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RESUMEN

La lisozima es una enzima natural que forma parte de se-
creciones tales como las ldgrimas, la saliva o la leche. Su
funcién como agente antibacteriano es debida a que es ca-
paz de catalizar la hidr6lisis de las uniones de los disacdri-
dos repetitivos del peptidoglicano de la pared celular de las
bacterias, lo que conduce a la muerte celular. Este trabajo
trata de hacer una revisién bibliogrifica de los dltimos es-
tudios realizados sobre el uso de la lisozima como aditivo
en dietas de lechones en fase de transicién, comparando su
efecto con el uso de antibidticos usados tradicionalmente
en esta fase de produccién para la mejora de la salud y el
rendimiento de los lechones. Tras afios de estudios es clara
la correlacién entre la administracién de antibidticos y la
mejora de la produccién. De manera similar la lisozima,
como aditivo en la dieta, mejora el crecimiento y el rendi-
miento nutricional pero, al contrario que los antibiéticos,
no altera la microbiota intestinal dejdandola mds expuesta a
las patologias sino que la enriquece de probidticos, ni tam-
poco favorece la aparicién de resistencias. Es por ello que
la lisozima es una alternativa viable al uso de antibiéticos
en la produccién porcina.

INTRODUCCION

En los tdltimos afios se han realizado numerosos experi-
mentos con diversas sustancias buscando una posible al-
ternativa a los antimicrobianos, sustancias con una eficacia
similar pero sin los problemas que hoy en dia plantean el
uso de antibidticos, que no generen resistencias ni resi-
duos. Entre estas alternativas se encuentra la lisozima, una
enzima descubierta por Alexander Fleming en 1922 (Fle-
ming, 1922) cuya accién antibacteriana es realmente eficaz
frente a Gram+ (en menor medida frente a las negativas) y
ya se usa desde hace afios en la industria alimentaria.
Este trabajo pretende mostrar la utilidad de la lisozima
como prebidtico a través del andlisis de diferentes trabajos
publicados en los ultimos afios. Su uso como aditivo en
dietas de lechones en transicién podria ayudarnos a dis-
minuir el uso de antimicrobianos, siendo una herramienta
mids a tener en cuenta en esta busqueda de alternativas, so-
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bre todo en la prevencién de enfermedades protagonistas
de la etapa de transicién de los lechones.

RESULTADOS Y DISCUSION

La lisozima o muramidasa es una enzima de 14,4 kilo-
dalton capaz de dafar las células bacterianas catalizan-
do la hidrélisis de las uniones B-1,4 entre los residuos
de N-acetilmurdmico y N-acetil-D-glucosamina en un
peptidoglicano. Esta enzima estd presente en secreciones
como la saliva, las ldgrimas y el moco, en los granulos cito-
plasmiticos de neutréfilos polimorfonucleares, en la clara
del huevo, en el bazo y los pulmones, leucocitos, asi como
en plasma, leche y cartilagos.

Fue descubierta por Alexander Fleming en 1922 (Fle-
ming, 1922), quien mds tarde, en 1945, en su discurso de
aceptacion del Premio Nobel de Medicina por el descu-
brimiento de la penicilina afirmé que esta no era el pri-
mer antibidtico que descubrié, sino que el primero habia
sido la lisozima. La describié como un poderoso fermento
antibacteriano con un efecto litico extraordinario en al-
gunas bacterias y que una suspensién espesa de bacterias
podia eliminarse por completo en unos segundos por una
fraccién de gota de ldgrimas humanas o clara de huevo
(Imagen 1). También destacé que las bacterias que fueron

Imagen 1. Cultivo de M. lysodeikticus en placa al que se le
ha afiadido lisozima en el centro, se observa el efecto litico
de la lisozima del que Fleming hablaba en su primer articu-
lo. (Fleming, 1922).



mids fuertemente inhibidas o lisadas por la lisozima no

infectaban al hombre.

