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INTRODUCCION

El conecnuento de los viclos metabaolicos de las bacterias ofrece
a! boguimco un problema interesante: on clecto. Ia exploracion de
los ciclos metabolicos convenaonales en vegetales y animales ha
revelido que La immensa mavoeria los utbiza comunmente como medios
muy importantes para su aprovechamicnto energético; sin cmbargo.
las desviaciones colaterales a los esgquemas universales o la inclusion
de nueves metabolitos son muvy numeresos y ésta variacion tiene ten-
depora aoune mavor ancidencia en el campo microbioldgico donde las
poubles vanadiones alcanzan un nomero muv eclevado,  En algunos .
casos, s han planteade nuevos ciclos como el dicarboxilico de Wood
y Woerkmann o ¢l correspondiente al acetibnetilearbinol.

La presenaa de enzimias de adaptacion o la posibilidad de in-
duccion enzimativa hacen que un metabolita extrafio en los caminos
clasicos, tenga grandey posibilidades de ser utilizado: cosa que podria
antojarse imposible en un vertebrado superior. por tanto. la ausencia
de individuacion observada en pracovamente todas las células de los
tejidos de vertebrados v de muchos invertebrados. sufre un cambio
brusco en el terreno micrabinlogico: en éstos microorganismos st bien
es conservado ¢l patron metabolico general se realizan una serie de
reacciones en bave o metabolitos naturales de los ciclos convencio-
nales que en ocasones desvian los productos a compuestes muy dife

rentes o los experados.

En el caso de Sulmonclla Typhi. los estudios enzimaticos no
son tan amplios como en otras enterobacteridceas que han sido ex-
ploradas in exteaso. var, fxcherichia coli. Pseudomonas fluorescens
y Pseudomonas acruginosa. entre otras; en el caso del bacilo tifico,
la informacion asequible o nuestra revision bibliografica previa se
reduce a:

1.—Qq: de 95 (expresado como mg. de peso seco bacteriano)
en medios con glucosa (110 uMy) (1).

2.—Actividad deshidrogenante hacia la mayoria de los colo-
rantes de oxidoreduccion (2) en cultivos de caldo simple
v en medios con giucosa cuando se mide su capacidad des-
hidrogenasica con indicadores de tetrazolio (3).
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3. —Utilizacién aerobia del acido !-glutamico y l-tirosina, cuya
magnitud es funcion del contenido en antigeno Vi (4).
4.— Actividad arilsulfatasica hacia el 2-hidroxi. S-nitrofenil sul-

fato (5). con mayor intensidad en las cepas con mas anti-
geno Vi y

5.—~Presencia de fosfatasas (6).

Con estas bases es facil ver que no es posible incluir a S. typhi,

como participante de cualquier esquema degradativo en carbohidratos
o protcinas.

Por otra parte la accion de los antibioticos y la de la cloromi-
cetina en particular, sobre S. typhi. sc antoja confusa cuando se in-
tenta proponer un mecanismo de accion racional ya que las interfe-
rencias sefaladas (utilizacion de aminoacidos, grasas y esteres. asi

como moadificaciones en ¢l patrén enzimatico de adaptacion y utiliza-
cién energética (7-9). no ticnen un estudio metahdlico correspondien-
te en Salmonelas por lo gque nos encontramos ante la situaciéon para-
déjica de que en el caso del gérmen en donde es mas atil dicho
antibiotico. no se han hecho estudios tendientes a relacionar metabo-

lismo v bloqueos enzimdticos de origen quimioterapico.

Con estos antecedentes nos parecié interesante el estudio de los
ciclos metabdlicos fundamentales de Salmonclla typhi. asi como ia ac-
cién de la cloromicetina en las fases mis representativas de Fa region
a explorar; por la facilidad de mancjo v como revision preliminar,
escogimos algunos metabolitos bésicos del ciclo de Krebs para estudiar

su Q.

