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wjuskd & 7.4 ¥ se eslerilizd en autoelave
a 118% 0 por media hori, Se dejd an-
friar y enande Degd a 46° se afiadis
un milifiire de lo suspension de bacle-
rias, correspondientes a un caliivo de
24 horas, en mnedie Nguidn, Lucga se
agitd la preparacidn y se disieibuyd en
cajas de Pelri estériles a eazdn do 20
tl pov cada vna ¥ se defd solidificas.

Despuds se eplocaron los discos de
papal conteniondo las substanciszs en
estudio. Se utilizaren discos de papel
de § tzn. de didmetro, unos de la Difeo
(Bacto-sensitivity disks), oltog de la
Baltimeare Biologirs]l Laboratory (sen-
si-dises, BBL) ¥ olros, hechos en mues-
tro laboratorie eon papel N? T40-E de
Carl Schleider & Schuell,

or cada antibistieo o guimiolerdpi-
¢o ¥ pur cads dosis, hasta encontrar
la concenlvacidn apropiada para gue
nrotduzea inhihicidn, se emplearsn 3
disess dos conteniendo ¢l avente on
pastudion al anp s le agregd {]JO‘I. ml, de
solucién suling v, al viro 0,01 ml de
noa sokueitn de ligosima que, para el
M. tysedetictics contenia 0,01 meg. y
pririn s otras bacterias 10 meg, B ter-
roliseo iuve silo la lisozima, en la
a cantidad. Para cada ensayo se
Dieiveon de 3 a 10 duplicados. Les cul-
Livas so jveubaron a 37° O, duranie 26
horas, al cabo de fas cuales se midis =l
difttnelen del halo dy iohibicidn v se es-
lablecioron log respectivas promedios.

by Métudw de la dilucién seriada—
Heoutilizd un nedic Hguida, eorros-

1}

prndiente o la siguicnte fdmnula: pep-
tena, 3% glucess, 0,3% ¥ rojo-fenol,

6,2% de una solucitn al 0,04%:. Be

ajusth el pH o' T4 v se esterilizé en
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autoelave o 1187 €, por media hora, A
i medio de eultive se agresd la sus-
pensidn de bueterias en la proporcion
de 0,1 20l de un eultive lgulde de 24
horas por cade 100 ml. A ests prepa-

ranicn sz le Uamd “indeula™

Se prepararen luego sevies (e 10 fu-
los estériles. En los tubos del 2 al 10
se puso 0,5 ml de soloeidn salina, En
los tubus 1 y 2 sc puso la solucidn del
azente antibaclzeianu, en un voeluomen
de 0,5 ml, pera del tubo I oso oquitd
aege 09 ml, que se pasd al 3 ¥ ast su-
cesivamenls, de mode que on cada
wabo hubo una conecntracidn mitad
del anleviar. Fb una sevie, so agrogs
fixewiina en isual cantidad para todes
Ios tubus y siompre en un volumen de
0,3 snlfAubin, En la que so cosayé sélo
nl antibidtica se agregd 0,3 ml/tubo de
solucién salina ¥ finaltente en {odos
s agregd 1 mistubo del indeule. Se
apitd bien ¥ se ineuhd a 37° C por 20
lroras al cubo de Jay cuales se observa-
rou los resultades. En los tubos que
hubo desarrollo bacteriuno hubo viraje
del enlor, del rojo al amarille. Se coo-
sidord eomo eoncentracion minima in-
Libitoria (CMI) a la inmediata supe-
vigr & la del dltime tubo de los que
habian virado de eolor. Después de
los ensayus preliminares para determi-
nal una creala apropiada de voncentra-
elones, se hizo €l ensayo definitiva,
repelide en § a W duplicados, en cuyos

valnres se calenld ol pramedio respee-
tiva,

Las Dbacterlas utilizadas {ueron M.
tysadeiliticus, M. pyogrhes var, anreus

- y-var, aihes v Bscherichiz coli patdge-

no cepa 0118 B14, los tres wlthnos ob-



16 BREVISTA BCUATORIANA DS MEDICINA, VOL I, N7 3, 1963

tenidos de pacientes.

