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A study of the endogenous reserve of amino acids, ceto-acids and nucleotides in
strains of 5. epidermidis, S. aureus, and mutants of both, white and gold, respectively
was made. The difference between the pigmented strains and the non-pigmented strains
were determined. Here is a tendency to increase the reserve of amino acids and to
decrease the reserve of nucleotides in accordance with the age of the culture. Dif
ferences were found in the effects of tetracycline and novobiocine on the endogenous
reserva of amino acid and nucleotids between the pigmented strains. The presence of
lysostaphin also influences both strains but in different manner.

Si consideramos que existe una relation
potencial entre el metabolismo del estafi-
lococo y su patogenidad, posiblemente el
pool o reserva intracelular del mismo
debe de poseer alguna importancia, pues
a partir del mismo se realiza la biosinte-
sis de las proteinas y los acidos nucleicos.

Cuando una molecula sencilia atraviesa
la membrana celular, puede incorporarse
directamente en una macromolecula o
puede quedar en reserva para su poste
rior uso en la biosfntesis de macromolecu-
las. El contenido del pool puede determi-
narse especificamente y se conoce que el
mismo aumenta o disminuye segtin las
circunstancias que atraviesa la celula. Las
rcservas intracelulares mas importantes
son las de aminoacidos, cetoacidos y nu-
cleotidos, de las cuales la primera fue la
mas estudiada.

Segtin estudios de Holdi n (3), se sabe
que los microorganismos tienen una reser
va de aminoacidos. Estudios sobre el pool
de aminoacidos del estatilococo, en fase 

estacionaria y exponencial, demostraron
que se componia de: glutamico, aspartico,
alanina, prolina, serina y otros; asimismo
se encontro un peptido que luego pasa a
formar parte de la pared celular.

Diversos factores pueden influir en el
contenido del pool. Asi, si la celula con
sume aminoacidos en vez de N-inorgani-
co, el pool sera mayor. Si bacterias sen-
sibles se exponen a cloramfenicol, aumenta
el pool, probablemente al interferirse la
biosfntesis de proteinas. Cuando la bacte
ria crece en presencia de penicilina. dis
minuye el pool total.

Por lo anterior se inhere que la reserva
endogena puede relacionarse con la bio
sfntesis de los factores de virulencia, asi
el estatilococo virulento (4) tiene un ma
yor coeticiente respiratorio y utiliza ami
noacidos del pool como sustrato para su
respiration endogena.

Es por todo lo anterior que nos interesa
realizar algunas experiencias en relation
con esta fase del metabolismo.
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Material y metodos

Se utiliza una raza de S. aureus y otra
de 5. epidermidis, aisladas por nosotros
de muestras patologicas y sus mutantes
«blanco» y «dorado», respectivamente,
obtenidos por la tecnica dada en un tra-
bajo anterior (5).

Los cultivos se realizan por los metodos
que se dan en cada tipo de experiencia.
Para trabajar con los pool o reserva en-
dogena, se siguen los metodos de Han
cock (2). Para esto, los cultivos se enfrian
y centrifugan, se lavan y se hace una sus
pension a extincion 1.500 en agua desti-
lada. Se realiza una extraction con acido
tricloracetico al 5 %, se separa luego este
por eter y en una parte allcuota se hacen
las determinaciones correspondientes.

Los aminoacidos, cetoacidos y nucleo-
tidos se determinan por los metodos de
Hagen y Rose (1). Los aminoacidos por
medio de la ninhidrina y comparacion con
curva patron de glicina; los cetoacidos se
determinan con hidrazina y sosa y com-
paran con curva patron de piruvato y los
nucleotidos por medida de extincion a
UV 260 y comparacion con curva patron
de adenosintrifosfato (ATP).

