Metabolismo de
proteinas



* Los microorganismos también tienen l|a capacidad de utilizar proteinas
y los productos resultantes de esos procesos asu vez nos ayudan en la
identificacion de los mismos.

¢ Las proteinas son moléculas demasiado grandes para atravesar sin ayuda las
membranas citoplasmaticas, por lo cual los microorganismos sintetizan
proteasas y peptidasas extracelulares que rompen las proteinas hasta
aminoacidos, que si pueden atravesar la membrana.

** Sin em bargo, antes que los aminodcidos sean catabolizados deben ser
convertidos en sustancias que puedan entrar al ciclo de Krebs.

¢ Durante tales conversiones, llamadas desaminaciones, elgrupo amino
del aminoacido es separado y convertido en un ion amonio (NH/) que
puede serexcretado por la célula. El acido organico resultante entra
en el ciclo de Krebs.

s Otras transformaciones  implican la descarhoxilacion (eliminacién de
grupos COOH) y deshidrogenacion.




Entre las pruebas que permiten evaluar la utilizaciéon de las
proteinas tenemos:

a) Hidrdlisis de la gelatina.

b) Descarboxilacién y deaminacion de aminoacidos (LIA, MIO,
fenilalanina).

c) Produccién de indol.

d) Hidrdlisis de la urea.




a) Hidrdlisisde la gelatina

La gelatina, una proteina derivada del colageno animal, se incorpora a
diferentes medios de cultivo para determinar la capacidad de un
microorganismo de producir enzimas proteoliticas (proteinasas) detectadas por
digestion o licuefaccion de la gelatina. A estas enzimas se les denomina
gelatinasas y a menudo son importantes factores de virulencia de algunos
microorganismos. El catabolismo de las proteinas por parte de las gelatinasas
es un proceso de dos pasos; el resultado final es una mezcla de aminoacidos
aislados.

gelatinasas
(1} Proteina + H,0 Polipaptidos
proteinasas

';;1=|:|1i NaA%as

(2} Polipéptidos + H.O Aminodcidos individuales
peptidasas




La gelatina es hidrolizada por la gelatinasa en sus aminodacidos constitutivos, con
pérdida de sus caracteristicas gelificantes.

Basicamente hay cinco métodos para su detecciéon, uno delos mas
utilizados es el medio de gelatina nutriente en placa, en este medio, si el
microorganismo ha producido |a enzima, se va a observar una precipitacidon
de color blanco lechoso lo cual representa una reaccidén positiva

Hidrélisis de la gelatina (medio de gelatina nutriente en placa)




b) Descarboxilacidon y deaminacidon de aminoacidos:

« Utilidad de la prueba: sobre todo para determinar grupos bacteriancs entre los miembros
de la familia Entercbacterioceane,

« Fundamento: La descarboxilacidn es el proceso por el coal las bacterias gque posesn
enzimas descarboxilasas especificas atacan a los aminodcidos en su carboxilo terminal (COOH)
para formar una amina o una diamina v didxido de carbono. Existen numerosas enzimas
descarboxilasas, cada una, especifica para un sustrato dado. En un laboratorio de bacteriologia

Para evaluar esta caracteristica bacteriana, se han descrito ciertos sistemas de prueba
basados en la deteccidn de une desviacidn alcalina del pH en el medio de prueba. Existen

diferentes medios gue se utilizan para evaluar la actividad descarboxilaza de los
microorganismos; entre ellos, tenemios:

Caldo Moller:

Contiene como ingredientes importantes al indicador de pH pidrpura de bromocresol
[amarillo—verdosa a pH dcido v prirpura & pH alcalino), gluoosa v peptona. El aminodcido a
evaluar se afade al medic base antes de inccular a la bacteria. Dve manera paralela, debe
disponerse de un tubo control gue consiste en el medio base sin el aminodcido, Ambos tubos
58 incuban en anasrobiosis (cubiertos con une capa de parafina ligunida)l. Luego de la
inoculacidn del microorganismo. en la etapa inicial de incubacidn habrd produccidn de dcidos
mixtos haciendo que el indicador de pH vire a amarillo, si la bacteria tiene la enzima [dsta se
inducird gracias al medio dcido existente) el aminodcido serd descarboxilado alcalinizando el
medio ¥y como consecuencia habra viraje del indicador a piarpuara

Caldo Maller,

Lal L)
[@a)] Twhae contral. (k] Tabn con ammd nsd ciido.




