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Historia

De la lisozima a la penicilina:
un camino tan complejo como interesante

J. Prieto Prieto y M.L. Gbmez-Lus

Departamento de Microbiologia, Facultad de Medicina, Universidad Complutense de Madrid

Corrfa el afio 1921 cuando Fleming se encontré con la
lisozima. La casualidad resulta muy atractiva para el lector
si se relaciona con cualquier hecho trascendental, sobre to-
do si es positivo. Todos tendemos a sofiar que nos puede
ocurrir algo parecido. Sin embargo, “casualidad” se puede
sustituir por serendipia cuando se refiere a hacer descubri-
mientos inesperados y afortunados por accidente, y esta cla-
ro que s6lo algunos tienen esa capacidad o facultad. Pues
bien, nosotros también somos unos escépticos de la seren-
dipia cuando se pretende explicar por esta via descubri-
mientos como el de la lisozima o la penicilina de Fleming.

Cuando se conoce la preparacion de Fleming, su cons-
tancia, su capacidad de observacién y especialmente su en-
torno profesional, se puede comprender por qué llegé a des-
cubrir la lisozima y posteriormente la penicilina. Fleming
vive el apasionante final del siglo x1X. Conoce muy bien
los avances cientificos en el campo de la microbiologia,
con los descubrimientos de los franceses y alemanes, y tra-
baja en la estela de influencia que habia dejado Lister. El
tenia precisa informacién sobre hongos productores de sus-
tancias inhibidoras de bacterias; Villemin, Duchesue y el
mismo Pasteur se habian referido con frecuencia al fendme-
no, asi como Lister, aunque éste se centrd en los antisépticos.
Estos temas, junto con el de la “bala magica” de Ehrlich,
debian ocupar la mente de Fleming de forma casi obsesiva.
Sin restarle méritos, sin embargo, fue también muy impor-

tante trabajar en el equipo mas prestigioso en bacteriologia
del primer tercio del siglo xX: el equipo de Wright, un en-
tusiasta de las vacunas con una personalidad arrolladora.
Es decir, Fleming estuvo en la época adecuada, en el equi-
po y lugar oportunos, y con la suficiente preparacioén. Flem-
ing era un experto en el uso del salvarsan (de Ehrlich) y en
todas las facetas de las vacunas (preparacion, clasificacion,
administracion, valoracién), la mayoria de las cuales eran
fruto de la investigacién del equipo.

Con la I Guerra Mundial y los dramas de la sepsis, el
tétanos y la gangrena, toma interés por la asepsia y la inmu-
noterapia. En 1915 Twort descubre el aclaramiento de cul-
tivos por lo que posteriormente se identificarian como bac-
teriéfagos y da lugar a que se inicie, con D’Herelle, la po-
sibilidad de usar este fenémeno en el tratamiento de las
infecciones. Aunque apenas se cita, es de suponer el im-
pacto que también tuvo en Fleming la “gripe espafiola” de
1918 y sus estudios sobre cuadros “gripales” en los que no
aislaba H. influenzae, considerado entonces su causa. En
1921 obtiene la plaza de subdirector del Departamento de
Inoculaciones, que le confiere una buena estabilidad econé-
mica y la confirmacién de su prestigio profesional. Hasta
aqui hemos descrito el “caldo” ambiental adecuado para que
Fleming descubriera la lisozima. ;Pero cémo la descubri6?

Segun sus notas de laboratorio, en las que era muy me-
ticuloso, en noviembre de 1921 observa la destruccion bac-



292 ). Prieto Prieto y M.L. Gomez-Lus

Fenol

Yodo

Acriflavina

Lagrimas
Moco nasal

Inhibicion de M. lysodeikticus en distinta intensidad por diferentes anti-
sépticos (arriba) y dos muestras de fluidos con lisozima (abajo).

