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La lisozima es una enzima de bajo
peso molecular y probablemente res-
ponsable, siquiera en parte, de algunos
fenomenos de inmunidad naturall. Pro
duce lisis de algunas bacterias, siendo
el Micrococcus lysodeikticus el mas
susceptible. Segun se desprende de
los trabajos de Brumfitt2, Calleriod y
Runti4, el efecto lisante de la lisozi
se deberfa a que esta substancia pro-
duce la ruptura de las uniones glico-
sfdicas entre el acido muramico y la
N-acetil-glucosamina que forman parte
de la pared celular bacteriana. A di-
ferencia de lo que sucede con el M.
lysodeikticus, el cual se desintegra ra-
pidamente en presencia de lisozima,
otras bacterias no llegan a lisarse; sin
embargo, el estudio al microscopio
electronico ha revelado, en algunas de
ellas, una desintegracidn parcial de la

membrana celular.
L_as investigaciones tanto In-vitro co-

mo en animates de laboratorio y pa-

cientes humanos llevadas a cabo por
Magrassi y colab.8, Rocchi§ y muchos

otros autores/’8, demuestraiT que la
lisozima posee cierta actividad antibid-
tica y sobre todo confiere protection
contra varios tipos de infecciones bac-
terianas y viralas, aim en el caso de
gue In-vitro no se hubiera producido
la lisis bacteriana o viral

El presente trabajo se desarrolld con
el objeto de estudiar si la lisozima es
capaz de aumentar In-vitro, la poten-
cla antibacteriana de varios antibidti-
COS Y guimioterapicos.

MATEIMUALES Y METODOS

Se efectuaron dos series de expe-
riencias. En la primera se utilizo el
“metodo del disco” y en la segunda,

cultivos liguidos en la que se deter-
mind la concentracion minima Inhibi-

~toria (CMI) de cada antibidtico o qui-

mioterdpico.
a) Metodo del disco.—Se utihzd un

medio sdlido conteniendo Nutrientagar
(2,3%) y Beef extract (1%). El pH se
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ajusto a 7,4 y se esterilizo en autoclave
a 118° C. por media hora. Se dejo en-
friar y cuando llego a 46° se anadid
un mililitro de la suspension de bacte-
rias, correspondientes a un cultivo de
24 horas,’ en medio Ifquido. Luego se
agito la preparation y se distribuyo en
cajas de Petri esteriles a razon de 20
ml. por cada una y se dejo solidificar.

Despues se colocaron los discos de
papel conteniendo las substancias en
estudio. Se utilizaron discos de papel
de 6 mm. de diametro, unos de la Difco
(Bacto-sensitivity disks), otros de la

si-discs, BBL) y otros, hechos en nues-
tro laboratorio -con papel N? 740-E de
Carl Schleider & Schnell.

Por cada antibiotico o quimioterapi-
co y por cada dosis, hasta encontrar
la concentration apropiada para que
produzca Inhibition, se emplearon 3
discos: dos conteniendo el agente en
estudio: al uno se le agrego 0,01 ml. de
solution salina y, al otro 0,01 ml. de
una solution de lisozima que, para el
M. lysodeikticus contenfa 0,01 mcg. y
para las otras bacterias 10 mcg. El ter
cer disco tuvo solo la lisozima, en la
misma cantidad. Para cada ensayo se
hicieron de 5 a 10 duplicados. Los cul-
tivos se incubaron a 37° C, durante 20
horas, al cabo de las cuales se midio el
diametro del halo de Inhibition y se es-
tablecieron los respectivos promedios.

b) Metodo de la dilution seriada.—
Se utilize un medio Ifquido, corres-
pondiente a la siguiente formula: pep-
tona, 3%; glucosa, 0,3% Yy rojo-fenol,
6,2% de una solution al 0,04%. Se
ajusto el pH a 7,4 y se esterilizo en
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autoclave a 118° C, por media hora. A

este medio de cultivo se agro;
pension de bacterias en la proportion
de 0,1 ml. de un cultivo Ifqguido de 24
horas por cada 100 ml. A esta prepa-
ration se le 1lam6 “inoculo”.