En los primeros experimentos (Fleming, 1922; Fleming
& Allison, 1922) se demostré que el moco nasal conte-
nia gran cantidad de lisozima y, mds tarde, se observé que
tanto las ldgrimas como el esputo tenia una accién litica
muy potente. Asimismo, se descubrieron otros tejidos que
contenian lisozimas y que habia diferencias en la veloci-
dad del proceso litico entre los tejidos. La epidermis, la
membrana de revestimiento del tracto respiratorio y espe-
cialmente los tejidos conectivos (ya sean fibrosos, grasos o
cartilaginosos) contienen grandes cantidades de lisozima.
En la sangre estd presente en los leucocitos, en el plasma
y en el suero.

Como ya dijo Fleming, la mayoria de las bacterias sensi-
bles a la lisozima no son patogénicas aunque, en algunos
casos, la lisozima es la razén principal por la que estos
organismos no lleguen a ser patogénicos. La lisozima
ejerce una actividad particularmente intensa sobre los
principales componentes de la pared celular de la mayoria
de las bacterias Gram+, lo que las torna vulnerables a la
lisis. Cataliza la hidrdlisis de las uniones entre los azicares
(uniones 3-1,4 entre los residuos de N-acetilmurdmico
y N-acetil-D-glucosamina) en el “esqueleto” de disacdri-
dos repetitivos del peptidoglicano; esto conduce a la des-
truccién casi completa de la pared celular de las bacterias
Gram+. El contenido celular que permanece rodeado por
la membrana plasmitica puede continuar indemne en au-
sencia de lisis (protoplasto) (Kirby, 2001).

En general, la exposicién de las bacterias Gram- a la li-
sozima se asocia con un grado de destruccién de la pared
celular menor que el observado después de la exposicién
de bacterias Gram+; en las células Gram- persiste una
porcién de la membrana externa (Ellison & Giehl, 1991).

La lisozima de la clara de huevo ha demostrado tener
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actividad antibacteriana contra organismos que hacen
peligrar la seguridad alimentaria (Hughey & Johnson,
1987), incluyendo Listeria monocytogenes y ciertas cepas
de Clostridium botulinum.

La lisozima es muy atractiva como conservante alimen-
tario, porque es especifica para la pared bacteriana e in-
ofensiva para los humanos, aunque nunca se ha usado
como antimicrobiano en produccién animal como se ha
planteado en los experimentos realizados en los ultimos
afios. Desde un punto de vista prictico, la lisozima puede
administrarse en forma de granulado en dietas liquidas y
sélidas, aunque no se cree que pueda resistir los procesos
de fabricacién del pienso, por lo que de administrarse
deberia hacerse mezclandola con el pienso ya fabricado.
Como ya se ha citado, la lisozima es secretada en la
leche materna. Sin embargo, en el caso de la cerda su
concentracién en la leche de esta especie es muy baja
(<0.065 pgramos/mL) por lo que no se cree que jue-
gue un papel importante como factor de prevencién
de infecciones en el caso de los lechones lactantes
(Oliver && Wells, 2015).

EFECTOS SOBRE EL RENDIMIEN:TO
NUTRICIONALY LA MORFOLOGIA INTESTINAL
La morfologia del intestino ha sido tipicamente usada
como una estimacién de la salud intestinal de los cerdos.
En el periodo de posdestete el lechén pasa de una dieta
liquida muy digestible a sélida, en este momento el tracto
gastrointestinal del animal es inmaduro y su microbiota
no estd adaptada, y es por ello que en este periodo son mds
propensos a sufrir una disbiosis, produciéndose diarreas,
anorexia, infecciones entéricas... Este cuadro se agrava
progresivamente al tener lugar una atrofia del intestino
delgado, de las vellosidades y criptas intestinales y una
disminucién de la absorcién intestinal.

Muchos de los estudios realizados en relacién a la admi-
nistracién de lisozima han demostrado el efecto benefi-
cioso que produce en la morfologia intestinal: muestran
unas microvellosidades intestinales mds largas que el gru-
po control y también una disminucién de la profundidad
de las criptas, tanto en el ileon como en el yeyuno. Estos
resultados son similares a los obtenidos en los animales
que fueron alimentaos con dietas con antibidticos. (May
et al., 2012; Nyachoti et al., 2012).