La lista de drogas ulilizadas apare-
ven en Jas tablas de resulladss, Cusnde
fue necesario =e utilizd la rospectiva
sal sohuble,

RESULTADOS

a) Méiedo def disco—-La lisoxima
por =1 osola prodeje el cavacieristico
halo de inhibicidn sdle vnendo se lu
ersaye frente al M. lysodeilciiens, El
difunetro del halo de inhibicidn, utili-
rando una cantidad tan baja de lisozi-
ma comn (01 meg/disce fee de 89
. con uma desviasion esidndar de

04 mm. Con lag ofras dos bacterias
ne s¢ oheervd ningiin halo de inhibi-
(31513

T.os resultados vhtenidas eon Ios an-
tibidticos se presentm en la fabla L
La adicidn de lsoxima a los discos
conteniendo clovanfenicol, penicilina y
rovamicing no produje aumenio del
halo de inhibicidn.

L& adicidn de colimiving din por re-
sultado wn aumenia del 18,85 del halo
de inhikicion de E. coli, pero ningin
aumentn {rente 8 las dos haclerias
Gram positivas, Fn empbio, la kann-
micing, la vuitelracicling, v 1 tetraci
eling, en prosencia de lisozimea, dievon

TARLA T

DIAMETRO P21 ABRA DU INHIBICIOY DRL CRECIMIENTO BACTERIANO
PuOoDUCIRA POLR VARLOS ANTIDEYUICOS SO6L0S X
ASGCIATOS A LA LISOTINA

Daslsf M, Ivsg- M, nyogenes
Antibidlice disre deiktous val, b E. Coli
Claranfenicol ¥ omng 205 mm 8.1 mm 231 mm
Clorardenical L. lispzima® 20,6 mm 8,3 mm 233 mm
Peniciiina 2Uu 18,2 min 20,2 mm 0 m
Peniciling -- lisuzima 16,3 mm 200 mm - 0  mm
Rovamivina 3 meg 18,4 mmn 71 mwm 0 mm
Fovamicina + lisozima 18,1 nun 7,2 mua & hun
Calimicina 1 g 23,2 memn 6,0 mm ) 16,1 wmm
Colmicina + lisozima 231 mm 6,1 mm 18,3 mm
Kanamicina 5 meg 123 mm 132 wrm 141 mm
Kanamicina - lisozima 19,8 mm 15,4 mm 14,6 mm
Critetraciclina 5 meg 202 mm 183 mm 201 mm
Dxitetracicling -+ lisozima 24,1 mm 194 mrn 20,0 mm,
Tatraciclina 3 meg 19,8 mm 159 mm 19,1 mum
Tetracicling - lisoeima 23,2 mm 181 mm 19,2 ram

* La lisozime, por si sola, proedujoe 1n1ub|cmn (8,8 - 04 mm) sdio del M. lisodeikticus,
con una doxiz de H01 meg/dizeo. Para M. Pyoge.llﬂi ¥ E. coli sc otilizé una dosiz de

10 meg/discy de lwouma
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it bl de inhibicién maver com los
pévmenies Grom positives qoe varid
enlre un 144 v 20,3%, segin el anti-
Lidtice ¥ 1z bacteria, Estos mismaos an-
bikr ug ho medifigaron su halo de
inkitbividn por ia adicién de Msorima
viaanda sp ensayaron frente a B eoli

Lis resultados obtenidas eon los qui-
minterdpicus, se presentan en Ia ia-
hia IL

L adicion de liscoima al cebrimide,
I Furazobidonz y el trimergsal, no pro-

dujo ninglin aurments del hals de inhi-
bicidn, ¥n cuante s Jas suMamidas,
gue por s mismas vo produjeron inhi-
bivion de lag dos especies de Microeag-
vus, T adicién de sulfag a la lisorima,
en el cuso del M. lysodeiktivus, pro-
dufe un surenty del 200 al 28% dal
halo de inhibicitn, Las dos drogas, ni
solaz ni asocisdas infibieran al M, pyo-
genes, en cambin, las sulfas produjeron
inhibicidn del E. eoli, que aumentéd nor
iz presencin de [isazima.