teriana por una sustancia natural del organismo. Quizés su-
friera un fuerte catarro y quiso investigar la causa, encon-
trando que su moco no s6lo no contenia bacterias sino que
ademds mataba a las que entraban en contacto con €l. Lo
que se conoce de las observaciones iniciales se debe fun-
damentalmente a las descripciones noveladas, algo romén-
ticas y en clave de humor, de su colaborador el Dr. Allison:
“Me ensefi6 la gelosa (placa de Petri) cubierta de grandes
colonias amarillas, pero lo sorprendente era una ancha zo-
na sin organismos; otra mas alld con colonias transparentes
y vidriosas; y atn otra, intermedia entre ésta y aquélla, cu-
yo pigmento estaba completamente desarrollado”. Estd
claro que el camino de la penicilina se estaba preparando.
Allison continda: “Su segundo experimento consistié en
repetir el efecto del moco en tubo (suspensién de bacte-
rias). Su sorpresa, y la mia, fue ver que en unos minutos el
liquido turbio se volvié claro. Inmediatamente ensayé el
efecto de las lagrimas. Una sola gota de lagrima disolvia
los organismos en unos segundos; era sorprendente y emo-
cionante. Después, mis ldgrimas y las suyas fueron los
principales materiales de nuestras observaciones durante
cinco semanas. jCuantos limones tuvimos que comprar pa-
ra poder llorar tanto! Cortdbamos un trocito de piel de
limén, lo exprimiamos en nuestros ojos mirando al espejo
del microscopio y después, con una pipeta cuya punta
habia sido redondeada a la llama, recogiamos las lagrimas
para colocarlas en seguida en el tubo de ensayo. Con fre-
cuencia obtuvo asi hasta medio centimetro ctibico de 14gri-
mas para nuestros experimentos”. El propio Fleming, poco
dado a la vehemencia, declara: “Nunca habf{a visto nada pa-
recido, poseia una potencia extraordinaria, muy superior a
la del antisuero”.
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Para su estudio, Fleming establecié una estrategia de
obtencion que pasaba por una especie de impuesto para los
visitantes de su laboratorio: todos debian dejar sus lagri-
mas. A los voluntarios se les “ayudaba” con tres peniques
y cdscara de limdn. La extension del estudio en vegetales,
huevos y fluidos animales de lo mas diverso, para lo que se
solicité colaboracién ciudadana, provocé numerosas anéc-
dotas, pero crecio su prestigio.

Los primeros estudios le llevaron a interrogantes. Si el
fluido nasal lisaba las bacterias nasales, ;por qué coexis-
tian ambas? Si todos los fluidos tenian el efecto bacterici-
da, ;por qué habia infecciones? ;Por qué la concentracion
del “antiséptico” era tan variable pero especialmente alta
en la clara de huevo? ;De qué naturaleza seria la misteriosa
sustancia?

Como Fleming reconocié mads tarde, el moco probado
inicialmente era de su propio resfriado, y ante los resulta-
dos obtenidos habia varias explicaciones posibles. Podia
deberse a algo consustancial a la secrecidn, una especie de
antiséptico natural por su potencia y rapidez, pero no era
muy probable porque seria incompatible con los microor-
ganismos de la piel y las mucosas. Otra posibilidad era que
se tratara del fenémeno descrito hacia unos afios por Twort.
Lo descarté cuando comprobé que la lisis estaba causada
por distintos fluidos mucosos de numerosos organismos de
las més variadas especies, y que la actividad litica del mo-
co, lagrimas, etc. difundia por el agar cuando se incorpora-
ba en su espesor, y la naturaleza del fenémeno de Twort no
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Episodios mas importantes relacionados con Fleming y la lisozima.
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1921: Fleming observa la capacidad bacteriolitica del moco
Ponencia en el Club local de Investigacion Médica

1922: Con Allison, articulo a la Royal Society

Es rechazado su ingreso en la Royal Society por la poca calidad de sus trabajos

Muere su hermano Tom

1924: Presencia de lisozima en leucocitos, escasa toxicidad, muy inferior a la de los antisépticos. Publicado en los Proceedings de la Royal

Society

Publicacién en The Lancet de la actividad antibacteriana de la clara de huevo

Nace su hijo Robert

1926: Publica en el British Journal of Experimental Pathology su experiencia de diferentes condiciones de administracién en el poder bac-

tericida de la sangre

Fichaje de F. Ridley, que fracasaria en su intento de purificacion de la lisozima
Propuesto para la Cétedra de Bacteriologia de la Universidad de Londres

1927: Publica en el British Journal of Experimental Pathology sus observaciones y reflexiones sobre las resistencias a la lisozima

1928: Muere su madre
Nombrado Catedritico con caracter efectivo

1930: Descubre la penicilina

El Premio Nobel Jules Bordet, en el Congreso Internacional de Microbiologia, hace un encendido elogio de la lisozima de Fleming

1937: Purificacion de la lisozima, y Robison, del grupo de Florey, demuestra su cardcter enzimatico

1963: Estructura tridimensional por rayos X

lo permitia; ademads, el fendmeno de Twort era “transmisi-
ble” y una gota de un tubo aclarado producia Ia lisis en un
tubo turbio, mientras que el producto de Fleming no actua-
ba asi. Luego quedaria ratificada la conclusion, cuando se
conocieron las propiedades de los fagos.

