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Lu 1iso;;~ilna es 
1 ~na · peso mo eeular y enz1ma d., bajo 

pensable, siqu¡,, Dt·obablemente res-
, io Cl¡ 

fcnomenos de ihtnlt¡¡· Parte, de algunos 
duce lisis de algu tdad natural!, Pro-
1M. h'-sb¡· 

e Icrococ.eus l;ys ~e :r1as, sien do 
susceptible. Según Od"ikhcus el más 
los trabajos de B se desprende de 
Run\i', el efect 1

1
'Ulllfitt2 , Callerio' y 

, o lsa . . 
se debena a ,~ nte a, la lisozima 
d ' e est 
uce la rup~cra d a ~ubstancia pro-

s[dicas entre el á~ las uniones glico
N-acetil-glucoso .'1do murárn>c0 y la 
d lll1ha f e la páred ce! ¡ que orman parte 
ferencia d~ ¡~ ~~al' bacteriana. A di
lysodeikticus, el e sucede CGn el M. 

'dan 'oa¡ d . P' lente en p se esmtegra rá-
otras bac'Leri~s l'~s.encia de lisnz1ma 

' na ll . • 
embargo, el f.!st .~gan a hsarse; sin 
electrónico ha nd,o al microscopio 

''Ve] 
ellas, una <l<>int ado, en algunas de 
membrana co\u] 'gt·ación parcial de la 

Las investioa ·O.l·. 
o ClCJn.e • 

mo en nrün¡a\~ 1 s tanto In .. vih.·o co-
cientes hnmmH)~ {e laboratorio y pa-
''t' , ·' · llevad·¡" a b l\ u¡,rll~~~ y l'ol¡tb ~ ("" ca o por 

' ' llocdü" Y muchos 

otros antoresl-B, den1uestran_ que la 
lisozima ¡;osee cierta actividad anti!bió
tica y so'I?J.'e lodo confiere protección 
contra v¡;t~cios tipos de ·infecciones bac
terianas 1 viralas, aún en el caso de 
que iu-v)tl'0 no ¡;e hubiera producido 
la lisis bacteriana o vital. 

El prese>Üe trabajo se desarrolló con 
el objeto de estudiar si la lisozima es 
capaz de a.Lnnentar in .. vitro, la poten
cia antHJa.cteriana de varios antibióti-
cos y qtdflÜoter;ipicos. , 

MA'f~RIALES Y Ml'}TbDOS 

Se efectuaron dos series de expe
riencias. En la P:ti·mera se utíli~ó el 
"método del disco" y en 1a segundal 
cultivos )\quidos en la. que se deter
rn.inó 1a concenb:ación mínima inhibi ... 
toria (CJ.I/.U) de cada antibiótico o qui

nio Lc1·áf¡j e o. 
a 1 wt~iodo <lel disco.-Se utilizó un 

mecÍ.io 5ólido conteniendo Nutrientagar 
(2,3%) 1 Beef ext>:act (1%). El pH se 
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ajustó a 7,4 y se esterilizó en autoclave 
a 118' C. por media hora. Se dejó en
lrial· y cuando llegó a 46° se añadió 
un mililitro de la suspensión de bacte
rias, correspondientes a un cultivo de 
24 horas, en medio líqnido. Lnego se 
agitó la preparación y se distribnyó en 
cajas de Petri estériles a razón de 20 
mi. por cada una y se dejó solidificar. 

Después se colocaron los discos de 
papel conteniendo las substancias en 
estudio. Se utiliz;aron discos de papel 
de 6 mm. de diámetro, unos de la Difco 
(Bacto-sensitivl.ty disks), otros de la 
Baltimore Biological Laboratory (sen
si-discs, BBL) y otros, hechos en nues
tro laboratorio ,con papel N? 740-E de 
Carl Schleider & Schnell. 

Por cada antibiótico o quimioterápi
co y por cada dosis, hasta encontrar 
la concentración apropiada para que 
produzca inhibición, se e1nplearon 3 
discos: dos conteniendo el agente en 
e,,tudio: al uno se le agregó 0,01 mi. de 
'"'lución salina y, al otro 0,01 mi. de 
una solución de lisozima que, para el 
M. lysodeikticus contenía 0,01 mcg. y 
¡mra las otras bacterias 10 mcg. El ter
{~tH' disco tuvo sólo la lisozima, en la, 
·rn isma cantidad. Para cada ensayo se 

hicieron de 5 a 10 duplicados. Los cul
tivos "" incubaron a 37° e, durante 20 
hor~s, al cabo de las cuales se midió el 
diámetro del halo de inhibición y se es
lablecieron los respectivos promedios. 

h) Método de la dilución seriada.
Se utilizó un medio líquido, corres
pondiente a la siguiente fórmula: pep
tona, 3%; glucosa, 0,3% y rojo•fenol, 
6,2% de. una solución al 0,04%. Se 
njnst~ el 'pH a, 7,4 y se esterilizó eri, 

autoclave a 118° C, por media hora. A 
este medio de cultiVo se agregó la sus
pensión de bacterias en l.a propordón 
de 0,1 mi. de un cultivo líquido de 24 
horas por ,cad,a 100 mi. A esta prepa
ración se le llamó "inóeulo". 

