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

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

RESULTADOS: La lisozima mostró un efecto inhibidor del crecimiento a concentra-
ciones de 500 y 1000 µg/mL en la cepa de Nocardia brasiliensis CETC 3032 a las 48 
horas. N. brasiliensis (aislamiento clínico 1) y las cepas de N. farcinica y N. asteroides 
(aislamientos clínicos 3 y 4) mostraron inhibición 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. 

PALABRAS CLAVE: Lisozima; Nocardia; Nocardia brasiliensis; neutrófilos humanos. 

Abstract

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 
December 2022 in the Immunobiology laboratory of the Metropolitan Autonomous 
University, Xochimilco campus, Mexico City, in which six strains of Nocardia were 
grown (5 clinical isolates provided by the Manuel Gea González 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 
perform the count of microorganisms.

RESULTS: Lysozyme showed a growth inhibiting effect at concentrations of 500 and 
1000 µg/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 
24 hours.

CONCLUSIONS: The enzyme lysozyme showed an inhibitory effect on bacterial growth 
on all strains of Nocardia studied.

KEYWORDS: Lysozyme; Nocardia; Nocardia brasiliensis; Human neutrophils.
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ANTECEDENTES

El actinomicetoma es una infección granulo-
matosa crónica causada por diversas bacterias 
filamentosas, las más frecuentes son Nocardia 
brasiliensis y Nocardia asteroides.1,2 En México 
el 85% de los casos son causados por Nocardia 
brasiliensis.3 En el cultivo microbiológico de 
Nocardia brasiliensis se observa un crecimiento 
de colonias blanquecinas plegadas que muestran 
hidrólisis positiva en agar caseína. En términos 
histológicos, la tinción de hematoxilina eosina 
muestra granulomas supurativos (compuestos 
de neutrófilos) que rodean granos actinomi-
cóticos característicos en el tejido subcutáneo 
rodeado de histiocitos más allá de los cuales se 
ve un infiltrado inflamatorio mixto compuesto 
por linfocitos, células plasmáticas, eosinófilos, 
macrófagos y fibrosis, ocasionalmente células 
gigantes multinucleadas.4,5 En los gránulos pri-
marios de los polimorfonucleares neutrófilos 
(PMN), llamados azurófilos, podemos encontrar 
enzimas como la sintetasa del óxido nítrico, 
fosfatasa ácida, lisozima, proteinasa 3, tres 
defensinas y mieloperoxidasa; esta última es 
la más abundante, reacciona con el peróxido 
de hidrógeno y los cloruros, para producir 
ácido hipocloroso y cloraminas, dos potentes 
bactericidas. Cuatro proteasas de serina se han 
caracterizado: azurocidina, elastasa, catepsinas 
G y D que hidrolizan proteoglucanos y coláge-
na insoluble, lo que permite fijar y atrapar las 
bacterias a su alrededor, y proteinasa 3 o mielo-
blastina. Los gránulos específicos (o secundarios) 
contienen lisozima, colagenasa, gelatinasa, 
lactoferrina, activador del plasminógeno, hista-
minasa y fosfatasa alcalina.

La lisozima es una enzima “bacteriolítica” que 
se especializa en la hidrólisis de los enlaces 
glucosídicos β-1,4 que se forman entre el ácido 
N-acetilmurámico y la N-acetilglucosamina 
presentes en el peptidoglucano de la pared 
celular de las bacterias grampositivas y en 
menor proporción en bacterias gramnegativas, 

haciendo a esta enzima atractiva como una 
nueva alternativa para controlar microorganis-
mos patógenos.6

La lisozima se ha considerado parte importante 
de un mecanismo primitivo de defensa en una 
gran variedad de organismos que carecen de 
un sistema inmunológico bien desarrollado, 
mientras que en organismos superiores la liso-
zima aparece en secreciones y tejidos mucosos 
con la función de protección bacteriana.7 Como 
se mencionó, esta enzima se encuentra en los 
gránulos primarios y secundarios de los neutró-
filos, los cuales la secretan al encontrarse frente 
a los agentes etiológicos 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 MÉTODOS

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

Se llevó a cabo el crecimiento de seis cepas 
de Nocardia en caldo BHI (infusión cerebro 
corazón), después se ajustaron al tubo 1 del 
nefelómetro de McFarland (300 x 106 UFC/
mL) y se colocaron en presencia de la enzima 
lisozima (lysozyme, from human neutrophils 
Sigma L8402 núm. CAS 9001-63-2) a diferentes 
concentraciones y tiempos en buffer de acetatos 
para posteriormente realizar la cuenta de mi-
croorganismos en agar BHI.