Como vemos, excluidas estas opciones, por encontrar-
se en tantas células y tejidos y por la necesidad natural de
protegerse frente a la de otra manera imparable invasion
bacteriana, estimé que se trataria de una sustancia de natu-
raleza enzimatica. De todas formas, muy prudentemente,
en las primeras descripciones se cita como un antiséptico
natural que participa de las caracteristicas generales de las
enzimas, pero que no interviene s6lo sobre un limitado nu-
mero de dianas, como las enzimas, sino que tiende mds bien
a destruir muchos microorganismos, por lo que parece un
quimioterdpico natural de efectos bacteriostaticos in vivo.
Era mas eficaz a pH ligeramente 4cido, propio de focos in-
fecciosos, y se liberaba al medio exterior, donde deben ser
frenados los patégenos.

Seguramente fue trascendental romper con las ideas de
Metchikoff, de gran autoridad en la época, defensor de que
la naturaleza eliminaba los microbios patégenos mecanica-
mente, por descamacion y arrastre de fluidos. Fleming de-
mostrd con la lisozima que “los tejidos poseen, en muy alto
grado, el poder de destruir microbios”. Y en esa linea habia
que trabajar.

Un primer paso, que tenfa su importancia, era “bauti-
zarla”, y en una sesién en torno a la mesa de la biblioteca
se paso revista a toda la terminologia utilizada. El1 Coccus
A.F. (de A. Fleming) se denominé Mycrococcus Iyticus, y
por sugerencia, mejor imposicion, del “Patrén” (A. Wright),
M. lysodeikticus (del griego “el que se deja lisar”). En unos
meses la sustancia destructora de bacterias se habia deno-
minado “agente bacteriol6gico”, “sustancia litica” y “micro-
enzima”. Como en el caso anterior, Wright, al que entusias-
maba la invencién de palabras, impuso el término “lisozi-
ma” por las raices griegas de liso (que rompia) y zima
(dentro de lo vivo). Los debates sobre nomenclatura serian
una constante en el posterior descubrimiento de la penici-
lina. Todavia contindan en la nomenclatura actual debido al
conflicto de la fonética, interés comercial, nombre quimico,
uso de los cientificos, registro y patentes, etc.

A partir de aqui, ;cédmo se las arreglé Fleming para avan-
zar en el conocimiento de la lisozima? En primer lugar hi-
7o un verdadero barrido, revisando su presencia y concen-
tracién en cientos de muestras pertenecientes a numerosas
especies, y asi pudo demostrar que en la clara de huevo
habia lisozima en una concentracién superior a 200 veces
la de las lagrimas.

Los estudios microbiolégicos los resume Maurois co-
mo sigue: “Ensay6 la accién de las lagrimas humanas so-
bre tres grupos de gérmenes. El primero se componia de
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ciento cuatro especies inofensivas, encontradas en el aire
del laboratorio; el segundo comprendia ocho gérmenes pat6-
genos para determinados animales, pero no para el hom-
bre; el tercero estaba formado por gérmenes patégenos pa-
ra el hombre. Los resultados fueron los que habia previsto.
La lisozima actuaba enérgicamente sobre el setenta y cin-
co por ciento del primer grupo, y sobre siete especies (de
ocho) del segundo. Su accién era débil sobre el tercer gru-
po. pero no nula. Por consiguiente, si se conseguia aumen-
tar la proporcion de lisozima del organismo, quizd se lo-
graria detener el desarrollo de ciertos microbios peligrosos.
Allf existia materia para una investigacion”.

Mis adelante observaria que los mds resistentes eran
también mas resistentes a los fagocitos y se hizo una pre-
gunta en una publicacién de 1927, que resulta una premoni-
cién: jserd que los microorganismos resistentes son los que
se han seleccionado tras estar en contacto con la lisozima?

