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RESUMEN

En la década de los sesentas surgié un particular
interes por el andlisis quimico de 1los 4&4cidos grasos
celulares para la identificacién de bacterias mediante
la cromatografia gas liquido ( CGL ), a partir de ésta
propuesta hecha por Abel y colaboradores surgieron una
serie de trabajos como los reportados por el Dr. Héusler
.en 1985, del Instituto de Investigaciones del agua en
Praga. La técnica desarrollada por ellos consiste en
identificar enterobacterias por CGL a través de la
composicién de sus &cidos grasos. Para ello es necesario
en primer término elaborar un banco de datos partiendo de
cepas puras de las principales especies de la familia
Enterobacteriaceae con base en sus perfiles 1lipidicos.
Con la informacién de éste banco de datos se procederd a
identificar en un futuro especies de dicha familia
aisladas de muestras de agua y aguas de desecho.

La especie estudiada fué Klebsiella rhinoscleromatis
(ATCC 13884) cepa tipo proveniente de la American Type
Culture Collection.

La metodologia a seguir consistié en la obtencién de 1la
biomasa, centrifugacién, liofilizacién, esterificacién,
andlisis cromatogrdfico y andlisis estadistico,
obteniendose como &4cidos grasos caracteristicos de 1la
especie: del C:,, (dodecanoico) al C:;49 (cis-9-10-
metileneoctadecanoico). La presencia de los 4cidos
ladrico, miristico, palmitico y estedrico en ésta especie
permiten ubicarla dentro de la familia
Enterobacteriaceae.

De acuerdo con los resultados obtenidos y con base en
el andlisis estadistico que confirma la reproducibilidad
de la técnica, su rapidez y precisién, puede proponerse
ésta como una técnica alternativa para la identificacién
de bacterias aislada de muestras ambientales.

Este trabajo es parte de la linea de investigacién
"Identificacién de Enterobacterias por Cromatografia de
Gases" que se realiza en el laboratorio de Bacteriologia
ambiental dentro del proyecto Conservacién y Mejoramiento
del Ambiente (CyMA) en 1la Unidad de Investigacién
Interdisciplinaria de las Ciencias de la Salud y 1la
Educacién ( U.I.I.C.S.E. ) en la Escuela Nacional de
Estudios Profesionales Iztacala ( E.N.E.P.I.) , U.N.A.M.



INTRODUCCTION

Durante afios, se han venido desarrollando métodos de
identificacién bacteriana que son utilizados de manera rutinaria
para el diagnéstico en hospitales, laboratorios de salud
piblica, industria alimentaria, y laboratorios de microbiologia.
La aplicacién de estas técnicas fisicas y quimicas han elucidado
la composicién quimica de las células bacterianas y han generado
informacién de gran valor en la clasificacién e identificacién

bacteriana (2) (10) (13).

Los métodos convencionales de identificacién, se basan en
técnicas morfolégicas, bioquimicas y se complementan por
tipificacién serolégica; a pesar de los resultados satisfactorios
que proporcionan, el microbiélogo se enfrenta a los problemas de
manejar en un momento dado, tablas de datos con tanta informacién
que en ocasiones por razones técnicas y de tiempo no se analiza
totalmente (2). Este problema se ha visto reducido en parte, con
la aplicacién de la taxonomfia numérica desarrollada a finales de
los afos cincuentas como parte de un anédlisis multivariado y en
forma paralela con el desarrollo de las computadoras, como una
alternativa para la identificacién y clasificacién de 1los
microorganismos, minimizdndo de esta manera la posibilidad de
error en la ubicacién taxonémica de un microorganismo (2) (10)

(30).

Con ésta orientacién se proyectaron un conjunto de

métodos, creados por la necesidad de simplificar los procesos de



identificacién bacteriana, entre los que se puede citar por

ejemplo el sistema comercial API (2) (42).

El uso de estos sistemas comerciales, basados en
micropruebas, de alguna manera simplifican la identificacién
bacteriana sobre todo en enterobacterias, procurando estandarizar
a los laboratorios que los utilizan. Sin embargo con esta ventaja
no se soluciona totalmente el problema de la identificacién, pués
se basa en el mismo principio de las pruebas bioquimicas de 1los
microorganismos (2). Todas éstas deficiencias han motivado a los
bacteriélogos a desarrollar métodos que se basen no sélamente
en la utilizacién de sustratos por vias metabdlicas sino también
en sus caracteristicas estructurales y sobre todo en su
composicién quimica, tales como la espectrometria de masas,
espectrometria ultravioleta y cromatografia de gas liquido (6)

(22) (31).