Agar lisina hierro (LIA):

Tiene la
ventaja de que permite, ademds, detectar la deaminacién de la lisina, caracteristica esta til
para identificar géneros como: Profeus, Morganella v Providencio, Las deaminasas también
son enzimas inducidas por el pH del medio, en este caso, el medio alealine, El LIA al igual
que el KIA tiene dos cimaras de reaccidn: el bisel, en el cual se lee la desaminaciin de la
lisina. v el taco, en el cual se lee la descerboxilacidn del amincdcido.




1. Descarboxilacidn de la lisima: ol microorganismo aliliza la glucosa preseonte oo el
medio producieandose dcidos mixtos gue disminoeyen el plH del medio provocando el
wviraje del indicador pdrpura de bromocresal a amarillo: esta acidez indouce la prodouccicn
de la enzima lisima descarboxilasa, dando lugar a la formacidn de amimas lHlamadas
cadaverimna gue alcalinizan el medico, lo gue resalta en an viraje del indicador ode pH
muevarmnente a parpuara, o cusl indica ana reacciaon positiva, En el bisel, porc la atilizacido
de las peptonas, sa originan aminas gue alcalinizan &l madio dando lugar al wiraje deal
indicador a plarpura. lo cual se interpreta como una reaccion negativa para la prodouocidcmn
de la enzima desaminasa. (Fig. 2&8al.

2. Aunsencia de descacbo simas al producicse dcidos mmistos por La atilizsacicn
de la glucosa, disminuye &l pH del medio provocando al viraje del indicador parpura de
bromocrasol a amarillo, como al microorganismo no prodoace le enzima lisina descarboxilass,
al medio permanecerd amarillo (tacaol), lo cual indica avna reaccidn negativa para la
descarboxilacidn. El microorganisma al utilizar las peplonas on el bisel originas aminas
dandao lugar al wiraje del indicador a parpura. lo cual se interpreta como una rescoeion
negativa para la produccian de la enzima desaminasa (Fig. Z8h]).

3. Deaminacidgn de la lisina: &l microorganismo al atilizar las pepronas prodoce amna
alcalinizacidn que ez el estimulo para indoucir la produaccidgn de la enzima lisina
desaminasa la cual actia sobre el aminodcido dando logar a la formacion de an cetodacidao
{doido a=ketocarboxilico] que reacciona con la sal férrica en presencia de oxigeno v pro-
duce un oolor rojo vino en el bhisel. lo cuoal indica gue el microorgeanismo desaming la
ligima. El extremao inferior se cbhserva amarille, debido a la fermentacian de la glucosa.

d) Produccidn de FI_S: en este medio se obscerva prodooecidn do sbScido sollhidrico gracias
al tiosulfato de sodio gue watilize como fuente de azufre aguellos microorganismos
productoras de H S, &l cual se evidencia gracias el citrato de amonio férrico contenidao
tambidn en el medio. que al reaccionar con el HLS forma un precipitadoe negro insoluble
fsulfuro ferroso].

Reacciones en el LIA.

o

—

(a) (b ich i)

(&) Descarboxilaciion de la lisina positiva, (b)) Descarbaxilacion de La lising negativa.
(] Dssamuinacidan de la lHsina positiva. (d) Descarbooscilacian de ba Heina v producciin de H S,



Medio motilidad-indol-ornitina [MMIO):

Es un medio semizdlido [Anexao 13)] que permilte observar ademids de la descarboxilacian
de la ornitina en al fondo del tubo, la motilidad (turbidez del medio} v la produccidon de indol al
agregar el reactivo de Kovacs: caracteristicas importantes para la identificacidn de las
enterobacterias, El fundamento en relacién con la descarboxilacidn de la ornitina es con el
mizmoe principio de la prucha anterior. El producto amino especilico de la omiting es la pulrescina,
La observacion de un color piarpura en el fondo del tubo indica una reaccion posiliva para la
descarboxilacion de la omitina (Fig.29a). En caso de no producirse descarboxilacidn se obsarva
un viraje del indicador a amarillo por la degradacidn de la glucosa en el fondo del tubo (Fig.
24hb).

Loz organizmos mdviles muestran un crecimiento difuse o turbidez extendido en ¢l agar
a lo largo de la linea de inoculacidon. Los organismos inmaviles crecen solo a lo largo de la
linea de inoculacion.

