desarrollo y permite mayer difusion de la penicilina. A la in-
versa incubacién prolongada o} secado prolengado producen reduc:

’ cién de las zonas,

Los mejores resultados se obtienen en placas listas para incubar.
se de ¥4 a 14 hora después de inoculadas.

Por lo anterior los patrones en cada caja no deben omitirse
excepcién hecha cuando se trate de una dosificacién de comprobacién:

Condiciones de loe cilindros.— Si estdn despostillades © de bor.
de irreqular, pueden producir zonas anchas e irregulares. Si estén
muy contaminados contaminan a su vez al agar, dando circulos anor-
malmente amplios.

Este métonc lo usé en la préctica con algunas mcdificaciones.

Viéndome precisada a partir de una cantidad de penicilina co-
nocido puesto que los controles se llevaron a cabo empleando muestras
de penicilina a las que se les efectud una titulacién de comprobacién;
por lo que Gnicamente se usaron 3 copitas en cada placa sin usar la
penicilina patrén.

La preparacién de la penicilina para llenar las copas se hizo de
la siguiente manera.

Se partio de ampolletas de penicilina que tenfan 100,000 unida-
des Oxford se dilufa con solucién salina al 7.5 x 1000, 10 cc.de éste
servia para disolver la penicilina lo que se hacia en la misma ampolle-
ta y con suero estéril, de esta solucién se toma l cc.y se pone en un
tubo de ensayo con 9 cc. de suero a asi sucesivamente se van hacien-
do las diluciones en 3 tubos més con lo que en el Gltimo tenemos 1 uni-
dad por cc. de esta dilucién tomames para llenar las copas.

Las placas usadas fueron 3 con la lectura de las cuales efectuan:
do un promedio se determina la potencia de la penicilina en control.

En este caso consideraba la penicilina controlada con el nGme-
ro de unidades Oxford marcadas cuando la inhibicién es de 24 mm:
como minimo.
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Segtin la definicién de unidad Oxford se entenderé perfectamen
te por lo que haré mencién de ella.

La adopcién por los diferentes investigadores de unidades pro-
pias para la expresién de la actividad de los preparados farmacolégi-
cos da lugar a considerable confusién por lo que generalmente se toma
una unidad internacional.

La llamada unidad Oxford o Florey, se determiné por los méto-
dos de dilucibén seriada y el métedo en plaea.

Seqln el método de dilucibén seriada, la unidad es la cantidad
de penicilina que, cuando se disuelve en 5C cc de un medio liguide
patrdn, inhibe la proliferacién de un inéculo patrén de un estafilococe
patrén, bajo condiciones patrones.

En el método de placa, si el liquido en el cilindro de cierto di&-
melro y longitud que se colcca sobre la superficie de agar nutricio que
ha sido sembrada con el estafilococo patrén, contenfa una unidad de
penicilina per cc. la anchura de la zona ds inhibicién era de unos 24
mm. Por medio de la repeticién de estos procedimientos con dilucio-
nes variables, fué posible aproximarse a una solucién que contuviese
una unidad por oc.

Por Gltimo se determiné cuidadosamente una preparacién esta-
ble de penicilina y en adelante, una cantidad unitaria de esta prepara
cién se tomb como patrén,

Método Se las Diluciones en Serie.

Para este método como en el de las copas de Oxford se mide la

potencia de la penicilina valiéndose del poder de inhikicién que sobre
ciertas especies microbianas tiene,

Como su nombre lo indica se parte de una serie de diluciones,
partiendo de una dilucién en calde (medio II) al 1/10, 1/1000, 1/200,
1/300, 1/400, 1/500, 1/600, 1/700, 1/800, 1/900, 1/10C0C; para lo
cual se toma 1 cc. de la muestra de penicilina y se mezcla con 9 cc. de
caldo, de este tubo se toma 1 cc. y se pone en el segundo tubo que tie-
ne 9 cc. de caldo, se sigue pasando asi en este tubo de 1 cc. los 7 si-
guientes que tienen respectivamente 1, 4, 3,4, 5, 6 y 7 cc. de caldo
y en los 2 restantes se pasa del tubo con la del 1/100 0.5 cc: contenien
do estos tubos 4 y 4.5cc. de caldo Naturalmente que la muestra de
penicilina debe estar libre de bacterias insensibles a ella. Las solu-
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ciones se esterilizan por filiracién en filtros Seitz  En caso que lc ne-
cesiten.

Se procede a la inoculacién con estafilccoce aureus con un cc.
de un cultivo en caldo de 20 horas de edad en 200 cc. de caldo usan:
de el medio 1L

Hechas las diluciones los tubos se agitan.

Incubacién. — Aungue cualquier tiempo de incubacién puede
emplearse, con tal de incluir un patrén y llegar a un pronto final, es
preferible inoubar a 37 grados C. por 18 a 40 horas prefiriendo el Glti-
mo periodo.

Lectura a las 18 horas.— El célculs se basa en la mayor dilu-
cién que ‘no desarrollé'. Corresponde a 0.4 unidedes Cxford por
cc. para inhibir el desarrollo bacteriano

Para convertir las diluciones en unidades se multiplica la reci-
proca de la dilucién por el factor ,04,

La lectura a las 40 horas — Los resultados se leen mejor y es-
tdn mejor definidos. Los resultados se basan en la mayor dilucién que
gueda clara. En cultivos asf, 0.1 de unidad por cc. se requiere para
inhibir el desarrollo.

Para este método usé 10 tubos de ensayo con las siguientes dilu-
ciones: 1/10, 1/100, 1/2C0, 1/300, 1/400, 1/500, 1/600, 1/7Q0, 1/800
y 1/900.