Surge entonces la posibilidad de utilizar el método de
andlisis cromatogrdfico gas-liquido (CGL) como una opcién para la
identificacién y clasificacién bacteriana a nivel gquimico
visualizdndose como uno de los métodos mds prometedores en el

4rea microbiolégica (10) (39).

Esta técnica de Cromatografia de Gases, fué introducida por
James y Martin, y en la actualidad se ha adaptado para 1la
identificacién bacteriana, indicando que es posible diferenciar
organismos de distintos géneros y especies partiendo de un

cromatograma caracteristico empledndolo como una huella digital



especifica para su identificacién, reconocible a partir de

bacterias tipo (38) (42).

Las ventajas del método cromatogrdfico, se basan en la
determinacién de los 4cidos grasos celulares en bacterias,
expresando los resultados en tiempos y dreas, se establece ademds
la posibilidad de automatizar el proceso que es rdpido y de
fdcil aplicacién, reduciendo el tiempo a un minimo vy
proporcionando al microbiolégo un buen apoyo en la

identificacién de los cultivos (7) (14) (37) (47).

Los resultados que se han obtenido hasta la fecha confirman
las ventajas del método de identificacién por cromatografia gas
liquido el cual no solamente facilita la deteccién de cantidades
traza de &cidos grasos, sino también hace posible la separacién
de los 4cidos grasos insaturados de los saturados, se requiere
de una pequena cantidad de muestra, es ademids un método rapido y
facilita el andlisis cualitativo y cuantitativo de manera

simultdnea (36) (40) (42).

A pesar de las ventajas del método, no puede omitirse que se
requiere de instrumentos especiales y de una inversion econémica
inicial fuerte, pero por otro lado es menor el trabajo en cuanto
a la preparacién del material de vidrio y medios de cultivo
necesarios en comparacién con los métodos convencionales de

identificacién (1) (18) (26).



ANTECEDENTES

En la década de los 60’s se sugirié el andlisis quimico como
una alternativa en la clasificacién e identificacién de
microorganismos (55) (58), a partir de ésta propuesta surge
entonces la posibilidad de emplear el andlisis por cromatografia
de gas liquido como un método estdndar en la identificacién y

clasificacién de bacterias (2) (48).

El término cromatografia se aplica para la técnica de
separacion de quimicos, contando al menos con dos porciones de
soluto entre una fase mévil y una estacionaria o absorcién

selectiva de un sélido (10) (12).

Entre los primeros trabajos en el drea de la cromatografia
se encuentran los realizados por bioquimicos rusos como Tswett'’s
(51), quien describié cémo la clorofila se separaba de otros
pigmentos usando una columna de carbonato de calcio con éter de
petréleo como la fase mévil. El método que Tswett’s propuso se
basé en la adsorcién de un soluto a un sélido representando un

ejemplo de cromatografia de absorcién liquido-sélido.

James y Martin, en 1956 realizaron el primer andlisis por
Cromatografia de Gas Liquido (CGL) para determinar los 4dcidos
grasos bacterianos, esterificando un extracto de éter de acetona
soluble en un medio de cultivo de Pseudomonas aeruginosa con

diazometano (27) (51).

Fué Oyama'hasta 1963 (42) quien sugirié la aplicacién del



método de cromatografia de gas liquido en el andlisis de los
componentes o productos celulares bacterianos, proponiendo 1la
pirélisis de los compuestos presentes en los microorganismos para

la diferenciacién taxonémica.

Mas tarde Abel y colaboradores, a quienes se les considera
los fundadores de una nueva direccién en la bacteriologia
moderna, introducen ésta técnica para determinar especies de la
familia Enterobacteriaceae, ilustran que el andlisis cualitativo
de 4cidos grasos puede ser 1util para la distincién entre

bacterias entéricas (1) (11) (42).