Se prepararon luego sel'ies de 10 tu

bos estériles. En los tubos del 2 al 10 
se puso O ,5 ml. de solución salina. En 
los tubos 1 y 2 se puso la solución del 
agente antibacteriano, en un volumen 
de 0,5 ml., pero del tubo 2 se quitó 
luego 0,5 mi. que se pasó al 3 y así su
cesivantente, de modo que en cada 
tubo hubo una concentración mitad 
del anterior. En una serie, se agregó 
1isozima en igual cantidad para todos 
los tubos y siempre en un volumen de 
0,5 .mi/tubo. En la que se ensayó sólo 
el antibiótico se agregó 0,5 ml/tubo de 
solución salina y finalmente en todos 
se agregó 1 ml/tuho del inócuJo. Se 
agitó bien y se incubó a 37° e 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
sideró como concentración mínima in
hibitoria (CMI) a la inmediata supe
rior a la del último tubo de los que 
habían virado de color. Después de 
los ensayos preliminares pata determi
nar una escala apropiada de concentra
dones, se hizo el ensayo definÜivo, 
repetido en 5 a 10 duplicados, en cuyos 
valores se calculó el promedio respec
tivo. 

Las bacterias utilizadas fueron M. 
lysmleil<ticus, M. pyogenes var. aureus 
y-var. albus y Escherichia coli patóge
no cepa 0119 B14, los tres últirrws ob-
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tenidos de pacientes. 
La lista de drogas utilizadas apare

cen en las tablas d·e resultados. Cuando 
fue necesario se utilizó la respectiva 
sal soluble. 

RESULTADOS 

a) Método del disco.-La lisozima 
por sí sola produjo el car.acterlstico 
halo de inhibición sólo cuando se la 
ensayó frente al M. lyso<leikticus. El 
diámetro del halo de inhibición, utili
zando una cantidad tan baja de lisozi
ma como 0,01 mcg/disco fue de 8,9 
mm. con una desviación es-tándar de 

± 0,4 mm. Con las otras dos bacterias 
no se observó ningún halo de inhibi
ción. 

Los resultados obtenidos con los an
tibióticos se presentan en la tabla J. 
La adición de lisozima a los discos 
conteniendo cloranfenicol, penicilina y 
rovamicina no produjo aumento del 
halo de inhibición. 

La adición de colimicina dio pm· Te

sultado un aumento del19,8% del halo 
de inhibidón de E. coli, pero ningún 
aumento frente a las dos bacterias 
Gram positivas. En cambio, la kana
micina, la oxitetraciclina, y la tetraci
clina, en presencia de lisozima, dieron 

TABLA 1 

DIAME'fRO DEL ARF:A DE !NHIIUCION DEL CREC!l\:UENTO. JJACTERIANO 
PIWDUCJDA POR V ARIOS ANTffiiOTICOS SOLOS Y 

ASOCIADOS A LA USOZIMA 

Dosis! M. lyso- M. pyogenes 
Antibiótico disco deiJdicus vru-. albus E. Coli 

Cloranfenieol 5 cmg 20,5 mm 8,1 mm 23,1 nun 
Cloranfenicol + .lisozima* 20,6 mm 8,3 mn1 23,3 mm 
Penicilina 2U 16,2 mm 20,2 mm o mm 
Penicilina + lisozima 16,3 mm 20,0 mm· o mm 
Rovamicina 5 mcg 18,4 mm 7,1 mm o mm 
Rovamicina + lisozima 18,3 mm 7,~ n1m o lU.ffi 

Colimicina 1 mg 23,2 nnn 6,0 mm 16,1 mm 
Coimicina + lisozima 23,1 nnn 6,1mm 19,3 nnn 
Kanamicina 5 mcg 17,3 mm 13,2 mm 14,1 mm 
Kanamicina + lisozima 19,8 mm 15,4 mm 14,6 mm 
Oxitetraciclina 5 mcg 20,2 mm 16,3 mm 20,1 mm 
Oxitetraciclina + lisozima 24,1 mm 19,4 mm 20,0 mm 
Tetraciclina 5 mcg 19,8 mm 15,9 mm 19,1 mm 
Tetraciclina + lisozima 23,2·mm 18,1 mm 19,2 mm 