TATLA 71

BAAMMSRG OET, ARES BE 1NHISKHGN DEL CUACIMIEMN ') Racymnisa<o
CARREANOG,
PROMICAA BOR YARME QUMOTIRAPICOS st v

ASCGIIALMA

Culirriderrdice
unide
Cetrimids 4 lisoeima®

IMieotidene LMp i
Furagelidone ;| Deozima

hmero 1 mey
I'himgrazal lisazinu

Y

Salfadinging 230
Lt " LTI N

Sulladiasins 2o lsogima

Sl Mo thnrine 280 nuweg
Bullumeihogine ¢ Jisozima

Sl lad le 250 g

a, gor s sala, pr

dosig de YH o
10 meeddisan de lizowima,

in todos los casras cunando hubo wa-

et del didoete del halo de inhibi-

vifiay, per la adivién de lisozima, fa dea-

wlicifn exlindar oo Negd ol 10%: ¥ las

Ay inddbicin (35 L 04 mm) sdla Jat
dizcy. Para ML pyngenes v B eoli s

A A LISQIIMA

B pyosenes

TN
mtl

o

s
LY o]
mr

3

e

re

I ot

TR min

0 mm
BT mm ] 226 1nm
[T R g 18,3 mint
HE mm 1] 21,6 mm

Iysodeikiicns,
nma Aesis de

Aiferencias fueson sighiiieativas,
P oz 0,01,

by Btédodo de ta dilucidn serindn.- -
tws resultados aparecen en 1a tabla LI,

cull
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Con excepcidn de la kanamicing, se bacteriang del eloranfenicel, la peniei-

confirmaren los resultados abienides ling ¥ lu rovamicing, La CMI de cada

por el método del disve, os decir, la urn de estos antihidticns fue lu mizma

lisnzima no aumontd la actividad anti- en presencia o ausencia de lizozima.
TABLA III

CONCENTRACION MINIMA EFECTINA DE VARIOS ANTIRIOTICOS Y
QUIMEOTERAPICOS PARA IMPELIR FL CRECIMIENTO RAUTERIAND

M. pyoprnes M. progries

Antibidticn N var, albus VAL GUIEUR E coli
Clarafenicol 6,2 meg 83 U 1.9 meg
Clarafeniced - lisozima* 51 meg 810 1.8 meg
Kanamicina 50 meg L0U 5,1 mex
Kanamiving - lisnzima 5,0 mcg 50 U a0 meg
Penicilina 125 U 218 280 U
Penicilina -+ lisozima 1251 208 U 20,0 meg
Rovamicina 15,2 meg 16,2 U 15,1 meg
Rovamicing -+ lisosima 15,0 sncg ms v 151 meg
Colimniena 4100 I 4000 U 1060 U
Colinicina - lsozimes 408,09 T 4000 T 495 U
Estroptomicina 1320 tneg 1520 meyg 1.5 meg
Fstreptomicing + lisnzima 81,0 meg 1500 meg 74 meg
Oxitetracielina . 155 meg 30,0 meg 64 meg
Oxitetraciclina + lisorima 7.2 meg 148 meg 8,2 meg
Tatraciclina 313 cmg 336 moeg 15 ey
Tetravicling 4 lizvzima 15,4 meg 152 meog 152 moeg
Furazolidone 10,6 meg 15,8 meg 10,3 meg
Furazolidone + lsozima 10,4 meg 156 weg 10,0 ey
Nitrofurazona LG meg 1008 meg 512 meg
Nitrofurazona -- lsosima 50,5 meg 1080 meg 508 meg