Machtiger y O’Leary, distinguieron los géneros de Arizona,
Citrobacter y Providencia de acuerdo al contenido de 4&cidos
grasos celulares. Asi mismo Vasjurenko y colaboradores
encontraron diferencias minimas en las especies pertenecientes a
los géneros Escherichia, Salmonella y Shigella de 1o que
concluyeron que éstos organismos estdn estrechamente relacionados
(4) (46).

Abe%, Yamakawua y Ueta asi como Steinhauer reportan 1la
extraccién y transesterificacién de material lipidico de varias
especies de la familia Enterobacteriaceae obteniendo el patrén de

los acidos grasos por cromatografia gas liquido (42) (49).

Empleando una técnica similar Farsh, Moss y Brooks
identificaron y compararon arreglos de los &cidos grasos de
diferentes especies de Clostridium asi como el patrén en 1la

fermentacién anaerdébica (20) (38).



Drucker, Amstein y Hartman a través del andlisis por CG
lograron diferenciar 37 especies entéricas, comparando la

composicién relativa de sus dcidos grasos (21) (42).

Mitruka y Jonas reportaron diferencias entre varias

especies de Mycobacterium, Streptococcus y Pneumococcus

utilizando el andlisis por CG y compararon su composicién de

carbohidrdtos (42).

Porter ha revisado los trabajos en éste campo desde 1946
complementando la informacién de los &cidos grasos tal como el
dcido arachidico en Pseudomonas aeruginosa, y el &cido behenico
en Corynebacterium (1) (42).

James y Martin encontraron evidencias de &cidos grasos
saturados de cadena lineal Cy5 ¥ Cy7 Yy reportan en Pseudomonas
aeruginosa cierto numero de &dcidos grasos del Cg al Cpgq.

Goldfine y Bloch (15) encuentran el mismo &cido de cadena lineal

C,5 pero en Clostridium butiricum (31).

Masuo y Nakagawa encontraron el &acido B-hidroxidecanoico en
Escherichia coli e Ikawa y colaboradores encuentran el &dcido B-

hidroximiristico en la misma especie (23).

Para 1952, Maclowry, y Selepak encontraron el 4&cido

octadecanoico en Lactobacillus arabinosus conocido en 1la

actualidad como (cis-11-octadecanoico) (1).

Moss y Nunez determinaron &dcidos grasos de cadena corta



por cromatografia gas liquido en Clostridium difficile, los
dcidos grasos determinados fueron acético, propiénico,
isobutirico, butirico, isovalérico, e isocaproico y en cantidades
pequenas el indolacético, concluyendo que uno o mds de estos
compuestos pueden ser también producidos por otros Clostridium y

otras bacterias anaerobias (39).

Veys y colaboradcres identificaron especies de bacterias
Gram negativas no fermentativas aplicando la CGL; tras el
andlisis de cinco repeticiones por especie determinaron 23 &4cidos
grasos de los cuales sélo 12 los reconocieron como marcas

importantes del grupo (58).

Hidetoshi y Shoji determinaron 4cidos grasos trans-
insaturados en Vibrio sp. por CGL, del total de metilésteres de
los 4cidos grasos celulares. Demostraron que el mayor 4cido
graso de los glicerolipidos y fosfolipidos fué el Ci6r C16:1 Y €1
Ci1g:1+ concluyendo que la presencia de éstos d4cidos grasos
transinsaturados® son estrictamente de 3 géneros: Vibrio,

Pseudomonas y Eubacterium (24).

Actualmante los udltimos estudios que se desarrollan en ésta
drea tienen como objetivo el de estandarizar los pardmetros de
crecimiento para cada uno de los grupos bacterianos, asi como la
variacién en la presencia y concentracién de los &acidos grasos

propios de cada grupo bacteriano (48) (41) (50) (52).



FUNDAMENTOS TEORICOS

CROMATOGRAFIA

De acuerdo con Mitruka 1979 la cromatografia gas liquido es
un método de separacién de los componentes de una mezcla volatil
por particién entre dos fases, una fase estacionaria y una fase
mévil. Cuando la fase estacionaria es un liquido se habla de
cromatografia gas liquido y cuando la fase estacionaria es un
s6lido como carbén o silica gel se le llama cromatografia gas

s6lido (42).