Se prepararon luego series de 10 tu-
bos esteriles. En los tubos del 2 al 10
se puso 0,5 ml. de solution salina. En
los tubos 1 y 2 se puso la solution del
agente antibacteriano, en un volumen
de 0,5 ml., pero del tubo 2 se quito
luego 0,5 ml. que se paso al 3 y asf su-

cesivamente, de modo que en cada
tubo hubo una concentration mitad

del anterior. En una serie, se agrego
lisozima en igual cantidad para todos
los tubos y siempre en un volumen de
0,5 ml/tubo. En la que se ensayo solo
el antibiotico se agrego 0,5 ml/tubo de
solution salina y finalmente en todos
se agrego 1 ml/tubo del Inoculo. Se
agito bien y se incubo a 37° C por 20
horas al cabo de las cuales se observa-
ron los resultados. En los tubos que
hubo desarrollo bacteriano hubo viraje
del color, del rojo al amarillo. Se con-
sidero como concentration minima in-
hibitoria (CIMI) a la inmediata supe-
rior a la del ultimo tubo de los que
habfan virado de color. Despues de
los ensayos preliminares para determi-
nar una escala apropiada de concentra-
ciones, se hizo el ensayo definitivo,
repetido en 5 a 10 duplicados, en cuyos
valores se calculo el promedio respec-

tive.
Las bacterias utilizadas fueron M.

lysodeikticus, M. pyogenes var. aureus
y var. albus y Escherichia coli patoge-
no cepa 0119 B14, los tres ultimos ob-
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tenidos de pacientes.

La lista de drogas utilizadas apare-
cen en las tablas de resultados. Cuando
fue necesario se utilizo la respectiva
sal soluble.

RESULTADOS -

a) Metodo del disco.—La lisozima
por si sola produjo el caracteristico
halo de Inhibicion solo cuando se la
ensay6 frente al M. lysodeikticus. El
diametro del halo de Inhibicion, utili-
zando una cantidad tan baja de lisozi-
ma como 0,01 mcg/disco fue de 8,9
mm. con una desviacion estandar de

Con las otras dos bacterias
no se observd ningtin halo de Inhibi-
cion.

Los resultados obtenidos con los an-
tibioticos se presentan en la tabla I,
La adicion de lisozima a los discos
conteniendo cloranfenicol, penicilina y
rovamicina no produjo aumento del
halo de Inhibicion.

La adicion de coll icina dio por re-
sultado un aumento del 19,8% del halo
de Inhibicion de E. coli, pero ningun
aumento frente a las dos bacterias
Gram positivas. En cambio, la kana-
micina, la oxitetraciclina, y la tetraci-
clina, en presencia de lisozima, dieron

DIAMETRO D u AREA DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO BACTERIANO
PRODUCEDA POR VARIOS ANTIBIOTICOS SOLOS Y
ASOCIADOS A LA LISOZIMA

Dosis/
Antibiotico disco
Cloranfenicol
Cloranfenicol + lisozima*
Penicilina 2 U
Penicilina + lisozima
Rovamicina

Rovamicina + lisozima

Colimicina

Colmicina + lisozima
Kanamicina

Kanamicina + lisozima
Oxitetraciclina
Oxitetraciclina + lisozima
Tetraciclina

Tetraciclina + lisozima

M. lyso- M. pyogenes
deikticus var. albus E. Cedi
20.5 mmr 8.1 mir 23,1 mim
20.6 mir 8,3 mmm 23.3 mir
16.2 mir 20.2 mir 0 mmr
16.3 mir 20,0 mir 0 mm
18.4 mmr 7.1 mir 0 mmr
18,3 mir /.2 mm 0 mmr
23.2 mmm 6,0 mmr 16.1 mmr
231 mir 6,1 mmr 193 mmr
17.3 mm 13.2 mmr 14.1 mmr
mir 154 mmr 14,6 mmr
20,2 mir 16.3 mmr 20.1
19.4 mmr 20,0 mmr
198 m 159 mmr 19.1 mm
23.2 mm 18,1 mir 192 mm

