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Efecto de crecimiento in vitro de
Nocardia spp frente a la lisozima

In vitro growth effect of Nocardia spp
against lysozyme.
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Resumen

OBJETIVOS: Estudiar el efecto in vitro de la lisozima en seis cepas de Nocardia y
determinar si existe efecto inhibidor del crecimiento.

MATERIALES Y METODOS: Estudio prospectivo efectuado de marzo a diciembre de
2022 en el laboratorio de Inmunobiologia de la Universidad Auténoma Metropolitana,
plantel Xochimilco, en el que se crecieron seis cepas de Nocardia (5 aislamientos
clinicos proporcionados por el Hospital General Manuel Gea Gonzalez y la cepa
de referencia CETC 3032) en caldo BHI; se ajustaron al tubo 1 del nefelémetro de
McFarland y se colocaron en presencia de la enzima lisozima de neutréfilos humanos
a diferentes concentraciones y tiempos en buffer de acetatos para posteriormente
realizar la cuenta de microorganismos.

RESULTADOS: La lisozima mostré un efecto inhibidor del crecimiento a concentra-
ciones de 500 y 1000 pg/mL en la cepa de Nocardia brasiliensis CETC 3032 a las 48
horas. N. brasiliensis (aislamiento clinico 1) y las cepas de N. farcinica y N. asteroides
(aislamientos clinicos 3 y 4) mostraron inhibicién del crecimiento bacteriano en las
tres concentraciones de enzima probadas a las 24 horas.

CONCLUSIONES: La enzima lisozima tuvo un efecto inhibidor del crecimiento bac-
teriano en todas las cepas de Nocardia estudiadas.
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Abstract
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OBJECTIVES: To study the in vitro effect of lysozyme on six strains of Nocardia and to
determine whether there is a growth inhibiting effect.

MATERIALS AND METHODS: A prospective study was carried out from March to ZU Sﬂg;g?gzh&ﬁsg’ guﬁsg iill\é::i:;‘l
December 2022 in the Immunobiology laboratory of the Metropolitan Autonomous Manuel Gea Gonzgé|e'z Sscretaria de

University, Xochimilco campus, Mexico City, in which six strains of Nocardia were Salud, Ciudad de México.
grown (5 clinical isolates provided by the Manuel Gea Gonzalez General Hospital
and the reference strain CETC 3032) in BHI broth; they were adjusted to tube 1 of the
McFarland nephelometer, and were placed in the presence of the enzyme lysozyme
of human neutrophils at different concentrations and times in acetate buffer to later Aceptado: julio 2023
perform the count of microorganisms.
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RESULTS: Lysozyme showed a growth inhibiting effect at concentrations of 500 and
1000 pg/mL in the Nocardia brasiliensis CETC 3032 strain at 48 hours. N. brasiliensis
(clinical isolate 1) and N. farcinica and N. asteroides strains (clinical isolates 3 and

4) showed inhibition of bacterial growth at all three enzyme concentrations tested at . .
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ANTECEDENTES

El actinomicetoma es una infeccion granulo-
matosa cronica causada por diversas bacterias
filamentosas, las mds frecuentes son Nocardia
brasiliensis y Nocardia asteroides.'* En México
el 85% de los casos son causados por Nocardia
brasiliensis.> En el cultivo microbiolégico de
Nocardia brasiliensis se observa un crecimiento
de colonias blanquecinas plegadas que muestran
hidrdlisis positiva en agar caseina. En términos
histolégicos, la tincion de hematoxilina eosina
muestra granulomas supurativos (compuestos
de neutréfilos) que rodean granos actinomi-
coticos caracteristicos en el tejido subcutaneo
rodeado de histiocitos més alla de los cuales se
ve un infiltrado inflamatorio mixto compuesto
por linfocitos, células plasmaticas, eosindfilos,
macrofagos y fibrosis, ocasionalmente células
gigantes multinucleadas.*® En los granulos pri-
marios de los polimorfonucleares neutréfilos
(PMN), llamados azuréfilos, podemos encontrar
enzimas como la sintetasa del 6xido nitrico,
fosfatasa acida, lisozima, proteinasa 3, tres
defensinas y mieloperoxidasa; esta Gltima es
la mas abundante, reacciona con el peréxido
de hidrégeno y los cloruros, para producir
acido hipocloroso y cloraminas, dos potentes
bactericidas. Cuatro proteasas de serina se han
caracterizado: azurocidina, elastasa, catepsinas
G y D que hidrolizan proteoglucanos y colage-
na insoluble, lo que permite fijar y atrapar las
bacterias a su alrededor, y proteinasa 3 o mielo-
blastina. Los granulos especificos (o secundarios)
contienen lisozima, colagenasa, gelatinasa,
lactoferrina, activador del plasminégeno, hista-
minasa y fosfatasa alcalina.