Resultados

Determinaciones en la curva de cre-
cimiento. Una misma cantidad de indcu-
lo de cada raza de estafilococo se siem-
bra en medio de caldo comun que se
incuba en agitation a 30°. A intervalos
de tiempo se toma muestra y se determi-
na su extincion. Con estos dalos se cons-
truye una grafica en la que puedc obser
ver.sc un crecimicnto similar en las cuatro
razas de estafilococo (fig. 1). En las mues
tras antcriores se hace una extraction
del pool, dondc se determinan aminoaci
dos, cetoacidos y nucleotidos por los me
todos antes indicados. Observamos quo la
reserva de aminoacidos va aumcntando
con la edad especialmcnte on las razas
pigmentadas, desde las 6 a las 24 horas

Fig. 1. Curva de crecimiento de estafilococos.
S. aureus (A); «blanco» (+); S. epidermidis

(X); «dorado» (O).

Fig. 2. Reserva endogena de aminoacidos
en estafilococos.

S. aureus (A); «blanco» (+); 5. epidermidis
(X); «dorado» (O)-
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Fig. 3. Reserva endogena de cetoacidos en
estafilococos.

S. aureus (A); «blanco» (+); S. epidermidis
(X); «dorado» (O).

de crecimiento (fig. 2). La reserva de ce
toacidos varia muy poco, aun cuando se
observa un ligero aumento con la edad en
el caso de las razas no pigmentadas (figu-
ra 3). La reserva de nucleotidos tiende a
disminuir con la edad, siendo menor siem-
pre en las razas no pigmentadas (fig. 4).

Influencia del tiempo de incubacion.
Por los metodos generales se cultivan las
razas de estafilococos en caldo comun, en
agitation a 30° durante 16 horas (fase lo-
garitmica). Se recogen por centrifugation,
lavan y suspenden en agua destilada a
extincion 1,119.

Estas suspensiones se incuban a 37°,
tomando muestra a intervalos de tiempo y
determinando el pool endogeno (tabla I).

Se observa que en todas las razas de
estafilococos, la reserva endogena de ami
noacidos va aumentando durante el tiem

po de incubacion, quizas por degradation
de proteinas celulares, pues no hay fuen-
te de aminoacidos exogenos. El efecto es
mas notable en la raza mutante «dorada».

Inicialmente es mucho mas elevado el
contenido de cetoacido como reserva en
dogena, especialmente en las razas no pig
mentadas; con el tiempo de incubacion
disminuye esta reserva, quizas por su paso
a aminoacidos, tambien con la exception

Fig. 4. Reserva endogena de nucleotidos en
estafilococos.

S. aureus (0); «bkuico» (+); S. epidermidis
(X); «dorado» (A).

Tabla I. Influencia del tiempo de incubacion sobre la reserva endogena de aminoaci
dos (AA), cetoacidos (CA) y nucleotidos (NT) en distintas razas y mutantes

de estafilococos.

Tiempo
horas

S. cpidern litis • Blanco* S aureus • Dorado*

AA CA MT AA CA NT AA CA NT AA CA | NT

0 0,050 0,337 0,800 0,070 0.298 0.820 0,000 0.187 0.325
l

0,180 0.180 1.220
2 0,100 0,328 0,850 0,120 0,257 0,960 0,070 0,174 1,125 0,200 0.185 1.600
4 0,137 0,319 1.090 0,125 0,194 1.080 0,125 0,160 1.180 0.310 0,180 1,720
6 0,170 0,301 1,280 0,140 0,190 1,350 0,140 0.143 1.280 0,330 0.200 1.780
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Fig. 5. Curvas de crecimiento de estafilococos en presencia de tetraciclina y novobiocina.
S. aureus (A); «blanco» (X); 5. epiderinidis (+); «dorado» (Q).

de la raza mutante «dorada», que incre-
menta ligeramente su reserva de ceto-
acidos.

En relation con la reserva endogena de
nucleotidos observamos que en todas las
razas aumenta su contenido en forma si
milar, a exception de la raza mutante
«dorada» que es superior, aun cuando
inicialmente tambien contenia mas.

INFLUENC1A DE LOS ANTIBIOTIC OS. Sc
cultivan las razas de estafilococos en cal-
do com tin. en agitation a 30°. A estos
cultivos se les ha anadido inicialmente
dosis subacteriostaticas de algunos anti-
bioticos: novobiocina (12.5 y/ml a los no
pigmentados y 0,39 y/ ml a los pigmenta-
dos); tetraciclina (0,39 y/ml a los no pig
mentados y 25 y/ml a los pigmentados).