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

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

Cepa 1: N. brasiliensis, referencia CETC 3032.

Cepa 2: N. brasiliensis, aislamiento clínico (1).

Cepa 3: N. brasiliensis, aislamiento clínico (2).

Cepa 4: N. asteroides, aislamiento clínico (3).

Cepa 5: N. asteroides, aislamiento clínico (4).

Cepa 6: N. farcinica, aislamiento clínico (5).

Cada cepa de Nocardia se sembró en 50 mL de 
caldo BHI y se creció durante 24 horas a 37ºC.

Preparación de solución buffer de acetatos

Se prepararon 16 mL de solución buffer, se pesa-
ron 0.01 g de hidróxido 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 (solución A).

La solución B se preparó pesando 0.005 g de al-
búmina sérica bovina y se disolvieron en 10 mL 
de agua. Finalmente, se mezclaron 14 mL de la 
solución A con 2 mL de la solución B y se ajustó 
el pH a 6.4 con ácido clorhídrico 0.1 N (solución 
buffer de acetatos).

Preparación de la concentración 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 

8°C durante 30 minutos; el pellet de microorga-
nismos se suspendió en buffer de acetatos hasta 
alcanzar la turbidez del tubo 1 del nefelómetro 
de McFarland (300 x 106 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 eliminó el sobrenadante, para 
posteriormente adicionar el buffer de acetatos 
con lisozima de acuerdo con la concentración 
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 realizó 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.

Determinación del efecto enzimático de la 
lisozima

Preparación de la solución 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 µg/
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 solución se hicieron las diluciones con 
buffer de acetatos 1:10 para la concentración 
de 100 µg/mL, 1:2 para una concentración de 
500 µg/mL, y sin diluir para la concentración 
de 1000 µg/mL y obtener la concentración 
requerida. 

Una vez transcurrido el tiempo en presencia de 
la enzima, se centrifugó la muestra, se eliminó 
el sobrenadante y se reconstituyó con 1 mL de 
solución salina estéril para realizar la técnica del 
conteo microbiano.
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Cuenta de microorganismos

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

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

RESULTADOS

El efecto que la lisozima mostró sobre la cepa de 
referencia de Nocardia brasiliensis CETC 3032 
fue que en la concentración de 500 µg/mL hubo 
una disminución de 150 x 106 UFC/mL en 24 
horas y con una segunda disminución entre 48 
y 72 horas, hasta alcanzar 80 x 106 UFC/mL, 
dando una disminución del crecimiento del mi-
croorganismo de 220 x 106 UFC/mL en 72 horas; 

Figura 1. Diluciones de las muestras para el conteo de microorganismos.

   50 µL 270 µL 270 µL 270 µL 270 µL 270 µL 270 µL

Tiempo 0

24 horas

48 horas

72 horas

[ ] inicial    10-1    10-2    10-3      10-4      10-5     10-6

   30 µL 30 µL 30 µL 30 µL 30 µL 30 µL 30 µL

Figura 2. División de la placa de agar BHI para la 
curva de crecimiento.

10-2

10-3

10-1

10-6
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en la concentración de 1000 µg/mL, se observó 
reducción a partir de las 24 a 48 horas con una 
disminución de 110 x 106 UFC/mL continuando 
con ésta hasta las 72 horas cuando se llegó a 130 
x 106 UFC/mL; en la concentración de 100 µg/
mL, no se observó ningún cambio. Figura 3

El efecto que mostró la lisozima en la cepa de un 
aislamiento clínico de Nocardia brasiliensis (1) 
fue que a las 24 horas de actividad enzimática en 
la concentración de 100 µg/mL mostró una dis-
minución de 220 x 106 UFC/mL, hasta llegar a un 
valor de 80 x 106 UFC/mL que se mantuvo hasta 
las 72 horas. En la concentración de 500 µg/mL, 
al igual que la concentración de 1000 µg/mL, 
se observó una caída importante desde 300 x 
106 hasta 10 x 106 UFC/mL que equivale a un 
logaritmo en 24 horas y se mantuvo así en las 
dos concentraciones, hasta las 72 horas. Figura 4

La lisozima en la cepa de aislamiento clínico de 
Nocardia brasiliensis (2) no mostró ningún efecto 
inhibitorio de crecimiento a ninguna concentra-
ción en el tiempo estudiado. Figura 5

El efecto en el crecimiento de los dos aisla-
mientos clínicos de Nocardia asteroides (3 y 
4) se observó a las 24 horas con un descenso 
importante de aproximadamente un logaritmo y 