Piruvato. citrato. alta-cetoglutarato y succinato: son 4 acidos
participantes en ¢l ciclo del acido tri-carboxilico: el piruvato ingresia
previa descarboxilacién oxidativa a acetilcoenzima Ay transaminar
con alamina en el sistema glutamico-pirivico o hidroxipiruvico (a seri-
na); entronca con ¢! metabolismo de grasas en ¢l fragmento de 2 car-
bonos; el citrato resulta de la accion de la enzima condensante y es
el ler. acidotricarboxilico: ¢! alfa-cetoglutarato es el producto de una
descarboxilacion simple del oxaluccinato v puede transaminar a glu-
tamico con practicamente todos los aminoicidos conocidos, el succinato
es ¢l primer acido dicarboxilico. y la fenilalanina puede relacionarse

con el ciclo via fumarato después de la ruptura de su anillo bencénico
y transformacion previa al acetoacetato.
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MATERIAL Y METODOS
Los Q; se estudioron en 11 cepas aisladas de nifios con tifoi-
tedos poseian antigeno Vi v s¢ cncontraron en fase VW,
s cepas <o mantavicron en calda simple {0.3 gs. de extracto de
carne "Difco™ 1 g de peptena “Difco”. 0.5 gs. de cloruro de sodio
e d o hade che 100 cel) ajustado a pH 7.4 con NaOH). por
o omencs durante 5 s consecutivos con pase diario; en la ultima
weliton en cajas Petri con Agar al 297 (2 gs. de agar-

doa actv,

e e I e de Culde simple) v ose incubaron 20 horas a 37°C.
Poovesecha e hito per raspado v suspensién en amortiguador Sé-
roer A PS o pH TS Lo diluaion se hizo de manera que 1.0 ml.
de by cuepencon Gnal Nleida 103 con ol amortiguador diese una

(D.O. » Vi)
DO de 05 B ORI S V 1
D.O.x

Vatatal-Ve = ool para anadir o) volumen inicial.
30 == Volumen inicial.
Vi = Volumen mewial
D.Ox = Denaodad optica buscada.
V1o o= Volumen total.

en celdidlas 02104 de especirofotametro Coleman Jr.; dicha D.O. co-
rresponde d wn peco stco Jde 10D mygoml. La determinacion se hizo
por spuintepheado: en pecafiltros tarados se puso 1.0 ml. de suspen-
sinn bactormana en agua a una D.OC de 0.5; se mantuvicron a 100°C
hosta peso constarte v por diferencia con los peses anteriores se ob-

tuvo la cantded Jde bacterias secas.

Porafiltees v Pesafiltros con bacterias Diferencia.
To.40655 gs. 16475 gs. 0.0095 gs.
16.709  ys. 16.7195 gs. 0.0105 gs.
17.8065 gs. 17.8770 gs. 0.0105 gs.
lo.115  gs. 16.124  gs. 0.0090 gs.
16.524  gs. 16.525 gs. 0.0110 gs.

Total = 0.0505 gs.
0.0505 gs. / 5 = 0.101 gs. = 10.1 mgs./ml. de bacterias.
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Los substratos utilizados fueron ajustados a un phl de 7.8 y las
concentraciones utilizadas fueron:

Citrato v sodio "Fisher”
CH.—COONa
HO—C———COONa 21H.0(02): DAL = 294,11

CH,—COONa 65.31¢¢ de citrato
2.000 mgs/l. de la sal
1.306 mgs/l. de anién citrato.
Sol. 6.8 mM.
0.5 ml = 3.4 ulbl,

Piruvato de sodio “Merk”
CH,

|
CO P.AL = 100.06

COONa 809 de piruvato.

2.000 mgs. ‘1. de piruvato de sodio.
1,600 mgs. '1. de anion piruvato.
Sol. 18,17 mM.

0.5 ml. 9.08 uM,

Acido Glutamico " Fastman Kodak™ L-(4-)

COOH

l
CH,

I

CH, P.M. = 147.13.
)

i .
CH-NH, 2,000 mg 1. de anién glutamato.

I
COOH Sol. 13.6 mM.

0.5ml. = 6.8 uM.
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, Acido Succinico “Merk™

COOH

|

CH,

I

CH, P.M. = 118.08.

I

coon 2.000 mg 1.
Sol. 17 mM.
0.5 mh = 8.5 yM.

de anion succinato,

Fenilalanin., “Planstichl”

CH;—CH—COO1
! |
7% NH,
i l PN = 165.19,

LA 2000 mg L amon fenilalanina,

Sol. 12,11 mM.