* La licorina se utllizd en la concenkbrpcidn de 50 meg!mb. Par 3 sola no inhibié el
crecimients de eslas bacteriss,

Asi mismo se confirmaron los resul- por la presencia de la [isozina, fronte
tados de potenciacidn del electo anti- a los BMicrocoetis,
Lidtico de la colimicing frente a [a K. La MCT de los derivados nitrofurs-
eoli ¥ lag dos tetraciclinas frente a los nieos tampoeo se modified por la adi-
Microooccus. So agregd ¢l ensayo con citn de lo lsozima.
estreptomicing, cuyo cfecws aumentd Fn la tabla IV se presentan los
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ACUION COMBINADA DE LA LISOZIMA CON ANTIEIOTICOS . Tig

vilires relalivos del auments de acti-
vulad antibazieriuna de las varias subs
tanciug, preducida por la BHaozimea. Se
nirserva que cuando ol ensaye se hizo
en mediv solido la potonciacion cos de
ut LIB% a un 204, sepin el ankibid-

ticn ¥ la bacteria; en earmbio gue cudn-
da ge hace en medio liguido oseila en-
tre el 114%. y el 3974, probablemente
debidu a la mejur difusién, en el medio
liquide, tanto de la fisoxima como del
anlibidtien,

TABLA IV

AUMENTG PORCENTUAL DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
DI ¥ARLAS SURSTANCIAS ' LA PRESENCIA DE LISOZIMA

Ensuyus en Inedios sélide y liguide

albus

M.progencs vor:

anvens E. coli

Substancla M. Iysedetkticus

Solide Tdquide Sélido
L inina 1 — -
atreptonticing — — —
Kanamicina 14, 4% -— 18,7%
Orxitetraciclinn 10A%. — 169%
Tetraciclitg 17,5 — 15 8%
HulEadiazing 18,68%, - 0

DISCUSION

P resultados desuritos revelan gue
b ligosimae es capar de potencializar
el vleets antimicrobiano de solo ciertos
anliindlicos ¥ sblo sobre eclertas bae-
[INNET

v otudios de RBunti* y otros de-
withes{ e ique las bacterias Gram po-
willyan finnen una proporeidn mucho
v aldn e Iog Gram negativos de
vk el weotib—murdmico—1— 4

Mo weelil glieosaming, gue seria el
silin seleetvi il aceidn de Ja lisozima
y poe cineilpnlente [ag hacterias Gram
posilha i i stseeptibles 4 la se-
eid J0va e ol enzima, Como indi-
et s vemndbindoe ahe Dacisell ¥ Cald-

Biblioteca Nacional del Ecuador "Eugenio Espejo"

Liguidn Silble Liguide Sélhle Liguide

¢ — it 20c 4%
3755 — 201% -— °
] — L] o L
216% - A2 o 0
2085 - L% ] I
— — . 11—

well* wl efecko ltico de la lisozima
permite, inclusive, difercnciar warias
csperies de Sireptococcus. Es posibie
yue esle efecto Iilico de la pared colu-
lar pormita, selectivamente con clerins
antibidticos una mis facll difusidn ba-
cin el interior de 1a bacteria ¥y aumente
asi o] poder antibacteriane del antibia-
tico © el guimioterdpivo. Por otra
parte la polenciacidn o no del efecto
antibacteriang por la lisozima debe de-
pender 1ambitn del meeanismo espe-
aifive de accidn del antihidtico o gui-
micterdpico.