¢ La lisozima, por si sola, produjo inhibicion (8,9 & 0,4 mm) solo del M. lisodeikticus,
con una dosis de 0,01 mcg/disco. Para M. Pyogenes y E. coli se utilizo una dosis de

10 mcg/disco de lisozima.
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dujo ningun aumento del halo de Inhi-
bicidn. En cuanto a las sulfamidas,
gue por si mismas no produjeron inhi-
bicidn de las dos especies de Micrococ-
cus, la adicion de sulfas a la lisozima,
en el caso del M. lysodeikticus, pro-
dujo un aumento del 20% al 23% del
halo de inhibicidn. Las dos drogas, ni
solas ni asociadas inhibieron al M. pyo-
genes, en cambio, las sulfas produjeron
Inhibicidn del E. coli, que aumento por
la presencia de lisozima.

un halo de inhibicidn mayor con los
germenes Gram positivos gue vario
entre un 14,4 y 20,3%, segun el anti-
bidtico y la bacteria. Estos mismos an-
tibidticos no modificaron su halo de
Inhibicidn por la adicion de lisozima
cuando se ensayaron frente a E. coll.

Los resultados obtenidos con los qui-
mioterapicos, se presentan en la ta-
bla IL .

La adicidn de lisozima al cetrimide,
la furazolidona y el trimerosal, no pro-

LA 11

DIAMETRO DEL AREA DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO BACTERIANO,

PRODUCIDA POR VARIOS QUIMIOTERAPICOS SOLOS Y
ASOCIADOS A LA LISOZIMA

Dosis/ M. lyso- M. pyogenes
Quimioterapico disco deikticus var. albus E .Coli
Cetrimide 1 mcg 20,8 mm 11,3 mm 9,4 mm
Cetrimide + lisozima* 20,6 mm 11,5 mm 9.5 mm
Furazolidone 100 mm 21,2 mm 9.1 mm 15,1 mmr
Furazolidone + lisozima 21,6 mm 10,1 mm 15,2 mmr
Thimerosal 1 mcg 22.2 mm 9.0 mm 10,2 mmr
Thimerosal + lisozima 23,8 mm 10,2 mm 10,2 mmr
Sulfadiazine 250 mcg 0 mm 0 mm 19,1 mmr
Sulfadiazine + li1sozima 10,6 mm 0 mm 22.2 mm
Sulfamethazine 250 mcg 0 mmr 0 mm 19,2 mm
Sulfamethazine + lisozima 11,1 mir 0 mm 22,6 mmn
Sulfathiazole 250 mcg 0 mm 0 mm 18,3 mm
Sulfathiazole + lisozima 10,8 mm 0 mm 21,6 mmr

* La lisozima, por si sola, produjo inhibicidn (8,9 zb 0,4 mm) solo del M. lysodeikticus,
con una dosis de 0,01 mcg/disco. Para M. pyogenes y E. coli se utilizo una dosis de

10 mcg/disco de lisozima.
diferencias fueron significativas, con

P < 0,01.
b) Metodo de la dilution seriada.—

os resultados aparecen en la tabla Ill.

En todos los casos cuando hubo au
mento del diametro del halo de Inhibi-
cidn, por la adicidn de lisozima, la des-
viacion estdndar no llego al 10% vy las




REVISTA ECUATORIANA DE MEDICINA. VOL. I, NO 3, 1363

e — 1 —l Ml . | — mEm I — Mttt

Con exception de la kanamicina, se bacteriana del cloranfenicol, la penici-

confirmaron los resultados obtenidos lina y la rovamitina. La CMI de cada
por el metodo del disco, es detir, la uno de estos antibioticos fue la misma
lisozima no aumento la actividad anti- en presencia o0 ausencia de lisozima.