—ceto glutarate " Nutitional Biochemicals Corporation”

* COOH
l
co
CO, P.M. = 146.1.
|

|
COOH Sol. 13.79 mM.

CH, 2,000 mg- 1. de anion cetoglutarato.
0.5 ml = 6.84 uM.
6.8 uM para citrato (3.4 um/frasco).
18.17 uM para pirnvato (9.08 um ‘frasco).
13.6  uM para glutamato (6.8 oM /frasco).
170 uM para succinato (8.5 uM /frasco).
12,11 ulN para fenilalanina (6.05 uM //frasco).
y 137 uM para alfa-cetoglutarato (6.85 ulM/frasco).
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La cloromicetina se usd en forma de fa ool pura, variedad leva-
gira y sc maneid a base de una solucon en amortiguador Séreusen
M/15 a un pH 7.8 que resoltéd con 1omg mb El antibiatico y lasg
bacterias se incubaron 2 horas 377 C. anter de iniciar T medicion del

Q..

La técnica para medic Q. fué Ia deserita en los manuales stan-
dard de Bacteriologia (10). se empled un aparato de Warburg circular,
Modelo 'W.-Mohle. con termostato que garantiza varaciones no ma-
vores de 0.017°C. a 38°C y con 120 escilaciones ‘minuto de un arco
de 68°.  El contenido de los fracos fue de U oml de suspension bac-
teriana en ¢l frasco general, 0.5 mt de los substrates en ol brazo la-
tecal y 0.17 ml de NaOll al 2077 on Lo copa contral la atmasfera del
frasco Fué aire.  La cloromiceting v agrego en razon de 100 ug ‘ml.

.,

de suspension v Ia densidad bacteriana en el sistema control s¢ man-
tuvo adicionando vna cantid *d equivalente (en volumen) de amor-
tiguador.

Un frasco con 1 mb de svgpension bacteranag v 0.5 ml de
amortiquador en el braze facral wrvio como contral de respiracion

endagena.  Todas las determinaciones se hicieron por triplicado.

El tiempo de ohservacion det conrume de cageno se prolongd
60 minutos v ¢l periodo de cquilibrio termico de 10 minutos, se siguié
de 5 minutos do mezcla a los componentes deb sistema con atmos{era

libre.

Las constantes de los fraso s se determinaron segan el mono-
grama de Dixon (11): ef Houidn caplendo fue ol de Brodie {23 gs.
de NaCL. 5 gs. de Coleato s3dicn “General Biochemicals Ine ™ en 500
cc. de agua destilada. ’

590
Densidad 1.033: Po = 10000 v = 7763 v Aznl de

Evans (200 mg/).)
LA presion atmosférica se mil arometre de mer-
curio que permite interpolaciones de menos de 0.005 cc. de mercurio.

Como termobarédmetro se utiliza un fr

. > asco con 1.67 mlb de amor-
tiguador Sérensen M 15, a un pH 7.8,
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La limpieza del material dada la naturaleza de las bacterias uti-

lizadas se hizo por el método del dicromato acido; previa esteriliza-
con creciente durante lapsos de 1 y 2 horas.

Los calculos del consumo de 0, se hicieron sobre la base de 22.4
ul para luM de 0, v los resultados de Q. se expresan como peso seco
en mg/ml: la reproducibilidad de este modo de expresiéon resultd ser

0.317%.

A continuacién tencmoes un ejemplo representativo de la Deter-
minacion de la Constante de un frasco.

273
Vg ——— X Via
T
K =
Po
13.6
Po = PA W ———
1.033
Vg X 273 - ViaT
T
K =
13.6
PA X
1.003
Vg X 273 + Vi {«) (311)1.033
K —— SR St b
311 X 13.6 X 591
Vg = Volumen del frasco hasta la marca. »
T = Temperatura absoluta - temperatura 4 que se hicieron
las lecturas 273 - 38 = 311

Vi == Volumen del liquido = Volumen de bacterias + volu-
men de substrato - volumen de la NaOH.

AR
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Ejemplo:

Vg = Volumen del frasco - volumen del manometro - vo
lumen del liquida.
Volumen del frasco = 16.17.