Brumfilt y Glynn!® han encontrado
que la desivuecicn del M. lysodeikiivns,
intracelylarmenie en los maerdfagos,
se deheria a la lisis por la lisnzima
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contonlda en dichos leueoeitos, tanto

e lox mufantes  Ksecima-resistentes
sehreviven o fu ascidn e dns maced-
{mjing, :

Li administracion de Ta lisveima &
artimiales o pocientes humanos, pedria
Jies, paor varios meeanismoes, potenciar
rl cleetn de cicrbos antibidticens ¥ gui-
mirleriipicos, &slo purece desprenderse
también de los trabajos de Tinbelane ¥
Mazsnes . Por otra parls, Losito p
Haottinit®, en engayos atilizandn el md.
tode del diseo, pern agregandn Ta lise-
rima al medio del ewltive v no al disco
vory el antibidtico, ue han ewentrado
potenciarion de la aclividad de lay le-
lraciclings, ni la estrepiomicing ni las
sulfamidas; en cambio Ermolieva y oo
laburadoves'™, han demostrado que g
Lsozinnn vuelve sensibies a dosiz silo
3 viees ma

ores glhe pars lay repas

. a lis vopas de ML pyegenes
istentes a lo penicilina

¥ la oxitetraciclina v gque ademds, ol
wicrascnpino  eloctyénien ge desrubre
que dichas barlerias por accidn d= la
lisozima se hinchan, se deformar v
cainbian la densidad elecirdnica

La discordancia vheervada del efecto
asotivde entre kanamiving v lisozima,
en lug dos procedissiontos de cnsayrs,
eacapa Az ammenin, 2 uhe explicacibn
plousible,

RESUMEN

En cnsuyos in-vitee se iovesliph s)
la Usowiea awmnenta la actiwidad anti-
bacierieno de wvorios quimiolerdpicos
v antibidticos. ¥u una serie de expe-
viencixs sg utihed el sistoma de “dis-

cas” ¥ ea otra, el de eullivo de lag hae-
teriag en medios Hguides apropiados
a los que sz agregaron las drogas. Ko
ol prirer caso'el efeelo aniibacteriano
se ovulud oo 1drmines de didmetrn del
argn e ahibicidi y en ol ssgodo, one
oo coneanitasion mioima efcetiva pa-
ra inhibir completsmente o] dagareolln
baeterianc,

Se envontrd que ta lsozima polen-
cializa el elecln de las sulfamidas tanlo
subre bueteriog Gran positivas ¢omo
sobre Gram negalivas, de la eoiimicina
sobre gévmencs Gram ucgalives v del
grupo de derivados latraciciinicns asi
como G la vatreplonicma, sobre pér-
menes Gram positivos ¥ negativis,
Lo peniciling, of claralenicol v otros
agetiles andibaclerianos no [eron po-
teacializados, en su electo, por la liso-

FRUEN
SUAARY

In-vitre  investigations have hean
made Ln study wether lysvzyme in-
creases the antibacterial activity of se-
veral themotherapeulie agents and an-
tikiolics. In the {ivst scries of experi-
maenls the “dis? methad” was wsed and
in the sccund series of experimenis
Hguid culture media were wied where
the haecteria were allowed to grow in
the pressnce of the different concen-
trations ol a chemetherapeutie agent
ot an aptibiolic, In the first case anti-
buctlerial elfect was ovaluated by moa-
suring the disweter of the halo of -
hibition and in the second caze the
minimal efective concentralinn of the
active agent necessary to inhibit com-
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edely e growth was establishod,

I was found that lysozyme enhanced
e eflect of sulfonamidas both in the
fram-positive and Grame-negatlive bae-
erit. I alse enhasced the effect of
lizlin (Colymyein) on the Gram-ne-
tive perins ay well as that of the
troup of tetracyelines and slreptomy-
we iy the Gran-pesitive germs, Pa-
vicillin,  chloramphenicol and  ovilier
nitidreuelerial apents were ol petencia-
vl Dy farinaym,

NI RENCIAS BIRTOGRATICAS
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sning. Milane, g0 130, 1ua0,
n of hactevisl
mple chonie
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ispzitna, Idem, po 1563
it progressi sullatlivi-

whe hiuli
Lo EENT, e 1
Li e ¢ Cormyacologfen doel leowina
Al el we naium Inlernazianale

el Nsers nan rli w, I Svzio-
ey L
R Y A i smoimatdali per

ritu nelle infesiont

el ivrslanme 1lel
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