A inlervalos de tiempo, sc toman mues-
tras y se determina el crecimiento (figu-
ra 5) y la reserva endogena de aminoaci-
dos, cctoacidos y nucleotidos.

El crecimiento con tetraciclina se deter
mina entre las 22 y 42 boras, siendo simi
lar en todas las razas aunque ligeramente
superior en las pigmentadas (fig. 6). El
crecimiento con novobiocina se determina
entre las 24 y 44 horas en las razas pig
mentadas y entre las 48 y 68 horas en las
no pigmentadas, siendo similar en todas
(figura 7). Esto es para que todas las de-
terminaciones de reservas endogenas coin-
cidan a la misma edad fisioldgica (ver ii-
guras 6. 7 y 8).

Observamos que en presencia de tetra
ciclina el pool de aminoacidos aunienta
sensiblcmentc hasta las 32 horas en que
queda cstacionado, quizas por detenerse
la utilization de aminoacidos exogenos.
En presencia de novobiocina no sc acu-
mulan aminoacidos a exception del case
del .S'. epiderniidis, que no cs afcctado y
conlinua aumentando su reserva endoge
na de aminoacidos.

No parecc que se afecte la reserva en-
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Fig. 6. Reserva de aminoacidos en presencia de tetraciclina y novobiocina.
S. aureus (A); «blanco» (X); S. epiderniidis (+); «dorado» (O)-

dogena de cetoacidos, aun cuando parece
que en presencia de tetraciclina tiene ten-
dencia a aumentar y a disminuir en pre
sencia de novobiocina.

La reserva de nucleotidos es consumida
en presencia de tetraciclina, especialmente
en el caso de la raza mutante «dorada».
No parece que la novobiocina ejerza mu-
cho efecto, a no ser en el caso del

5. aureus que consume dicha reserva de
nucleotidos.

Influencia de antibioticos y tiempo
de incubacion. Las razas de estafiloco-
co se cultivan en caldo comun, en agita
tion a 30° y durante 16 horas (fase loga-
ritmica), segun las tecnicas generales. Las
celulas se recogen por centrifugation, la-

Fig. 7. Reserva de cetoacidos en presencia de tetraciclina y novobiocina
.S', aureus (A); «blanco» (X); 5. epiderniidis (+); «dorado» (Q).
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Fig. 8. Reserva de nucleotidos en presencia de tetraciclina y novobiocina.
S. aureus (A); «blanco» (X); 5. epidermidis (+); «dorado» (Q).

van y suspenden en agua destilada a ex-
tincion de 1,199.

Lna muestra se deja como control y
otras se incuban a 37°. A las tres horas
se anade a todas, menos al control, con-
centraciones subacteriostaticas de antibid
ticos que corresponden a las concentracio-
nes siguienles:

S. epidermidis: 0,30 /z/ml + 50 /z/ml;
«blanco»: 0.78 /z/ml + 50 /z/ml: S. aureus:
0.78 /z/ml + 1.56 /z/ml, y «dorado»: 50
/z/mld- 0,78 /z/ml de tetraciclina y novo
biocina. respectivamente. Todas las mues-
tras se tienen hasta 6 horas on incubation
a 37°. Se toman muestras a las horas que
se indican y sc dctermina la reserva endo-
gena (tabla II).

Son comparatives los rcsultados del
control y los de presencia de antibidticos
a las 6 horas. Observamos entonces en re
lation con la reserva endogena de amino-
acidos. que los antibidticos probados in- 

crementan dicha reserva en las razas no
pigmentadas y la consumen en las pig-
mentadas. Que esto es asi Io demuestra
en las razas pigmentadas que el pool va
subiendo hasta las tres horas que se ana-
den los antibidticos y entonces disminuye
bruscamente. No observamos diferencias
entre los dos antibidticos.