Volumen del manometro =: Q.16
Volumen del hiquido = 1.67.
Vg = 1647 - Q106 -4 1.67 == 14.906
Vi = 1.0 cc. 4 05 cc. - 0167 == 1.607 cc.
o 0.027.
PA = 591
Vg2 2734 Vi) (311) 1.033
311 5 136 3 59
14.96 3 273 4 1 07 (0.027) (311) 1.033
K = oo e —

3 130

PN
Wi
-
~

K = 1802910
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RESULTADQOS

a.~Los resgltados obtenidos como el material antes mencionado
se preseatan en forma de graficas en las marcadas del I al 1X. En
las groficas I evtian sepresentados los consumos de 0. para piru-
vato de cepas gue rosondieron en forma diferente a la accion de la
c}n.\vu.u hina v oue .);‘-ru\:m;u!.’lmcnhr mostraron ¢l mismo Qo;. el pro-
medio del convamo fue de 194wl hara, == 32,57 ¢ que dividido por
224 anforma ue con S o5 uN de 0) se utihzaron en la oxidacion de
9.08 adM de pirevato, Ja relacion de udY de 0. ul de piruvato es de
0954, st we tema en caenta by disperaon natural en esta clase de expe-
riencias se puede consaderar que 1.0 o< Lo cifra mas aproximada,
Lo cliromecenima o concentraaones de 100 v ml de suspensién
hacteriana produce aaterferenca en 1o ondacien de piruvato en pro-
1

poraones variables pese wemers bien apreciables, el promedio de la

mterferonoy doacrita o 2w su dessiacion standard de 2376 con
un cochiciente de Pearvan del 21 por lo que no consideramos repre-
swentativo dicho valer an emiueao nos ndica que existe una clara
accrdn del antbhmties sohre ol o dhalismo oxdativo del substrato es-
tudiado.

b Chrrarn T3 s T copan

uthzacan de Yy ol promedio Jdeocn consamo de 0 fud de 37 ul o 1.3

eotedindas solamente 4 mostraron

Al de 0, gque en relacian con e 34 oM de substrato empleados nos
dan un valor Jde 0485 o sen castoun ateme de oxigeno por mol de
cittate loe efecios el antibiotico fueron vow nulos. Graficas IV y
V.

o Ao croututarate Lo oxidacion e cste substrato se hizo
aparentemente en solo 6 cepas vl promedio de los consumos fué de
63wl (117 ud de O v o relacidn consumo substrato e 0.17.
Grafica VI

doe St imare Foo 8 cepas se observéd atilizacion v ¢! promedio
de s Qo fue de 425 ul (19 o de 0)) ¥ la relacion consumo/
substrato fue Jde 0 31 Laaccion de la cloromicetina fué variable.  Gra-
fica VIL

e Clitamaree Maonrpa wer ntihzade por 7 cepas con cifras de

P
consumo que dieron un promedio de 465 ul a 208 uM de 0, con

. - ~ : ' /
relacion consumo substrato = 0305 Grafica VL
Ninaquna de las cepas estudindas revelo consu-

. Fenilalanina
mos definidos de 0, Grafica 1X0
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DISCUSION

Los resultados menconades sefalan claramente que existe una

diferencia definida entre la uwthzaaon del priruvato v las correspon-
dientes a los otros

3 omctabohitos del aiclo de Krebs  (citrato, alfa-
cetoglutarato v

succmatod as coma los de los 2 ammeacidos utilizados

con miembros del mismo
ciclo {alfa-cetoghutirate en ol cane del dado glutamico vy fumarato en
el casa de la femlalamma

VoQque por \.i!\'\‘!.ﬂ\\ modaiisines entrondan

En el caso del piravato sr tiene una oxidacion que utiliza 8.5
uM dc 0: o

: GOS8 B de piruvate o sea Tomol de 0 'mol de suls-
trato (sobre Ja bace de e s hova atilizado completamente ¢ pi u-
vato adicionado: presupueste relativamente aceptable yva que ¢l pericdo
final de ohiervaaon nuestta tendenca o méseta) en cambio en to los

los demas suhstratos of mavime do A de 0 consumidos llegd apenas

a 208 en el caso de glutsmat v valores menores a 2.0 en todos los
demas v oen ol caso de o femlalaning ningun consumo,



-
i b=
m -t
& o
M © o R
&5 [ o 6 u
~ I3 o I
o [t . 3 2
— -] e £y 4]
- o = o ‘o 4
- o . - R
= e 3 S~ . cei . o
r R & [T » R L ©
. L=t el i) o
< A -t
(] o -
[] s <
= e -t -~
G 1 gl
[ t ©
. [ LTI
. et LA TN < TS
CR - o

.