. La lisozima, por sí sola, produjo inhibici-ón (8,9 ± 0,4 mm.) s6lo del M. lisodeikticus, 
con una dosis de 0,01 mcg/disco. Para M. Pyogenes y E. coli se utilizú una dosis de 
10 mog/dlsco de lisozima. 
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1111 halo de inhibición mayor con· los 
gérmenes Gra1n positivos que varió 
<'ntre un 14,4 y 20,3%, según el anti
biótico y la bacteria. Estos mismos an
tibióticos no modificaron su halo de 
inhibición por la adición de lisozima 
cuando se ensayaron frente a E. coli. 

Los resultados obtenidos con los qui
mioierápicosl se presentan en la ta
bla II. 

r~a adición de lisozi.nla al cetrimide, 
In Íurazolidona y el trimerosal, no pro-

dujo ningún aumento del halo de inhi
bición. En cuanto a las sulfamidas, 
que por sf mismas no prod'ujeron inhi~ 
bición de las dos especies de Micrococ
cus, la adición de sulfas a la lisoz1rna, 
en el caso del M. lysodeikticus, pro
dujo un aumento del 20% al 23% del 
halo de inhibición. Las dos drogas, ni 
solas ni asociadas inhibieron al M. pyo
genes, en cambio, 1as sulfas produjeron 
inhibición del E. coli, que aumentó por 
la presencia de lisozima. 

TABLA Il 

DlAnUl'KRO DEL AREA DE IXlllHICWN DEI.. C!i;ECili!IEJ\tfO BACTERIANO, 
l'RODT.!C!DA POR VARtOS QUlMIO'IERAPICOS SOJ~Oi:l y 

ASOCIAllO..S A LA LISOZ!'ct\IA 

-------- --------------- -------------------~---

Qu;mioie1•ápko 
:On::;:i- / 
dist·n 

M. ly2o
deikUcus. 

l\'1, pyogenes 
'Vat', uU:ru<> F. .Coli 

-- ---~---- --- -------- ----- ---~ --~---------·· 
Cdrhnide 1 mcg 20,8 n1rn 11,3 ll1lll 9,4 1nm. 
(~etrimide + lisozi.ma* 20,6 lllU.l 11,5 W\ll1 ll,5 mrn 
'IPnrazo1idone lOO lUlll 21,2 m1:n f\1 lllDl 15J mn1 
(i~nrazolidoae 

1 
lisozima 21,G J.nln 10,1 ll1l11 15,2 lUDl 

'l.1himerosa1 l mcg 22,2 mrn 8,0 mm 10,2 rnxn 
Thlmerosal -i- lisozinla 23,8 111D:l 10~2 !üirl. 10,2 1Dlll 

----------- -------~--------
------~ 

~~ulfncliazine 250 mcg mrn o n1n1 19,1 :nrn 
~lulfadiazine + lisozin1a 10,6 mm o i1101 22,2 111D1 
~-)ulfnmetl1azine 250 nlCg o mr.n o m-m 19,2 lll•ffi 
Httlfnluethazine --1- lisozima 11,1 mro o ITLUl 22,6 mm 
~;,,]falhinzole 250 mcg o ll1:-r.l o mn1 18,3 mm 
St~Halhinmre + lisoz1rna 10,8 mm o lTilU 21,6 ;mm 

'~ La li::oúma, -por sí sala, produjo inhibición (8,9 ± Ci,4 mm) ~?lo del lo/l. lysodeikticus, 
~on una do~is de 0,01 mcg/disca. Para l\1. pyogeneg Y E. coh S<; utilizó una dosis dí:' 
10 mcg/disc:o de lisozima. 

gn todos los casos euando hubo au
mento del diámetro del halo de inhibí
eiún, por la adición de lisozíma, la des
vinl'i6n esl.úndar no llegó al 10% y las 

diferen_cias fueron significativas, con 
p < 0,01. 

b) El!Iétodo de la diludún seriada.
Los resultados aparecen en la tabla III. 
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Con ex;cepción de la kanamicina, se 
confirmaron los resultados obtenidos 
por el método del disco, es decir, la 
lisozima no aumentó la actividad anti-

bacteri-ana del cloranfenicol, la penici
lina y la rovamicina. La CMI de cada 
uno de estos antibióticos fue la misma 
en presencia o ausen'cia de lisozima. 