La produccidn de indol es dependiente de la presencia de un grupo triptdfanoc en el
medio, El indol se forma desde el triptdéfano por accidn de la enzima triptofanasa y reacciona
con el aldehidoe del reactivo de Kovacs para formar un andllo color Tucsia [Fig, 29c),

Reacciones en el MICO,

A
(1] ihi (czd

la] Descarboxilacian de la amilina positiva ¢ indal negotive, (b)) Descarboxilaciin de la orpiting e indol
negativos, (o] Descarboxilacién de la arnitina positiva o imdol positivo,




Produccion de fenilalanina deaminasa:

= Dhilidad de la prusha: se utiliza para separar loz génerss Profews v Providencio de otros
migmbros de la familia Enferobacioriaceae.

* Fundamento: La fenilalanina es uwn aminodcido que puede ser deaminado de forma
oxidativa por algunas bacterias debide a su capacidad para producir la enzima femilalanina
desaminasa con produccidn de un cetodcido Hlamado dcido fenilpimvico, el cual se detecta al
afiadir una solucidon de cloruro férrico al 10% (FeCl,) desarrollindose un color verde por la

qualacidn entre ambos compuestos, lo que indica une reaccidn positiva, mientras que si el
microorganismo no es capas de desaminar el aminodcido el FE'{:[: permaneacea de su color original

[amarillo ccre), En la figura 30 se muestran las reacciones positiva (a) v negativa (b,

Agar fenilalanina.

\ | T
e  —

[a] k)

[a]) Desaumimacidm posiliva, ] Desmminaciin megativa,



c) Produccion de Indol

*  Uilidad de la prueba: Ayuada a la diferenciacidn entre géneros y especies de la fa-
milia Enferobacternioceas, especies de anasrobios de los géneros Porphyvromonas v Prevotello;
junto con otras pruebas. subdivide en biotipos a Hoemophilus influenzae v Hoemophilus

parainfluenzas.

* Fundamento: El indcl, un benzilpirrol, es uno de los productos de la degradacicn
melabdlica del aminodcido riptéfano, Las bacterias gque poscen la enzima triptofanasa son
capaces de hidrolizar v deaminar el triptdfano con la produccidn de indol, dcido pimivico v
amonio. Esta prueba estd basada en la formacidn de un complejo color fucsia cuando el indol
reacciona con el grupo aldehido de p=dimetilamincbenzaldehide (Fig. 31). Esta es la sustancia
quimica activa en las solucicnes mas utilizadas como el reactivo de Kovacs (alcohaol amilico + p-
dimetilaminobenzaldehido] v el reactive de Ehrlich {alcohol elilico + p=dimetilbenzaldehidal,
aste tltimo s méds sensible, se sugiere en anaerobios ¥y bacilos no fermentadores cuya produccion
de indol es minima. Debhe usarse un medio rico en triptéfano (Anexo 14).

FIGURA 31

Caldo triptéfano.

(a) ()

Lan) Inlal positive. (k) Dndol negative,



d) Hidrélisis de la urea

* Urrilidad de la prueba: Para diferenciar especies de Profews de otros micmbros de la
familia Enferobacieriooeae, ayuda a la diferenciacidn de especies de los géneros: Enferobacter,
Klahziella, Mycoplosma. entre otros; deteccidn de Helvoobocoter pilors.

* Fundamento: La urea es una diamida del dcido carbdnico: todas las amidas somn
facilmente hidrolizadas con la liberacidn de amonfaco vy didgxido de carbono, La ureasa es una
enzima que posean muchas especies de microorganismos, los cuales pueden hidrolizer la urea
liberando amoniaco. El amoniaco reaccionas con la solucidn para formar carbonato de amonio,
resiltando en la alcalinizecidn v aumento del pH del medic. Esta reaccidn es detectada por el
indicador rojo de fenol el cual es de color fucsia a pH alcalino. El caldo de urea de Stuart y el
agar urea de Christensen (Anexoe 15) son los dos medios m&as utilizados en laboratorios climicos
para la deteccicn de la actividad de la ureasa, Este dltimo ez un medio =0lido inclinado, el cual
se inocula por estria ¥ después de una incubacion de 24 h, el color fucsia a travds del medio
indica la alealinizacidn del mismo v por consiguiente la hidredlisis de la urea (Fig. 32al. Cuandao
ma hay hidrdlisis, el medio permanece con su color original

Agar urea.

g U

(a) (bl

[a) Keaocidn positiva. (b) Beaccidn megativa.