En relation con la reserva endogena de
cetoacidos, observamos que los antibidti
cos emplcados incrementan dicha reserva
en el caso de las razas no pigmentadas.
ligeramente en el S. epidermidis y mucho
en cl caso del mutante «blanco». En las
razas pigmentadas hay una disminucidn
ligera de dicho pool. No se encuentra
tanta cvidcncia como en el caso anterior
de que cl efccto scnalado es debido a los
antibidticos emplcados.

Los rcsultados en el caso de la reserva
endogena de nucleotidos son diferentes.
Asi, en cl S. epidermidis no sc logra de-
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Tabla II. Influencia de la tetraciclina y de la novobiocina sobre la reserva enddgena de
aminoacldos (AA), cetoacldos (CA) y nucleotidos (NT) en distintas razas y mutantes

de estafilococos.

Tiempo
horas

S. epidermitis • Blanco* S. aureus • Dorado*

AA CA NT AA CA NT AA CA | NT AA CA NT

c 0,300 0,080
Ef

0,300
ecto ck
0,110

i la tet
1,710

raciclin
0,201

a
0,125 1,470 0,395 0,070 2,000

1 0,280 0,100 — 0,280 0,160 1,645 0,160 0,149 1,750 0,220 0,080 —
2 0,270 0,120 — 0,300 0,250 1,720 0,222 0,135 1,020 0,220 0,080 —
3 0,200 0,100 — 0,350 0,270 1,790 0,260 0,155 1,180 0,225 0,050 —
4 0,280 0,110 — 0,310 0,210 1,940 0,155 0,131 1,350 0,270 0,100 —
5 0,290 0,120 — 0,340 0,250 2,240 0,143 0,125 1,440 0,230 0,080 —
6 0,320 0,100 — 0,410 0,310 2,810 0,092 0,125 1,470 0,345 0,060 —

c
1

0,215
0,205

0,080
0,100

—
Efecto de la novobiocina

1,750
1,020

0,380
0,220

0,080
0,080

2,400
1,450

0,300
0,280

0,110
0,160

1,710
1,645

0,201
0,155

0,131
0,149

2 0,310 0,110 — 0,300 0,250 1,720 0,222 0,155 1,180 0,275 0,100 1,600
3 0,280 0,100 —— 0,350 0,270 1,790 0,260 0,155 1,350 0,255 0,090 1,780
4 0,270 0,090 — 0,350 0,320 1,710 0,125 0,110 1,410 0,220 0,060 1,820
5 0,300 0,130 — 0,340 0,300 1,980 0,125 0,119 1,470 0,220 0,080 1,830
6 0,320 0,120 — 0,410 0,350 2,240 0,137 0,125 1,475 0,350 0,065 1,850

tectar reserva de nucleotidos en ningun
caso. En el mutante «blanco» se produce
un incremento de la reserva de nucleoti
dos por los antibioticos. Por otra parte,
en las razas pigmentadas se produce una
evidente disminucion o consumo de este
pool (en el caso del mutante «dorado» no
logramos detectar nucleotidos cuando se
trata por tetraciclina). En general, los an
tibioticos indicados retrasan la acumula-
cion de nucleotidos en las razas pigmen
tadas, mientras que incrementa su acumu-
lacion en las razas no pigmentadas.

Influencia de la lisostafina. Las
razas de estafilococos son cultivadas en
caldo tripticasa-soja, en agitation a 30°
y durante 16 horas (fase logaritmica).
A continuation se centrifugan las celulas
y lavan con tampon Tris-CINa (pH 7.5).
Al final sc suspenden en dicho tampon a
una extincion de 1.199.

A una serie de tubos se anaden 5 ml
de la suspension anterior dejando uno de
control; a los demas se anaden. a las tres 

horas de incubation a 37°, tres unidades
de lisostafina. A intervalos de tiempo se
toma una muestra y se determina la re
serva endogena (tabla III).

En relation con la reserva endogena de
aminoacidos, observamos su incremento
en las cuatro razas, especialmente en
el mutante «dorado». En relation con el
efecto de la lisostafina, podemos observar
que se produce una acumulacion de ami
noacidos endogenos en todas las razas.