La lisozima es una enzima “bacteriolitica” que
se especializa en la hidrélisis de los enlaces
glucosidicos B-1,4 que se forman entre el acido
N-acetilmuramico y la N-acetilglucosamina
presentes en el peptidoglucano de la pared
celular de las bacterias grampositivas y en
menor proporcién en bacterias gramnegativas,
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haciendo a esta enzima atractiva como una
nueva alternativa para controlar microorganis-
mos patégenos.®

La lisozima se ha considerado parte importante
de un mecanismo primitivo de defensa en una
gran variedad de organismos que carecen de
un sistema inmunolégico bien desarrollado,
mientras que en organismos superiores la liso-
zima aparece en secreciones y tejidos mucosos
con la funcién de proteccién bacteriana.” Como
se menciond, esta enzima se encuentra en los
granulos primarios y secundarios de los neutré-
filos, los cuales la secretan al encontrarse frente
a los agentes etiologicos que producen actino-
micetoma y nocardiosis. Debido a que tiene
la capacidad de degradar la pared bacteriana
de algunos microorganismos grampositivos, es
posible que inhiba el crecimiento de bacterias
del género Nocardia.

El objetivo de este trabajo es estudiar el efecto
in vitro de la lisozima sobre seis cepas de No-
cardia y determinar si existe un efecto inhibidor
significativo en el crecimiento de estos microor-
ganismos expuestos a diferentes concentraciones
de enzima en un lapso determinado.

MATERIALES Y METODOS

Estudio prospectivo efectuado de marzo a
diciembre de 2022, en el laboratorio de In-
munobiologia de la Universidad Auténoma
Metropolitana, plantel Xochimilco.

Se llev6 a cabo el crecimiento de seis cepas
de Nocardia en caldo BHI (infusion cerebro
corazoén), después se ajustaron al tubo 1 del
nefelémetro de McFarland (300 x 10® UFC/
mL) y se colocaron en presencia de la enzima
lisozima (lysozyme, from human neutrophils
Sigma L8402 nim. CAS 9001-63-2) a diferentes
concentraciones y tiempos en buffer de acetatos
para posteriormente realizar la cuenta de mi-
croorganismos en agar BHI.
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Microorganismos

Las cepas utilizadas en este estudio fueron pro-
porcionadas por el laboratorio de Micologia del
Hospital General Manuel Gea Gonzélez y se
identificaron de la siguiente manera:

Cepa 1: N. brasiliensis, referencia CETC 3032.
Cepa 2: N. brasiliensis, aislamiento clinico (1).
Cepa 3: N. brasiliensis, aislamiento clinico (2).
Cepa 4: N. asteroides, aislamiento clinico (3).
Cepa 5: N. asteroides, aislamiento clinico (4).
Cepa 6: N. farcinica, aislamiento clinico (5).

Cada cepa de Nocardia se sembré en 50 mL de
caldo BHI y se crecié durante 24 horas a 37°C.

Preparacion de solucion buffer de acetatos

Se prepararon 16 mL de solucién buffer, se pesa-
ron 0.01 g de hidréxido de sodio y se disolvieron
con 5 mL de agua; por otra parte, se pesaron
0.01 g de acetato de sodio heptahidratado que se
disolvieron en 10 mL de agua, ambas soluciones
se mezclaron (solucion A).

La solucién B se preparé pesando 0.005 g de al-
bimina sérica bovina y se disolvieron en 10 mL
de agua. Finalmente, se mezclaron 14 mL de la
solucién A con 2 mL de la solucion By se ajusto
el pH a 6.4 con acido clorhidrico 0.1 N (solucién
buffer de acetatos).

Preparacion de la concentracion de
microorganismos

Para cada una de las cepas de Nocardia se
centrifugaron 5 mL del crecimiento microbiano
en caldo BHI a 7000 rpm y una temperatura de
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8°C durante 30 minutos; el pellet de microorga-
nismos se suspendi6 en buffer de acetatos hasta
alcanzar la turbidez del tubo 1 del nefelémetro
de McFarland (300 x 10° UFC/mL) y se realiza-
ron 12 alicuotas de 1 mL en tubos Eppendorf,
se centrifugaron a 11,000 rpm, durante un
minuto, y se eliminé el sobrenadante, para
posteriormente adicionar el buffer de acetatos
con lisozima de acuerdo con la concentracién
y tiempo a probar.