La mejora de la morfologia del intestino delgado es una
estrategia de los tratamientos antibidticos para mejorar
la capacidad de absorcién y, por tanto, mejorar la tasa de
crecimiento aunque, en ocasiones, estos tratamientos pue-
dan llevar a empeorar la disbiosis y agravar la situacion.
Sin embargo, la lisozima administrada en estos tiene el
mismo efecto mejorante de la morfologia, lo que podria
ser de gran utilidad como alternativa a otros tratamientos
preventivos. >
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> Por el contrario, en algunos de estos estudios no se
observaron cambios en la morfologia del ileo (Oliver &
Wells, 2013) aunque si hubo una gran mejoria en el yeyu-
no: la altura de sus microvellosidades era un 28% mejor
que el control (35% en la dieta de antibidticos) y la pro-
fundidad de las criptas disminuy6 en un 23% respecto a la
dieta control (27% en la de antibiéticos), (Grdfico 1).

Asi como en el anterior estudio sélo se observaron cam-
bios en la morfologia del yeyuno, en otro estudio (May
et al., 2012) en el que se administré dieta liquida suple-
mentada con antibiético, lisozima o control, si que se de-
tectaron cambios tanto en ileon como en yeyuno, funda-
mentalmente un aumento de la altura de las microvellosi-
dades y de la profundidad de las criptas tanto en el ileon
como en el yeyuno en ambos grupos suplementados con
lisozima y antibidticos, comparados con el grupo control
(Grdfico 2). Esto puede deberse principalmente a la forma
fisica de la dieta, ya que la forma liquida es mds digestible
y el mayor desgaste de la morfologia intestinal se produce
cuando se pasa de una dieta liquida a una sélida.

En cuanto a la mejora del crecimiento debido a la adicién
de lisozima en la dieta es un hecho que ya quedé demos-
trado (Oliver & Wells, 2013), que obtuvieron resultados
similares a los de la dieta suplementada con antibiéticos:
se mejoré el indice de conversion en un 7.3% en dietas
con lisozima, la eficiencia alimentaria mejoré un 8.3%
para ambos grupos, antibidtico y lisozima, respecto al
grupo control y tras los 28 dias que dur6 el experimento
el ritmo de crecimiento fue mayor en el grupo lisozima y
en el de antibidticos.

EFECTOS SOBRE LA RESPUESTA INMUNE i
ANTE UNA INFECCION Y EN LA PREVENCION
DE PATOLOGIAS

La mayoria de las bacterias sensibles a las lisozimas no
son patogénicas (Fleming, 1922; Salton, 195 7), aunque en
algunos casos, la lisozima es la razén principal por la que
estos organismos no lleguen a ser patogénicos. Esta enzi-
ma ejerce una actividad particularmente intensa sobre los
principales componentes de la pared celular de las bacte-
rias Gram+, lo que las torna vulnerables a la lisis (Fleming,
1922; Kirby, 2001). Cataliza la hidrélisis de las uniones
entre los azicares (uniones B-1,4 entre los residuos de
N-acetilmurdmico y N-acetil-D-glucosamina) en el “es-
queleto” de disacdridos repetitivos del peptidoglicano, lo
que conduce a la destruccién casi completa de la pared
celular de las bacterias Gram+. Por el contrario, las bac-
terias Gram- son resistentes a la lisozima, aunque ésta ha
demostrado ser efectiva ante este tipo de bacterias cuando
actua junto a lactoferrina (Ellison & Giehl, 1991)

La lisozima ha demostrado en varios estudios ser eficaz:
se ha probado que es efectiva frente a varios patégenos,
entre los que se incluye E. coli (Ellison & Giehl, 1991).
Se realizé un estudio (Nyachoti et al., 2012) para probar
que la lisozima suplementada en el agua de bebida de los
lechones era un método de prevencién efectivo contra la
proliferacién intestinal de ETEC en lechones cuando es-
tos consumian una dieta libre de antibiéticos y antes de
ser infectados intencionalmente con esta bacteria. Se que-
ria probar que su efecto de prevencién era parecido al de
los lechones en cuya dieta se habia incluido antibiéticos.