En este procedimiento 1los dcidos grasos son convertidos, en
primer lugar, en una forma mds Vvolatil generalmente sus ésteres
metilicos, empleando un transportador inerte gaseoso como el

nitrégeno, como fase mévil (35).

Las partes integrantes de un cromatégrafo de gases son:

1) gas acarreador
2) inyector

3) horno

4) columna

5) detector

6) registrador



Tiempo —

Registrador de papel

LIPIDOS

Los 1lipidos son moléculas orgdnicas insolubles en agua.
Desempefian diversas funciones biolégicas importantes, en las que
actian como: 1) componentes estructurales de las membranas, 2)
formas de transporte y almacenamiento del combustible catabdlico,
3) cubierta protectora sobre 1la superficie de muchos
microorganismos y 4) componentes de la superficie celular

relacionados con el reconocimiento de las células (35) (44).

IMPORTANCIA QUIMICA DE LOS ACIDOS GRASOS

Los 4cidos grasos son dcidos carboxilicos obtenidos de 1la
hidré6lisis de ésteres. Presentan las siguientes propiedades: 1)
son principalmente &cidos monocarboxilicos que contienen un grupo
carboxilico ionizable y una cadena hidrocarbonada apolar d&cida y
no ramificada. 2) Generalmente poseen un numero par de &tomos de

carbono, aunque se han encontrado con numero impar, 3) pueden ser
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saturados o no saturados con una o mds dobles ligaduras (25) (32)

(57).

Las investigaciones actuales demuestran que una determinacién
de los &acidos grasos de células intactas es muy importante para
la sistemdtica bacteriana. Los grupos mds importantes de las
bacterias Gram negativas generalmente son examinados en relacién
a su composicién de acidos grasos, se conocen mds de 50 tipos de
dcidos grasos bacterianos y generalmente algin d&cido de cierta
categoria predomina dentro de un cierto taxén (43) (58). En
bacterias Gram negativas la identificacién puede lograrse a nivel

de género a través del perfil de acidos grasos (9) (11) (22).

Las bacterias contienen menor abundancia y tipos més
simples de &cidos grasos que los organismos eucariotes, poseen
dcidos grasos saturados algunos de los cudles poseen un grupo
metilo ramificado, asi como &cidos monoinsaturados. No se han

encontrado &cidos grasos con mds de una doble ligadura (35) (53).

ESTERIFICACION DE LOS ACIDOS GRASOS

De acuerdo con Fessenden (1983), la esterificacién de los
dcidos grasos es 1la reaccién mads destacable del grupo
carboxilico, en 1la cual una molécula de 4cido y de alcohol
reaccionan reversiblemente para originar una molécula de éster y

de agua (16).
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R-C=0OH + HOR" ———=R - C - OR’ + H,0

Esta reaccién de esterificacién del &cido carboxilico
transcurre a través de una serie de pasos de protonacidén. Se
protona el oxigeno carbonilico, el alcohol nucleofilico ataca el

carbono positivo y la eliminacién de agua produce el éster.

IMPORTANCIA DE LA FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE

Uno de los aspectos importantes de esta familia radica en
que algunos de sus géneros forman parte del grupo coliforme cuya
presencia estd relacionada con enfermedades gastrointestinales,
dentro de éste se incluye el grupo de coliformes totales vy
coliformes fecales; desde el punto de vista sanitario, el mds
importante es el de coliformes fecales dada la asociacién con
excretas de animales de sangre caliente y una variedad de

microorganismos patégenos entéricos (2).

Dentro de éste grupo entérico se encuentran varias bacterias

patégenas como Shigella y Salmonella, otras habitan en el
intestino como flora normal, y otras solo bajo circunstancias
excepcionales causan infecciones como E.coli y Enterobacter. Asi
también las hay oportunistas patdégenas como es el caso del

género Proteus y Klebsiella (2) (41).
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Los miembros de 1la familia Enterobacteriaceae se
caracterizan por ser bacilos Gram negativos, facultativos, con o
sin flagelos peritricos, no esporégenos, crecen con facilidad en
medios sintéticos simples, tanto en condiciones aerobias como
anaerobias. Utilizan la glucosa de manera fermentativa con 1la
formacién de 4cidos y gases, reduciendo los nitratos a nitritos
dando una reaccién negativa.frente a la oxidasa, en cuanto a la
morfologia de las colonias, éstas tienden a ser lisas, humedas y
brillantes, normalmente son de color gris, con frecuencia se ven

colonias rugosas las cuales a menudo son viables.