En cuanto a la reserva endogena de ce-
toacidos, se produce una disminucion en
todas las razas muy ligera. En cuanto al
efecto de la lisostafina observamos un in-
cremento general, pero especialmente en
el caso de las razas no pigmentadas.

Por ultimo, en relation con la reserva
endogena de nucleotidos, vemos que se
produce un gran incremento en todas las
razas y en cuanto al efecto de la lisosta
fina encontramos que produce un ma
yor incremento en todas las razas, sien-
do muy pequeno en el caso del mutante
«dorado».

2
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Tabla 111. Influencia de la lisostafina sobre la reserva endogena de aminoacidos (AA),
cetoacidos (CA) y nucleotidos (NT) en distintas razas y mutantes de estafilococos.

Tlempo
horas

S. epiderTTiitis «Blanco» S. aureus • Dorado*

AA CA NT AA CA NT AA CA NT AA CA NT

0 0,102 0,155 0,470 0,080 0,150 0,300 0,155 0,229 0,415 0,170 0,155 0,950
1 0,102 0,174 0,950 0,140 0,170 0,450 0,125 0,201 1,300 0,250 0,165 1,180
2 0,137 0,174 1,080 0,145 0,175 1,000 0,143 0,208 1,330 0,260 0,145 1,230
3 0,174 0,168 1,280 0,180 0,150 1,120 0,174 0,222 1,560 0,270 0,150 1,330
4 0,174 0,165 1,500 0,180 0,160 1,500 0,190 0,224 1,680 0,200 0,130 1,400
5 0,187 0,161 1,700 0,186 0,165 1,500 0,222 0,225 1,720 0,250 0,140 1,400
6 0,187 0,161 1,740 0,190 0,175 1,750 0,260 0,215 1,950 0,230 0,140 1,430
7 0,187 0,174 2,175 0,195 0,185 2,100 0,301 0,222 2,150 0,290 0,160 1,550

C 0,155 0,143 1,759 0,180 0,157 1,570 0,284 0,208 1,700 0,250 0,150 1,580

Conclusiones

La reserva endogena de aminoacidos
aumenta con la edad de los cultivos de
estafilococos, especialmente en las razas
pigmentadas. La de cetoacidos varia muy
poco con la edad del cultivo, siendo ma
yor en las razas no pigmentadas. La re
serva de nucleotidos disminuye con la
edad y es mayor en las razas pigmen
tadas.

Una suspension de celulas de las razas
de estafilococos en fase logaritmica, incu-
bados a 37°, incrementa su reserva de
aminoacidos y nucleotidos, disminuyendo
la de cetoacidos, a exception del mutante
«dorado».

La presencia de tetraciclina y novobio-
cina en concentration subacleriostatica
incrementa la reserva de aminoacidos en
las razas pigmentadas y disminuye la de
las no pigmentadas. Estos antibioticos no
influyen sobre la reserva de cetoacidos y
si sobre la de nucleotidos, retrasando su
acumulacion en las razas pigmentadas y
acclerando la misma en las no pigmen
tadas.

La presencia de lisostafina hace aumen-
tar la reserva de aminoacidos. sobre todo
en el mutante «dorado». Tambien hace
aumentar el de cetoacidos en las razas 

no pigmentadas, pero no en las pigmenta
das. Asimismo hace aumentar la reserva
de nucleotidos en todas las razas menos
en el mutante «dorado» que disminuye.

Resumen

Se estudia la reserva endogena de aminoaci
dos, cetoacidos y nucleotidos en raza de S. epi-
dermidis, S. aureus y mutantes de ambos, «do-
rado» y «blanco», respectivamente. Se determi-
nan diferencias entre las razas pigmentadas y
las no pigmentadas. En relation con la edad
de crecimiento tiende a aumentar la reserva de
aminoacidos y disminuir la de nucledtidos. Se
encuentra diferencia en la action de tetracicli
na y novobiocina en la reserva endogena de
aminoacidos y nucleotidos entre las razas pig
mentadas. Tambien influyc de forma diferente
en unas y otras la presencia de lisostafina.
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