Prueba de crecimiento microbiano en buffer de
acetatos

Para verificar si el buffer de acetatos inhibe el
crecimiento del microorganismo, se realiz6 una
prueba sin la enzima, tomando muestras a dife-
rentes tiempos para conteo de microorganismos:
en t0 se toma la muestra al inicio del tratamiento,
t1 a las 24 horas, t2 a las 48 horas y t3 a las 72
horas de crecimiento.

Determinacion del efecto enzimatico de la
lisozima

Preparacién de la solucion Stock. Para determi-
nar el efecto de la lisozima en cada una de las
6 cepas de Nocardia se utilizaron las siguientes
concentraciones de enzima: 100, 500 y 1000 pg/
mL. Para lograr estas concentraciones se tomaron
10 mg de lisozima y se llevaron a volumen de
10 mL de buffer de acetatos a pH de 6.4; a partir
de esta solucion se hicieron las diluciones con
buffer de acetatos 1:10 para la concentracién
de 100 pg/mL, 1:2 para una concentracion de
500 pg/mL, y sin diluir para la concentracién
de 1000 pg/mL y obtener la concentracién
requerida.

Una vez transcurrido el tiempo en presencia de
la enzima, se centrifugd la muestra, se eliminé
el sobrenadante y se reconstituyé con 1 mL de
solucion salina estéril para realizar la técnica del
conteo microbiano.
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Cuenta de microorganismos

Se realizaron 6 diluciones de cada muestra en
solucion salina. Figura 1

Se tomaron 10 pL de cada dilucién y se colo-
caron en una placa con agar BHI (Figura 2) y se
incubaron durante 24, 48 y 72 horas a 37°C para
posteriormente realizar la cuenta de unidades
formadoras de colonias (UFC/mL).

RESULTADOS

El efecto que la lisozima mostrd sobre la cepa de
referencia de Nocardia brasiliensis CETC 3032
fue que en la concentracion de 500 pg/mL hubo
una disminucién de 150 x 10® UFC/mL en 24
horas y con una segunda disminucién entre 48
y 72 horas, hasta alcanzar 80 x 10° UFC/mL,
dando una disminucién del crecimiento del mi-
croorganismo de 220 x 10° UFC/mL en 72 horas;
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10" 107

Figura 2. Division de la placa de agar BHI para la
curva de crecimiento.
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Figura 1. Diluciones de las muestras para el conteo de microorganismos.
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en la concentracion de 1000 pg/mL, se observo
reduccioén a partir de las 24 a 48 horas con una
disminucién de 110 x 10° UFC/mL continuando
con ésta hasta las 72 horas cuando se llegé a 130
x 10° UFC/mL; en la concentracién de 100 pg/
mL, no se observé ninglin cambio. Figura 3

El efecto que mostrd la lisozima en la cepa de un
aislamiento clinico de Nocardia brasiliensis (1)
fue que a las 24 horas de actividad enzimdtica en
la concentracion de 100 pg/mL mostré una dis-
minucién de 220 x 10° UFC/mL, hasta llegar a un
valor de 80 x 10° UFC/mL que se mantuvo hasta
las 72 horas. En la concentracion de 500 pg/mL,
al igual que la concentracién de 1000 pg/mL,
se observo una caida importante desde 300 x
10° hasta 10 x 10° UFC/mL que equivale a un
logaritmo en 24 horas y se mantuvo asi en las
dos concentraciones, hasta las 72 horas. Figura 4

La lisozima en la cepa de aislamiento clinico de
Nocardia brasiliensis (2) no mostré ningln efecto
inhibitorio de crecimiento a ninguna concentra-
cién en el tiempo estudiado. Figura 5

El efecto en el crecimiento de los dos aisla-
mientos clinicos de Nocardia asteroides (3 y
4) se observé a las 24 horas con un descenso
importante de aproximadamente un logaritmo y
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Figura 3. Efecto de la lisozima en Nocardlia brasiliensis
CETC 3032.
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Figura 4. Efecto de la lisozima en Nocardlia brasiliensis
aislamiento clinico (1).
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Figura 5. Efecto de |a lisozima en Nocardia brasiliensis
aislamiento clinico (2).

se mantuvo hasta las 72 horas mostrando mayor
sensibilidad a la enzima que Nocardia brasilien-
sis. Figuras 6y 7