A B C
L emire] . Coeairnd Contiel
oo " T . gy i Pty & E:‘M
g
- - Y Ta
E
P S I
2
g - P - :
g
2 0 =
L] 1] a —
Sejunum Ileum
1-‘ } e
i n ;
E_«ﬂ LI S -
8
E E
GRAFICO 1

Efecto de los antibidticos o la lisozima en dietas de lechones sobre la altura de las microvellosi-
dades y la profundidad de las criptas en el yeyuno (A) y el ileo (B). También se muestra el radio

microvellosidad-criptas (C); (Oliver & Wells, 2013).
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TABLA 1

Efecto de la suplementacidn con antibidticos y lisozima sobre la actividad microbiana gastrointestinal en lechones in-
fectados con E. coli K88+ 1, (Nyachotiet al; 2012).

Treatmem?®
Entegard supplement?

Ttem CONT AB EG1 EG2 SEM P-value
Total ecoliform count,* loge ¢m/g

Tleal mucosal serapings 5.60* 425" 438" 4™ 0.32 0,03

Colon digesta 5.52 4.58 519 548 0.55 0.59
E. coli K88" count,® log,, ¢fu/g

Nenl mucosal serapings 475" 268" 247" 353 0.40 <0.01

Colon digesta 4.4 3.00° 2.90% 3.30" 0.36 0.03
Digesta pH

Tleum 6.75 6.52 7.07 G6.83 017 0.14

Colon 6.58 6.26 6.55 6.27 0.14 0.22
Colon digesta organie acids, mmol/L

Acetie 274 2.8 25.7 275 4.7 0.97

Propionic 135 173 4.4 17.7 1.6 0.18

BCVFA® 10.7 14.0 9.1 13.9 22 0.30

Lactie 0.19 0.20 0.10 0.45 017 0.50

Total® 517 603 49.3 504 6.7 0.56

*"\Within a row, values with different superseripts are different, P < 0.05.

'Piglets exposed to treatments throughout the entire experimental period, challenged with E. coli K88 on d 8, and Killed on d 14 for organ and
sample collection.

*CONT = control, no dietary or drinking water additive; AB = antibiotie, Augs-f' 250 (Alpharma Animal Health, Bridgewater, NJ) at 2.5
mg/kg of contrel feed and no drinking water additive; EG1 = contrel diet + 0.19% Entegard supplemem (Neova Technologies Inc., Abbotsford,
British Columbia, Canada) in drinldnlggm EG2 = control diet + 0.2% Entcgard supplememt (Neova Technologies Ine.) in drinking water. n
=0

*Supplement: 4,000 lysozyme units/mg.

“Plated on ecsin methylene blue agar.

*Plated on eosin methylene blue agar containing 0.5 pg of eiprofloxacin/mL (Opapeju et al, 2009).

*BCVFA = branched-chain VFA, sum of isobutyrate, isovalerate, butyrate, and valerate

"Sum of acetic, propionic, BCVFA, and lactic acids.
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> de minimizar la infeccién por ETEC, asi como sus
consecuencias sobre el rendimiento de los lechones y la

morfologia intestinal.

En un estudio reciente (Huang et al., 2018) se prob6 que
la lisozima protegia a lechones neonatos contra ETEC,
tanto a los que se infectaba intencionadamente como a los
que cohabitaban con ellos, aunque en este estudio se usa-
ron cerdas transgénicas que secretaban lisozima humana
en laleche, lo que tiene muchas limitaciones en la préctica.
Los resultados obtenidos fueron muy positivos: se redujo
la severidad y la duracién de la diarrea tanto en los lecho-
nes infectados inicialmente como en los que convivian con
ellos y se observé un enriquecimiento de probiéticos en el
intestino de los lechones asociado a este consumo de li-
sozima. Al igual que en el anterior estudio, también se ob-
servé una concentracién sérica menor de IL-6 y TNF-alfa
los dias posteriores a la infeccién, indicando una respuesta
inflamatoria menor frente a la infeccién en ambos grupos.
Ambos estudios anteriormente citados, prueban de mane-
ra convincente los efectos positivos del uso de la lisozima
como medida preventiva frente a una infeccién aguda por
ETEC, pero no aclaran su papel potencial frente a una
infeccién de caricter subclinico.