TABLA III 

CONCENTRJ\CION MINIMA EFECTIVA DE VARIOS AN'f!BIOTICOS Y 
QUIMlOTERAPICOS PARA IMPEDffi EL CRECIMIENTO BACTERIANO 

M. pyogenes M. pyogenes 
Antibiótico var. albus vnr. aul'eus E. coli 

Clorafenicol 6,2 mcg 8,3 u 1,9 mcg 
Clorafenicol + lisozíma• 6,1 mcg 8,1 u. 1,8 mcg 
Kanamicina 5,() mcg 5,0 u 5,1 mcg 
Kanamíci-na + lisozima 5,0 mcg 5,0 u 5,0 mcg 
Penicilina 12,5 u 21,6 u 20,0 u 
Penicilina + lisozíma 12,5 u 20,8 u 20,0 mcg 
Rovamicina 15,2 mcg 10,2 u 15,1 mcg 
Rovam\cína + lisozíma 15,0 mcg 10,6 u 15,1 mcg 

Colimicina 410,0 u 400,0 u 106,0 u 
Colhnicina + lisozima 408,9 u 400,0 u 49,5 u 
Estreptomicina 122,0 mcg 152,0 mcg 7,5 mcg 
Estreptomicina + Hsozima 61,0 mcg 150,0 mcg 7,4 mcg 
Oxitetraciclina 15,5 mcg 30,0 mcg 6,4 mcg 
Oxitetraciclina + lisozima 7,2 mcg 14,8 mcg 6,2 mcg 
Tetmcíclina 31,3 cmg 33,6 mcg 15,3 mcg 
Tetraciclina + lisozima 15,4 mcg 15,2 mcg 15,2 mcg 

Furazolidone 10,6 mcg 15,8 mcg 10,3 mcg 
:E"urazolldone + lisozima 10,4 mcg 15,6"mcg 10,0 mcg 
Nitrofurazona 50,0 mcg 10(},0 mcg 51,2 mcg 
Nitrofurazona + lisozima 50,5 mcg 108,0 mcg 50,8 mcg 

* La lisozima se utilizó en la concentración de 50 mcg/ml. :Pot si sola no inh.i:bió el 
crecimiento de estas bacterias. 

Así mismo se confirmaron los resul
tados de potenciación del efecto anti
biótico de la colimicina frente a la E. 
coli y las dos teJ,ra.ciclínas frente a los 
Mkrococcus. Se agregó el ensayo con 
estreptomicina, cuyo efecto aumentó 

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

La MCI de los derivados nitrofurá
nicos tampoco se modificó por la adi· 
ción de la lisozima. 

En la tabla IV se presentan lm 
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vnln1·cs relativos del aumento de acti-· 
vi dad antibacteriana de las varias subs
tancias, producida por la lisozi.ma. Se 
observa que cuando el ensayo se hizo 
en medio sólido la potenciación es de 
un 13,8% a un 20%, según el antibió-

tico y la bacteria; en cambio que cuan
do se hace en medio líquido oscila en
tre el 114% y el 3H7%, probablemente 
debido a la mejor difusión, en el medio 
líquido, tanto de la 1isozima como del 
antibiótico. 

TABLA IV 

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

Ensayos en medios sólido y líquido 

M.pyogenes var: 
Substancia M. lysodeikticus !llbus aureus E. coli 

Sólido I.íquido Sólido Líquido Sólido I .. íquido Sólido Líquido 

Colimicina 
Estreptomicina 
Kanamicina 14A% 16,7% 
Oxitetraciclina 19,3% 16,9% 
Tetraciclina 17)% 13,8% 

SuU'adiazina 10,6% o 

DlSCUSION 

1 '"" resultados descritos revelan que 
In lbozima es capaz de potencializar 
t.J (1rt~<·to antimícrohiano de sólo ciertos 
Hfltih\{¡\,i<1o3 y sólo sobre ciertas ba.c
¡.,rlun, 

11,wl Ptil.udios de Runti4 y otros de
\\l\Wt¡\l't\o qno las bacterias Gram po

¡.;ltlvtPl Hí~tHm una proporción mucho 
miw ullu <tli<J los Gram negativos de 
unlmHIH ú<•klq ucutil-murámico-1-4 

N· iH'<•III glucosamina, que sería el 
NíUo ¡;t\!(l(!ilvo dt~ neción de la lisozima 
y JHH' ('Oflnlgul(lld.c• las bacterias Gram 
pmd!.tvru-; mm w{~:¡ Hnsceptibles a la a.c
dón Htle11 tl" t~td,/l otJzima. Como indi
can lo,, nJ.'Hdlud~on d,. UartseH y Cald-