CONCENTRACION MINIMA  fIECTIVA DE VARIOS ANTIBIOTICOS Y
QUIMIOTERAPICOS PARA IMPEDIR EL CRECIMIENTO BACTERIANO

. M. pyogenes
Antibiotico Mva?ryoa %r&ess vaﬁyal?reus E. eoli

Clorafenicol 6,2 mcg 8,3 U
Clorafenicol + lisozima* 6,1 mcg 84 U mcg
Kanamicina 5,0 mcg 50 U 51 Mmcg
Kanamicina + lisozima 5,0 mcg 5,0 U 5,0 mcg
Penicilina 125 U 216 U 20,0 U
Penicilina + lisozima 125 U 20,8 U 20,0
Rovamitina 15,2 mcg 10,2 U 154
Rovamitina + lisozima 15,0 mcg 10,6 U 15,1
Colimicina 410,0 U 400,0 U
Colimicina + lisozima 408,9 U 400,0 U
Estreptomicina 122,0 mcg 152,0 mcg
Estreptomicina + lisozima 61,0 mcg
Oxitetraciclina 15,5 mcg 30,0 mcg
Oxitetraciclina + lisozima 7,2 mcg 14,8 mcg
Tetraciclina 31.3 cmg 33,6 mcg
Tetraciclina + lisozima 15.4 mcg 15,2 mcg
Furazolidone 10,6 mcg 15,8 mcg 10,3 mcg
Furazolidone + lisozima 15,6 mcg 10,0
Nitrofurazona 50,0 mcg 100,0 mcg 51,2 mcg
Nitrofurazoha + lisozima 50,5 mcg 108,0 mcg 50,8 mcg

La lisozima se utilizo en la concentracion. de 50 mcg/ml. Por si sola no inhibio el

crecimiento de estas bacterias.

r la presencia de la lisozima, frente
a los Micrococcus.

La MCI de los derivados nitrofurA
nicos tampoco se modified por la adi-
cion de la lisozima.

En la tabla IV se presentan los

Asf mismo se confirmaron los resul-
tados de potentiation del efecto anti-
biotico de la colimicina frente a la E.
coli y las dos tetraticlinas frente a los
Micrococcus. Se agreg6 el ensayo con
estreptomicina, cuyo efecto aumento
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valores relativos del aumento de acti-
vidad antibacteriana de las varias subs-
tancias, producida por la lisozima. Se
observa que cuando el ensayo se hizo
en medio solido la potenciacion es de
un 13,8% a un 20%, segun el antibid-

LA
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tico y la bacteria; en cambio que cuan-
do se hace en medio Ifquido oscila en-
tre el 114% vy el 397/%, probablemente
debido a la mejor difusion, en el medio
Ifquido, tanto de la lisozima como del

antibiotico.

AV4

AUMENTO PORCENTUAL DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
DE VARIAS SUBSTANCIAS POR LA PRESENCIA DE LISOZIMA

Ensayos en

edios solido y Ifquido

M.pyogenes var:
albus

aureus E. coli

Solido Lfquido Solido Lfquido Solido Lfquido Solido Lfquido

Substantia M. lysodeikticus
Colimicina 0 — —
Estreptomicina — — —
Kanamicina 14,4% — 16,7%
Oxitetraciclina 19,3% — 16,9%
Tetraticlina 17.% — 13,8%
Sulfadiazina 10,6% — 0

DISCUSION

Los resultados descritos revelan que
la lisozima es capaz de potencializar
el efecto antimicrobiano de solo ciertos
antibidticos y solo sobre ciertas bac-
terias.

Los estudios de Runti4 y otros de

uestran que las bacterias Gram
sitivas tienen una proporcion mucho
mas alta que los Gram negativos de
uniones acido acetil—muramico—1—4
—N—-acetil—glucosamina, que serfa el
sitio selectivo de apcion de la lisozima
y por consiguiente las bacterias Gram
positivas son mas susceptibles a la ac-
cion Iftica de esta enzima. Como Indi-
can los resultados de Hartsell y Cald

0 — 0 20%  114%
397% — 201% — 0

0 — 0 0 0

216% — 202% 0 0

203% — 221% 0 0

— — — 16%  —
well9 el efecto litico de la lisozima

permite, iInclusive, diferenciar varias
especles de Streptococcus. Es posible
gue este efecto litico de la pared celu-
lar permita, selectivamente con ciertos
antibidticos una mas facil difusion ha-
cia el interior de la bacteria y aumente
asl el poder antibacteriano del antibio-
tico o el quimioterapico. Por otra
parte la potenciacion o0 no del efecto
antibacteriano por la lisozima debe de-
pender tambien del mecanismo espe-
cffico de accion del antibiotico o qui-
mioterapico.