CARACTERISTICAS DEL GENERO KLEBSIELLA.

El género Klebsiella (Trevisan 1885) de acuerdo a 1la
definicién de 1la familia Enterobacteriaceae presenta 1las
siguientes caracteristicas:

Habitat: Afectan el tracto respiratorio principalmente,
encontrdndose normalmente en el intestino de animales y del
hombre, asi como en el suelo, polvo, aire y agua.

Reacciones Bioquimicas: Dan positiva la prueba de Voges-
Proskauer, no licdan la gelatina, producen lisina descarboxilasa,
hidrolizan la arginina, no descarboxilan la ornitina, forman gas
de inositol y glicerol, adonitol, producen &4cido a partir de
sorbitol, ramnosa, arabinosa y rafinosa; fermenta la glucosa, no
descomponen la urea, son oxidasa negativos.

Morfologia: En cuanto a su morfologia presenta las mismas

caracteristicas de la familia, de ser bacilos Gram negativos,
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facultativos, con o sin flagelo peritricos, producen colonias

lisas, humedas y brillantes, generalmente de color gris.

Reacciones Serolégicas: Posee un antigeno protéico somatico de
grupo especifico y un antigeno polisacdrido capsular tipo

especifico (2) (14) (41).

Los organismos del género Klebsiella son considerados
patégenos oportunistas que pueden crear un sinnimero de
infecciones, siendo las mds comines las del tracto urinario de
origen nosocomial, aunque se les ha encontrado en heces, abcesos,
sangre, esputos y fluidos corporales de individuos infectados

(2) (5) (14).

En casos recientes se han incrementado las infecciones por
Klebsiella particularmente en hospitales, aunque se ha encontrado
que provoca diarrea aguda en menores de edad. Su patogenicidad
se ha relacionado con ciertas enfermedades inflamatorias crénicas
de las vias respiratorias superiores, tal es el caso de

K. rhinoscleromatis (2) (41).

K. rhinoscleromatis comparte las mismas caracteristicas de
su género, se ha aislado en casos de escleroma (infeccién
granulomatosa crénica de las vias respiratorias superiores)
ocurriendo frecuentemente en nariz y faringe (14) (41). El
escleroma no se presenta frecuentemente, pero es endémico de
ciertas dreas del Este, Centro de Europa y Sur de América Central

(14) (41).
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JUSTIFICACION

Una de las necesidades que tiene la bacteriologia es el de
contar con técnicas de identificacién adecuadas, enfocadas a la
determinacién de microorganismos patégenos como es el caso de las
Enterobacterias. Algunas de éstas bacterias son utilizadas como
indicadores bacteriolégicos de contaminacién fecal como es el
grupo coliforme y otras que provocan enfermedades de tipo

gastrointestinal que son causa de morbi-mortalidad infantil.

Dada la importancia que tienen éstos microorganismos por su
presencia en el ambiente y en la salud publica, es necesario
contar con métodos rdpidos de identificacién mediante 1la

cromatografia de gases.

En la E.N.E.P. Iztacala se implementé 1la técnica de
cromatografia de gases, misma que se pretende estandarizar como
una técnica rutinaria para la identificacién de bacterias, para
lo cual es necesario contar con los perfiles cromatogrdaficos de

las principales especies de la familia Enterobacteriaceae.

El objetivo fué obtener el perfil cromatografico de

los 4cidos grasos de Klebsiella rhinoscleromatis que formara

parte de un banco de datos para la familia Enterobacteriaceae.

El desarrollo de ésta técnica en nuestro pais promete mucho
en el &4drea de 1la investigacién bacteriolégica, pudiendo
aplicarse en otras, tales como en alimentos, veterinaria,

agricultura y clinica entre otras.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Obtencién del perfil cromatogrdfico de los metilésteres de
los dcidos grasos de Klebsiella rhinoscleromatis

(ATCC 13884) por Cromatografia de Gases.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Manejo de la técnica cromatogrdfica para la determinacién de

los 4cidos grasos constituyentes de K. rhinoscleromatis.