Nocardia farcinica también mostré un descenso
en el crecimiento considerable de aproximada-
mente un logaritmo a las 24 horas en presencia
de la lisozima y se mantuvo asi hasta las 72
horas. Figura 8

DISCUSION

Desde que la lisozima fue descubierta por Alexan-
der Fleming en 19227 se han realizado muchos
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Figura 6. Efecto de la lisozima en Nocardia asteroides
aislamiento clinico (3).
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Figura 7. Efecto de la lisozima en Nocardia asteroides
aislamiento clinico (4).
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Figura 8. Efecto de la lisozima en Nocardia farcinica
aislamiento clinico (5).
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trabajos para describir las distintas actividades
biolégicas; ademas de ser uno de los principa-
les componentes de los granulos primarios y
secundarios de los neutréfilos, es el principal
producto de secrecién de los macréfagos.” Esta
enzima actla destruyendo las paredes celulares
de bacterias grampositivas por ruptura del enlace
B-(1-4) entre el acido N-acetilmuramico (NAM) y
N-acetilglucosamina del peptidoglicano (NAG),
debilitando asi la pared celular.” Es importan-
te hacer notar que la enzima lisozima en las
diferentes cepas de Nocardia probadas mostré
un efecto inhibidor del crecimiento bacteriano
en las diferentes concentraciones de enzima
probadas vy, sabiendo que esta presente en las
células encargadas de la inflamacién, es un aliado
importante en la inhibicién del crecimiento una
vez que este microorganismo ha sido fagocitado
por estas células.

Aunque se ha reportado que la mayor parte
de las bacterias afectadas por lisozimas no
son patogenas, la lisozima puede actuar como
una opsonina innata uniéndose a la superficie
bacteriana, facilitando la fagocitosis de las bac-
terias antes de la llegada de las opsoninas del
sistema inmunolégico. Como enzima funciona
atacando a los peptidoglicanos, lo que explica su
localizacion en la pared celular de las bacterias,
especialmente en las grampositivas.>

Aunque el efecto de la lisozima esta dirigido
principalmente hacia la pared celular bacte-
riana, en estudios recientes se ha demostrado
su actividad antifdingica por su capacidad para
hidrolizar la pared celular de hongos y levaduras
como Aspergillus parasiticus cuando se combina
con otros compuestos como el quitosano y ca-
rragenina. Se ha sugerido como mecanismo de
accion su capacidad para hidrolizar los enlaces
glicosidicos B-(1-4) entre las moléculas de N-
acetilglucosamina que forman la quitina.™

Existen reportes relacionados con la sensibilidad
de la lisozima de la clara de huevo contra hongos

https://doi.org/10.24245/drm/bmu.v68i1.9470
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dimorficos como Paracoccidioides brasiliensis'
y contra C. albicans,'" asi como la lisozima
humana que es activa contra A. fumigatus.''”'8

Otra actividad relacionada con la lisozima
resulta del papel que juega como agente in-
munomodulador en la dindmica de la relacién
hospedero-parasito, esto es importante que
sea considerado un mecanismo que permite
mantener bajo control la respuesta inmunitaria
innata.'2%2!

Sin embargo, de acuerdo con los resultados ob-
tenidos en esta investigacion, la lisozima muestra
un efecto inhibidor del crecimiento a concentra-
ciones de 100, 500 y 1000 pg/mL. Los estudios
de las cepas CETC 3032 de Nocardia brasiliensis
y N. brasiliensis (aislamiento clinico) muestran
inhibicion del crecimiento bacteriano a las 24
horas de actividad enzimatica; sin embargo, la
cepa CETC 3032 de Nocardia brasiliensis no
muestra efecto en la concentracion de 100 pg/
mL. Las graficas de las cepas de N. farcinica y
N. asteroides (aislamientos clinicos) indican que
también hubo inhibicion del crecimiento en las
tres concentraciones probadas a las 24 horas.

En general, en este estudio se observo que existe
un efecto inhibidor del crecimiento bacteriano en
las cepas de Nocardia en presencia de lisozima.

CONCLUSIONES

La enzima lisozima tuvo un efecto inhibidor del
crecimiento bacteriano sobre todas las cepas de
Nocardia estudiadas.
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La octava edicién de Dermatologia. Atlas, diag-
ndstico y tratamiento conserva los aspectos de la
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de medicina y el médico general, pero ha sido
actualizada para facilitar la consulta diaria del
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\

f-

https://doi.org/10.24245/drm/bmu.v68i1.9470