Brumfitt y Glynnl0 han encontrado
gue la destruccion del M. lysodeikticus,
Intracelularmente en los macrofagos,
se deberia a la lisis por la lisozima
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contenida en diehos leucocitos, tanto
gue los mutantes lisozima-resistentes
sobreviven a la accion de los macro-
fagos.

La administration de la lisozima a
animales o pacientes humanos, podrfa
pues, por varios mecanismos, potenciar
el' efecto de ciertos antibioticos y qui-
mioterapicos,; esto parece desprenderse
tambien de los trabajos de Imbriano y
Mazzucoll. Por otra parte, Losito y
Rottinil2, en ensayos utilizando el me-
todo del disco, pero agregando la liso-
zima al medio del cultivo y no al disco
con el antibiotico, no han encontrado
potenciacion de la actividad de las te
traciclinas, ni la estrepto: itina ni las
sulfamidas; en cambio Eimolieva y co-
laboradoresl13, han demostrado que la
lisozima vuelve sensibles a dosis solo
5 veces mayores que paYa las cepas
sensibles, a las cepas de M. pyogenes
var. aureus resistentes a la penicilina
y la oxitetraciclina y que ademas, al
microscoplio electronico se descubre
gue dichas bacterias por accion de la
lisozima se hinchan, se deforman y
cambian la densidad electronica.

La discordancia observada del efecto
asoclado entre kanamicina y lisozima,
en los dos procedimientos de ensayo,
escapa de momento, a una explication
plausible.

RESUMEN

En ensayos In-vitro se Investigo Sl
la lisozima aumenta la actividad anti-
bacteriana de varios gquimioterapicos
y antibioticos. En una serie de expe-
riencias se utilizo el sistema de “dis-

cos” y en otra, el de cultivo de las bac-
terias en medios liguidos apropiados
a los que se agregaron las drogas. En
el primer caso el efecto antibacteriano
se evaluo en terminos de diametro del
area de Inhibition y en el segndo, co-
mo concentration minima efectiva pa-
ra inhibir completamente el desarrollo.
bacteriano.

Se encontro que la lisozima poten-
cializa el efecto de las sulfamidas tanto
sobre bacterias Gram positivas como
sobre Gram negativas, de la colimicina
sobre germenes Gram negativos y del
grupo de derivados tetraciclfnicos asf
como de la estreptomicina, sobre ger-
menes Gram positives y negativos.

La penicilina, el clorafenicol y otros
agentes antibacterianos no fueron po-
tencializados, en su efecto, por la lisor-

SUMARY
In-vitro Investigations have been

creases the antibacterial activity of se-
veral chemotherapeutic agents and an-
tibiotics. In the first series of experi-
ments the “disc method” was used and
In the second series of experiments
liguid culture media were used where
the bacteria were allowed to grow In
the presence of the different concen-
trations of a chemotherapeutic agent
or an antibiotic. In the first case anti-
bacterial effect was evaluated by mea-
suring the diameter of the halo of In-
hibition and In the second case the

al effective concentration of the
active agent necessary to Inhibit com
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pletely the growth was established.

It was found that lysozyme enhanced
the effect of sulfonamides both in the
Gram-positive and Gram-negative bac-
teria. It also enhanced the effect of
colistin (Colymycin) on the Gram-ne

gative

group of tetracyclines and streptomy-
cine In the Gram-positive germs. Pe-
nicillin, chloramphenicol and other

antibacterial agents were not potentia-
ted by lysozyme.
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