En otro experimento (Oliver et al., 2014) se colocaron a
los lechones en dos enfermerias separadas: una de ellas
habia sido limpiada y desinfectada mientras que la otra se
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habia dejado sin limpiar tras su vaciado. En cada enferme-
ria habia tres lotes de igual nimero de lechones con una
dieta control, con una dieta control y antibidticos y con
la misma dieta control y lisozima. Cuando los lechones
sufren una patologia subclinica la eficiencia nutricional
disminuye ya que se usan los nutrientes para defenderse
ante la agresién y se frena o enlentece el crecimiento. En
este experimento se observé que tanto los lechones que
consumieron lisozima como los del grupo de antibiético
mejoraron su indice de crecimiento, tanto en el ambiente
sucio como en el limpio, y también se disminuy¢ la severi-
dad de la respuesta inmune.

En un estudio posterior (Wells et al., 2015) disefiado de
manera similar al anterior, primero se determiné si los lo-
tes eran positivos o no a determinados patégenos que fre-
cuentemente proliferan en ambientes sucios (por ejemplo,
Campylobacter) y luego se observé la reaccién que tenfan
ante los tres diferentes tratamientos administrados. Se ob-
servé que tras 28 dias, en los lotes tratados con lisozima
habia un 50% menos animales positivos a Campylobacter
spp- respecto a los lotes tratados con antibidticos y control;
incluso en estos se observé que a lo largo del experimen-
to la prevalencia de Campylobacter aumentaba de manera
significativa. En el caso del lote tratado con antibiéticos
(clortetraciclina y tiamulina) se piensa que se obtuvieron
estos resultados debido a que Campylobacter podria haber
desarrollado una cierta resistencia a estas sustancias. Tam-
bién hay otro estudio (May et al., 2012) en el que se ad-
ministré lisozima granulada en una dieta liquida a lecho-
nes de 10 dias y se observé si se reducia la diseminacién
de Campylobacter. Tras dos semanas, en el lote control
el 27% de los animales diseminaba Campylobacter, una
cifra que se vio muy disminuida en el lote que consumia
lisozima (8%) y antibiético (5%).

Aunque estos estudios demuestran que Campylobacter
podria verse afectado en dietas suplementadas con lisozi-
ma de manera similar que en el caso de usar antibiéticos,
se debe destacar que Campylobacter es un Gram- por lo
que no cabe esperar que se vea afectado por la lisozima ya
que es resistente a su accién (Hughey & Johnson, 1987).
Lo mis probable es que los resultados observados se de-
ban a cambios en la morfologia intestinal y en la micro-
biota, lo que indirectamente influye en la colonizacién y
diseminacién de la bacteria. (May et al., 2012).

CONCLUSIONES

Actualmente el sector porcino, al igual que otros sectores
de la produccién animal, se encuentra bajo presién para
reducir o eliminar significativamente el uso de antibiéticos
debido a la preocupacién sobre el desarrollo de resisten-
cias, tanto por parte de los expertos como de la sociedad.
La busqueda de posibles alternativas es esencial y per-



mitirfa mantener la salud y el bienestar animal asi como
las ventajas econémicas que ofrece el uso de antibidticos,
pero sin los inconvenientes derivados del mismo. La li-
sozima es un antimicrobiano natural ya usado en otras
facetas de la industria alimentaria, reduce el potencial de
diseminacién de patégenos y mejora la tasa de crecimien-
to y la morfologia intestinal.

Su posible uso como aditivo en dietas de lechones po-
dria ser de gran utilidad, si bien no sustituiria del todo
a los antibidticos, ya que su efecto, aunque similar, no es
equiparable. Se espera que en un futuro se realicen mds
estudios para esclarecer su alcance como herramienta de
prevencién de patologias gastrointestinales de la etapa de
transicién de los lechones, que analicen sus efectos tanto
directos como indirectos y el efecto dosis-respuesta de su
administracién. ™
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