Los estudios comparativos los hacifa por difusién en
agar. En una placa con agar sembraba la cepa problema,
con un sacabocados preparaba un pequefio pocillo en el
que depositaba el antiséptico a probar, y tras la incubacién
en estufa lefa la placa. En cada placa, y para cada cepa, en-
sayaba a la vez bicloruro de mercurio, fenol, solucién yo-
dada, acriflavina y una o varias muestras con lisozima (mo-
co, lagrimas, etc.). El halo de inhibicién de estos tdltimos
solia ser el mayor. Este método le permiti6 obtener una in-
gente cantidad de datos.

Para ensayar la actividad biolégica de tantas muestras
adapt6é un método de trabajo que habia utilizado Wright en
su grupo para valorar la actividad de los antisépticos en
sangre. Era el slide cell de Storer puesto a punto por Flem-
ing y Allison, con el que comprobd que cuanto mayor era
la concentracién de antiséptico mas rapido se destruian los
leucocitos y al final mayor era el crecimiento bacteriano.
No ocurria asf con la lisozima y concluy6 que ésta, al ser
menos toxica, se podria utilizar en infecciones sistémicas.

El equipo estaba preparado para abordar la siguiente
etapa: la experimentacién animal. La inyeccidn intraveno-
sa al conejo de una solucién de clara de huevo aument? el
poder bactericida del suero, pero el éxito fue fugaz pues no
se podia pasar a la siguiente etapa: el uso en humanos. Era
necesario purificar la lisozima para prescindir del huevo,
que produciria reacciones intensas en los voluntarios. Pero
mientras se intentaba purificarla, sin éxito, Fleming impul-
sa la ingestién oral de clara en algtin voluntario para ver los
cambios en la flora, y su uso en algtin enfermo terminal.

Los intentos de purificar la lisozima, primero con la co-
laboracién de Allison y luego con el “fichaje” de Ridley,
resultaron un fracaso que Fleming acepté resignadamente,
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pero sin olvidarlo: “Algun dia oiremos hablar otra vez de
la lisozima”, solia repetir.

Quizés lo més importante es que Fleming disponia de
un método de trabajo que, en sus etapas, es considerado
universal y que dio sus frutos cuando lleg6 la penicilina, lo
que el lector observard como una “aventura” casi repetida,
incluyendo el fracaso de la purificacién.

Fleming no se caracterizaba por presentar bien sus pro-
ductos. Su cortesia, su falta de agresividad y su timidez, al
menos aparente, le llevaban a trabajar més en el laboratorio
que en las relaciones publicas, y a destacar mas los proble-
mas y errores que las ventajas y los éxitos. No es de ex-
trafiar que fuera “de derrota en derrota hasta la victoria fi-
nal”. Con su flema britdnica era un optimista y no se de-
rrumbd por el fracaso de la presentacion de sus trabajos en
la Royal Academy. jLos académicos no le preguntaron na-
da! Parece que no le afecté mucho que no lo admitieran en
el seno de tan prestigiosa institucién, ni la imposibilidad de
purificar la lisozima, ni poderla aplicar a los enfermos; an-
tes al contrario, da la impresién de seguir un camino pre-
viamente marcado con independencia de las circunstancias
que le rodeaban.

La lisozima ha sido muy importante. Ademas de marcar
el camino de la penicilina, como se ha revisado, es de gran
interés como mecanismo defensivo inespecifico y por sus
aplicaciones en oftalmologia y alimentacidn, entre otras,
asi como en el laboratorio, pues rompe la mucina que recu-
bre muchos patégenos, explica la sinergia con algunos anti-
bidticos, etc.

En la actualidad, la lisozima est4 identificada como una
muranidasa, hidrolasa del mucopéptido N-acetilmuramico,
definiéndose la unidad como la cantidad que produce un
descenso de la absorbancia a 450 nm de 0,001 por minuto
a pH 6,24 y 25 °C usando una suspension de M. lysodeik-
ticus. En los catdlogos comerciales se ofertan hasta nueve
tipos de lisozima, de diversa procedencia humana (diferen-
tes fluidos) y animal (huevos de gallina, pava...), y se si-
guen publicando muchos articulos sobre la lisozima, ratifi-
cando lo que predijo Fleming: “Oiremos hablar otra vez de
la lisozima”.
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