Para lo cual de la solucién de penicilina conteniendo 100 uni-
dades por cc. se toma y 1 cc. y se mezcla con 4 cc. de suero fisiologi-
co, por lo que cada cc. de esta solucién contiene 20 unidades por cc.

De esta sclucién parti para hacer las diluciones anteriormante
expuestas para el métedo, y de la misma manera indicada en la téeni-
ca del método,

Ademés de los tubos propios de la reaccién se usa otro més que
csirve de testigo, en aste (inicamente tiene caldo y el ingculo.

Métobo Se las Diluciones en Serie Mobificado.

Se procede a desarrollar el métcdo de las siguiente manera se
colocan en una gradilla los tubos necesarios para hacer las diluciones
de la penicilina poniéndoles la cantidad de caldo (medic Il) segi(n
la tabla I. '
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TABLA Ne:.l
Tubo No. cc. de calde
2.3

DO = WN -~
el i

Con una pipeta de 1 cc. graduada en décimos, tomamos 0.2 de
la dilucién de penicilina que tiene 1 unidad por cc.; se mezcla perfec-
tamente bien y se toma | cc. y se pasa al tubo No. 2 se procede en es-
te caso tambiéd a mezclar y asf se van pasando del tubo anterior al in.
mediato posterior 1 cc. en el Gltimo tubo el cc. se tira.

Una vez preparadas las diluciones de la penicilina ya estamcs
en condiciones de efectuar la siembra que como en el método anterior
se efectua con 3] estafilococos aureus.

En el tubo No. 6 gque sirve de testigo no se siembra.

Las diluciones de |a penicilina en los diferentes tubos, quedan
de la siguiente manera: 1/12.5, 1/2§, 1/50, 1/100.

Se agitan los tubos y se ponen a incubar a 37 grados C por 24
horas para que pasado este tiempo se puedan hacer las lecturas,

En este caso se considera la penicilina controlada con el nime-
ro de unidades Oxford marcadas cuando la inhibicién se produce en
la dilucién del tercer tubo o sea de 1/50

Como quedé indicado, para todos los métodos descritos se usa e)
Estatilccoco aureus F. D. A. 209, que se conservé en gelosa simple ha-
ciendo siembras de la cepa original cada 8 dias a un tubo de gelosa
inclinada; diariamente se siembra una asa del cultivo de gelosa en 10
cc. de caldo y algunes ocasiones se efectian pruebas de pureza, para
comprobar si el cultivo sigue siendo puro.
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Método de la Método de
dilncione: e: Método de |lasdiluciones

Nom serie. las copas de end!ife,tiedmO- dI:j ‘:lm
hibicién en Oxford. . el
Fecha | 'bre 5““ positiva |Zona de inhi- 2}3‘2“222:: Peso| dades
| sta dilucién bicibn en |va hasta dilu por
N 18 h. 40 h. agar. cién. milig.
7-11-45| A |1/500 1/200| 24 4 mm. 1/25 |.1412] 715
8-1I- 45| B |1/500 1/200| 250mm. | 1/50 |.1032| 1007
1 13 11- 45| © |1/500 1/200| 254 mm. | 1/50 |:896 | 117
13-1I- 45| D |1/600 1/200| 28.6 mm: 1/200 |.127 | 937
118 -11- 45| E [1/500 1/200| 26.6 mm. 1/50 1358 810
19-11- 45| F |1/600 1/200| 27.3 mm. 1/50 |.628 | 179
: 22-11- 45| G |1/500 1/200| 25.0 mm. 1/50 |.140 | 742
23 1I- 45| H [1/500 1/200| 24 0 mm. 1/50 |.1131 884
i 3.11145| 1 |1/500 1/200( 24.3 mm. 1/50 |.076 | 1328
' 8-111-45| J [1/500 1/200| 24 2 mm. 1/50 |.144 | 694
10 -I11-45| K [1/500 1/200| 26.0 mm, 1/50 |.186 | 580
16 -111-45| L |1/500 1/200| 25.2 mm. 1/50 |.153 | 686
| 17 -111-45] O [1/500 1/200| 25.0 mm., 1/50 |.215 | 483
; 20 .II145| P |1/600 1/200| 26.7 mm. 1/50 1.133 | 834
23 -111-45| Q [1/500 1/200| 23.9 mm. 1/50 |.264 | 375
1 23 -11145| R [1/500 1/200| 25.0 mm. 1/25 |.943 | 110
: 24 -I11-45| S |1/600 1/200( 27.0 mm- 1/50 |.072 | 1555
25 -111-45| T |1/500 1/200| 25,0 mm" 1/50 |.127 | 818
3-IV-45| U [1/600 1/300| 29.0 mm. 1/100 |.255 | 470
D 3.IV-45| V |1/600 1/200| 27.0 mm. | 1/50 |.195 | 574
7.1V-45| X |1/500 1/200| 25.0 mm. 1/12.5 |.102 | 1019
k 10 -I1V-45] Y [1/600 1/200| 27.5 mm. 1/50 |.110 | 1036
10 .1V-45| Z |1/600 1/200| 27 5 mm 1/50 [:202 | 564
A

-

11-1V-45 1/100 1/10 6.0 mm 1/50 994 25

12.1v-45| B*|1/500 1/200| 25.0 mm. 1/50 |.123 | 845
18 -1V-45| C‘|1/600 1/200, 28.0 mm. 1/100 |.278 | 416
19 -1V-45| D*[1/500 1/200;, 24 0 mm. 1/50 [.111 | 900
27 -1V-45| E“[1/600 1/200! 25.0 mm 1/200 |.161 | 720
NOTA:
[.— Respetando las conveniencias propias de los Laberatorics

productores de las muestras utilizadas en este trabajo me reservo la
procedencia de dichas muestras por lo que las designo por letras,
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