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

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

DISCUSIÓN

Desde que la lisozima fue descubierta por Alexan-
der Fleming en 19227 se han realizado muchos 

Figura 3. Efecto de la lisozima en Nocardia brasiliensis 
CETC 3032.
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Figura 4. Efecto de la lisozima en Nocardia brasiliensis 
aislamiento clínico (1).
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Figura 5. Efecto de la lisozima en Nocardia brasiliensis 
aislamiento clínico (2).
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trabajos para describir las distintas actividades 
biológicas; además de ser uno de los principa-
les componentes de los gránulos primarios y 
secundarios de los neutrófilos, es el principal 
producto de secreción de los macrófagos.7,8,9 Esta 
enzima actúa destruyendo las paredes celulares 
de bacterias grampositivas por ruptura del enlace 
β-(1-4) entre el ácido N-acetilmurámico (NAM) y 
N-acetilglucosamina del peptidoglicano (NAG), 
debilitando así la pared celular.10 Es importan-
te hacer notar que la enzima lisozima en las 
diferentes cepas de Nocardia probadas mostró 
un efecto inhibidor del crecimiento bacteriano 
en las diferentes concentraciones de enzima 
probadas y, sabiendo que está presente en las 
células encargadas de la inflamación, es un aliado 
importante en la inhibición 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 patógenas, 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 inmunológico. Como enzima funciona 
atacando a los peptidoglicanos, lo que explica su 
localización en la pared celular de las bacterias, 
especialmente en las grampositivas.6,11 

Aunque el efecto de la lisozima está dirigido 
principalmente hacia la pared celular bacte-
riana, en estudios recientes se ha demostrado 
su actividad antifúngica 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 
acción su capacidad para hidrolizar los enlaces 
glicosídicos β-(1-4) entre las moléculas de N-
acetilglucosamina que forman la quitina.12 

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

Figura 6. Efecto de la lisozima en Nocardia asteroides 
aislamiento clínico (3).
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Figura 7. Efecto de la lisozima en Nocardia asteroides 
aislamiento clínico (4).
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Figura 8. Efecto de la lisozima en Nocardia farcinica 
aislamiento clínico (5).
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dimórficos como Paracoccidioides brasiliensis13 
y contra C. albicans,14,15 así como la lisozima 
humana que es activa contra A. fumigatus.16,17,18 

Otra actividad relacionada con la lisozima 
resulta del papel que juega como agente in-
munomodulador en la dinámica de la relación 
hospedero-parásito, esto es importante que 
sea considerado un mecanismo que permite 
mantener bajo control la respuesta inmunitaria 
innata.19,20,21

Sin embargo, de acuerdo con los resultados ob-
tenidos en esta investigación, la lisozima muestra 
un efecto inhibidor del crecimiento a concentra-
ciones de 100, 500 y 1000 µg/mL. Los estudios 
de las cepas CETC 3032 de Nocardia brasiliensis 
y N. brasiliensis (aislamiento clínico) muestran 
inhibición del crecimiento bacteriano a las 24 
horas de actividad enzimática; sin embargo, la 
cepa CETC 3032 de Nocardia brasiliensis no 
muestra efecto en la concentración de 100 µg/
mL. Las gráficas de las cepas de N. farcinica y 
N. asteroides (aislamientos clínicos) indican que 
también hubo inhibición del crecimiento en las 
tres concentraciones probadas a las 24 horas.

En general, en este estudio se observó 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 edición de Dermatología. Atlas, diag-
nóstico y tratamiento conserva los aspectos de la 
especialidad fundamentales para el estudiante 
de medicina y el médico general, pero ha sido 
actualizada para facilitar la consulta diaria del 
dermatólogo y del médico internista. Se han 
incluido datos relevantes sobre las dermatosis 
relacionadas con la COVID-19 y la viruela 
símica.

Cuenta con 175 capítulos y 2 apéndices; se 
analizan más de 250 enfermedades y se pre-
sentan más de 1600 ilustraciones sobre las 
diferentes dermatosis. Las imágenes clínicas 
y microscópicas cuentan con gran calidad y 
muestran los aspectos más representativos de 
las diferentes dermatosis, así como de su con-

texto histopatológico y dermatoscópico. Este libro ha devenido en material de consulta 
insustituible para el dermatólogo, el patólogo, el micólogo y cualquier especialista en 
las enfermedades de la piel y las mucosas.

Esperamos que siga con el mismo éxito de las ediciones anteriores.