20% 114% 
397% 201% o 

o o 
216% 202% 
203% 221% o 

16% 

well9 el efecto lítico de la lisozima 
permite, inclusive, diferenciar varias 
especies de Streptococcus. Es posible 
que este efecto lítico de la pared celu
la-r permita, selectivamente con ciertos 
antibióticos una más fácil difusión ha
cia el interior de la ba.cteria y aumente 
así el poder antibacteriano del an!Lbió
tíco o el quimioterápico. Por otra 
parle la potenciación o no del efecto 
antibacteriano por la lisozima debe de
pender también de1 mecanismo espe
cífico de acci6n del antibiótico o qui
mioterápico. 

Brumfitt y Glynn10 han encontrado 
que la destrucción deJ M. lysodcikticus, 
intracelularmente en los macrófagos, 
se debería a la lisis por la Hsozima 
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~-------·--------------------------------------------~ 

contenida en dichos leucocitos, tanto 
que Jos mutantes lisozima-r.esistentes 
sobreviven a la acción de los macró
fagos. 

La administración de la lisozima a 
animales o pacientes humanos, podría 
pues, por varios mecanismos~ potenciar 
el erecto de ciertos antibióticos y qui
mioteráplcos; ésto parece desprenderse 
también de los trabajos de 1mbriano y 

M-azzuco 1\, Por otra parte, Lo sito y 

Rott1ni 12, en ensayos utilizando el mé
todo del disco, pero agregando la liso
zima al medio del cultivo y no al disco 
con ,el antibiótico, no han encontr,ado 
potenciación de la actividad de las te
t.raciclinas, ni la Qstreptomicina ni las 
sulfamidas; en cambio Ermolieva y co
laboradores"\ han demostrado que la 
lisozima vuelve sensibles a dosis sólo 
5 veces n1aym·es qt::..e para las cepas 
sensibles, a hs cepas de M. pyogenes 
var. au.reus resistentes a la penicilina 
y la oxitetraciclina y que además, al 
microscopio ·electról).ico se descubre 
que dichas bacter,ias por acción de la 
lisozima se hinchan, se deforman y 
cambian la densidad electrónica. 

La discordancia observada del efecto 
asociado entre kanmnicina y lisozima, 
en los dos procedimientos de ensayo¡ 
escapa de momento, a una expli.cación 
plausible. 

RESUMEN 

En ensayos in-vitro se investigó si 
la lisozima aumenta la actividad anti
bacteriana de v·arios quimioterápicos 
y antibióticos. En una serie de expe
riencias se utilizó el sistema de "dis-

cos" y en otra, el de cultivo de las bac
terias en medios líquidos apropiados 
a los que se agregaron las drogas. En 
el prhner caso' el efecto antibacteriano 
se evaluó en términos de diámetro del 
área de inhibición y en el segndo, co
lno concentración mínima efectiva pa
ra inhibir completamente el desarrollo 
bacteriano. 

Se enconh·ó que la lisozima poten
claliza el efecto de las sulfamidas tanto 1· 

sobre bacterias Gran1 positivas con1o 
sobre Gram negativas, de la colimicina 
sobre géDmenes Gram negativos y del 
grupo de derivados tetraciclínicos así 
como de la estreptomicina, sobre gér
menes Gram positivos y negativos. 

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

SUMAR Y 

In-vitro investigations have bean 
rnade lo study wether lysozyme in
creases the antibacterial activity of se
vera] chemotherapeuÜc agents and an
tibiotics. In the first series of experi
ments the "disc met,hod" was used and 
in the second series ~f experiments 
liquid culture media were used where 
the bacteria were allowed to grow in 
the presence of the different concen
trations of a ohemotherapeutic agent 
or an anhbiotíc. In the first case anti
bacterial effect was evaluated by me·a
suring the diameter of the halo of in
hibition and in tbe second case the 
minimal el:fective concentration of the 
active agent necessary to inhiblt com-
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plntely ~he growth was established. 
li was found that lysozyme enhanced 

tlw offect of sulfonamides both in the 
Grmn-positive and Gram-negative bac
teJ·ia. It also enhaneed the effect of 
>olistin (Colymycin) on the Gram-ne
~ativo germs as well as tJhat of the 
jroup of tetracyclines and streptomy
•ine in the Gram-positive germs. Pe
dcillin, chloramphenicol and other 
1ntihncterial agents were not potencia

''" by Jysozyme. 
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