2%a

4 ' 1 ’

.- (=]

= [= 2

b . . [y
a Q O nw - Ca
s J. (3] [ s

© ] o O

=t i st

B~ .m

]

-

w

B e




Vistes en vonpinto dos dates anteriores plantean dudas acerca

de o ubilizocws del vido de Kiebe como ruta metabolica constante

en ata class o

{

fe sabmonelas en clectos L omdaaon del piruvato indica
franstorseiaun anadgatn g ST ”\’51.1 o fr.\gmum(\s (1\.‘ 1 curbono <n
su mannne cdiade de ossdacion tlormato) v oque para un halance su-

gestivo de addo de Reche requennia 25 como valor de o relacion
B

conrume substoat compattanente de los demas substratos es-

tudtados amen wde wer o ocasionall el menos oventual fué el glutamato

{7 copas e das 1 estudiadass peio en fa mayoena de los casos menos

de Ia mutad de Lo cepas mostro actividades oadativas hacia los di-

versos sebatraios que ne fueron prravate voen los casos que mostraron

alguna actvadad e for wlrededor de 1o atemoe de onigeno por mol
de osubstrate o cen vl Chevadeste auaa deshiidrogenaaon simple que
supondria Lo oadacon parcal v de mingana manera sy manejo en

forma vichoa por bas bacternas estedendos Bnel caso del glutamato

énte pase ser el oo pondiente o b desamimacdn oxidativa o a la
onidavion Jdel adde oo giatarate reosltante deoena transannmacion pre-

smes sirmhares alos del gluta-

VEE VO Gl ente Cotoan nder e G Qo

mate on fas m oethicenes s penmentales o consumo obser-
vado en los 4 copan que anthraron aitrato apenas alvanzana para una

(r-‘lﬂ\'fﬂilﬂ‘.ti!lfi STfsad A canstme OAra por L'\ Pl‘l\dll('

i
cion del ot cereaboag ol vave del sucamato se puede sos-
tener solomente <o troasdformacion o fumarate. Bl comportamiento
del alfa cetagiutarate poedhs evphearse vomo una tansformacion a suce-
cinato ¢ oncapacrdal deoesa cepa para ablioar srcanatos steaaon gque
He o8 vonsbinte e nuestta seire o ben como utidizacion del Succinil-
Coenzima A en b sentears e otros acstos decadena mas larga (12).
Fa el case de bo fembabine e Jdemeestre que ol esqueleto de éste
Acido aromatico no s aprevechable come fuente de energia cuando s¢

\

ofrece w ln % tvnhr Como v baente de
Bl reporte Jde un acortamueento del aclo de Krebs via fsodcitritasa
(13) en que se pasiroa de socrato o sacanato voglioaalate cabria
come posthilidid el aitreto foese aproscchado en mavor proporcion
aue Ly mamfestada on as 4 cepas descontas,
Un factor a discetir en toda et clase de expesiencias ey ¢l rela-

tivo a las barreras de permeabilidad bacterinna o celular en general

3~



nado no imphea que éste penetre al interor de las células y por lo
tanto que aungue cusian los sistemas enzrmaticos adecuados el subs-
trato pucde dar resultados negativos respectoa su utilizaciéon.  En
nuestra sene we trabao con maolecubas senallas voaungue se ve que la
IS pequend Epiravat o Fue ba unica ovtdada Tas demas no son mucho
mis complepie var sucanate voatbecctoglutarato o glutamato.  El
que nuestras hacterias ao havan swdo Tavadas exhaustivamente y no
ce havan remevndo los ammodendos v olas substancas azufradas que se
han deserito « mo imterferencii potencitles de la permeabilidad bac-
teriana (1415 tendna gue haberse reflejado en una interferencia
uniforme hacia todos las subatratos v ne solamente hacia los substra-
tos de mavor peso molecular que el prruvato: un argumento adicional
de que huba substanonas extranas, son los valores hajos de respira-

Lewen nuestras mediciones,

cion enddgena observa

La vamabslidad o i onducra de las copas puede explicarse en
base a las observaciones Je Shrvastava (15) v de Baron (16) quie-
nes reportan grandes canacmnes en el poder oadante hacta substra-
tos como T-glutimato v T-trowns en funcon del contenido en antigeno
Vi de las cepas wtthradas fae e poseen mas antigeno Vi muestran
consumos mavorss e 00 (VT s Bhatmaoaor v Watson V) en tanto
que Tas HLOOT & 02000 coa o unhizar los amimoedcrdos mencionados:
aunque todias nooestras copay posenan aereeno N todas estaban a su
ver on fase VAW (i gue se have podedo determinar las proporciones
relativas de Jos diferentes antigenos) por o

cual es de esperarse que
su posthle varabiidad en s concentraciones antpenicas presentes se
hava reflejado entre otres focteres en una diferente conducta meta-
bélica hacur tov ~ubstratos oo crestion

Ia accion de fa cloromiceting o concentraciones de 100v ml de
suspension bacteriana es muv aparente en el caso de fa oxidacion del
piruvato en donde puede suponer s del 507 del total de 0. consu-
mido v en fos demas subsiratos hubo mterferenaas menores o las dife-
rencias no fueron Jde tomarse en o

dada fa pequefia magnitud de
los consumos de 0. en las bacterras win annhiotico.  Fsta accidn de

la cloromicetina no tiene antecedente previo en L bibliografia ya que
en las acciones desceritas pira este antihiotico se han reducido a:
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a.—Interferncias en las génesis de enzimas de adaptacién en
celulas no-probferantes (17).

h. —Inhibicion parcial de algunas estearasas bacterianas y de
mamifcros {8},

¢ ~Intibncion de la oxvidacion de amincacidos aromaticos y suc-
cinato en Prendomenas aeruginosa (9.17) v Pseudomonas Huorcces y

d —Alteraciones en la capacidad desaminante oxidativa de al-
qunas ammas aromaticas de algunas sncrobacterias (18).

La ovidacion del piruvato en bactenas que utilizan el ciclo de
Krebs como Paudomaonas fluorescens no es afectada en tanto que la
utilizacian de lon mictabolitos del awclo propiamente dicho tales como
succinate. ol cetoglutirato. fumarato v malato es afectada profun-
damente avn o concentracones de SO mlb (19} parece 1dgico pen-
sar que los blogueos de Lo clernnncctine son a niveles enzimaticos
diferentes v ogue con lewddator erpusstos no estamos en capacidad de
preponer mas que tentativaments goe sose verifica una descarboyila-
cidn oxidativa del provare faomterferencia se orealiza en las etapas
siguicntes va Lque of blaguen prosvio implicara una inhibicion constante
de un 10070 de la uthizacom ovidativa de dicho substrato.



RESUMEN Y CONCLUSIONES -

Se estudit ¢l consumo de 0. en 11 cepas de Salmonella typhi
con antigeno Vi v cn fase VW en presencia de piruvato, citrato,
alfacetoglutarato. succinato I-glutamato v 1-fenilalanina en cantida-
des que variaron de 34 a 9.1 uM ‘ml de suspension bacteriana,

Las bactenias fueron capaces de consumir oxigeno en el caso del
piruvato, en proporaén de | udl de 0, uM de substrato: en el resto
de los substratos, fos consumos fueron mucho menores y ocasionales
(Ia mitad mas o menos de Jas cepas en estudio).

La cloromecting a dosis de 100y, ml. de suspensién bacteriana
{10 mg. de bactenias secas ml) produje inhibicion de mas del 5096
{promedio) en L ovidacion del piravato.

Se sugqiere que i Salmonddla typhi no aprovecha el ciclo de
Krebs como rata metabohen natural vy que la cloromicetina en el caso
de una dismutacion oxidativa del piruvato, inhibe la oxidacién ulterior
del acetato producido.

La variabilidad en la capacidad oxidativa demostrada por las
diferentes cepas ante los mismos substratos se piensa pueda deberse
a las cantidades vanables de antigeno Vi presentes en dichas cepas.
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