Obtencién del perfil cromatogrdfico de K. rhinoscleromatis

con base en la identificacién de sus dcidos grasos celulares
Y que serd utilizado como un criterio taxonémico para ésta

bacteria.
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MATERIALES Y METODO
Microorganismo y Cultivo:

La especie bacteriana usada en el presente estudio fué
Klebsiella rhinoscleromatis (13884) obtenida directamente del
ATCC, cultivada y mantenida en Agar Nutritivo Difco Lote
(787815). La cepa fué depositada para su conservacién a largo

plazo en la Coleccién de Cultivos Microbianos del CINVESTAV-IPN.
Preparacién de Biomasa Bacteriana

Para la preparacién de la biomasa se partié de un cultivo
proveniente de la cepa pura, se realizé un pase en agar inclinado
incubandolo a 37 °C por 24 h. De éste cultivo se resembré en
placa a 37 'C por 24 h para aislar una colonia que se utilizé
para un sembrado masivo en placa (dos cajas por muestra). Cada

caja de Petri de 10 cm de didmetro con 25 mL de medio nutritivo.

Cosecha Bacteriana

Para la cosecha de bacterias se utilizé una solucién de
formaldehido al 0.5%, varillas de vidrio en forma de "L", embudos
de vidrio, tubos de centrifuga, pipetas de 5 mL (Todo el material
previamente esterilizado en autoclave a 15 lbs/15 min). Después
de obtener un crecimiento abundante en las cajas de Petri se
procedié a adicionar 5 mL de formaldehido a cada una de las
cajas, lavando suavemente con ayuda de la varilla de vidrio, este
proceso se realizé con la finalidad de fijar y cosechar 1la

bacteria.
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El contenido de 2 cajas de Petri (10 mL) fué vertido en
tubos de centrifuga (previamente lavados con hexano & acetona)

mediante un embudo de vidrio para su posterior centrifugacién.

Centrifugacién

Una vez preparados los tubos conteniendo 1la cosecha
bacteriana se procedio a centrifugarlos a 15 000 rpm/10 min a una

temperatura de 4 °C.

El sobrenadante del primer centrifugado fué desechado,
agregando posteriormente 5 mL de solucién fisiolégica de cloruro
de sodio 0.85% con la finalidad de realizar un 1lavado. Este

proceso se repitié una vez mds bajo las mismas condiciones.

Al término del proceso de centrifugacién, el paquete celular
obtenido fué transferido a frascos viales previamente lavados con
hexano y secados en estufa. La transferencia del paquete celular
se realiz6 con la ayuda de una cucharilla metdlica, repartiéndose
perfectamente la biomasa sobre las paredes de los frascos con la
finalidad de obtener un secado mds rdpido y eficiente durante 1la

liofilizacién.
Liofilizacién

El paquete celular obtenido se liofilizé a -50 °C. Este
proceso de liofilizacién se llevé a cabo en un lapso de 3 h con
un vacio total. Para un secado mds rdpido la muestra se congelé

previamente empleando hielo seco y acetona.
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Esterificacién

El proceso de esterificacién se realizé de acuerdo a Glass
(X7)+ Este proceso consistié en agregar a cada una de las
muestras (20 mg de muestra liofilizada) 1 mL de solucidén de
metéxido de sodio (solucién A) agitando durante 5 min,
posteriormente se les adicionaron de 0.6 mL a 0.7 mL de solucidn
de metanol saturado con cloro gas (solucién B) alcanzando las
muestras un pH de 1-2. Se agitaron por un periédo de 30 min.
Al término de éste tiempo se agregaron 2 mL de solucién
fisiolégica de clururo de sodio 0.85% (solucién C) a cada

muestra, agitdndose posteriormente por 5 min.

La extraccién de 1los ésteres metilicos se realizoé
adicionando 1 mL de hexano manteniendo las muestras en agitaciodn
durante 5 min. La capa de hexano, con los ésteres metilicos se
extrajo con una pipeta Pasteur (capa superior transparente) y se
transfirié a tubos de ensaye con sulfato de sodio anhidro esto
ultimo para extraer el agua gque aun estuviera presente. La
extraccién de los ésteres metilicos se repitié 3 veces més para

cada una de las muestras.

Evaporacién

Para evaporar el hexano de las muestras se empled un flujo
de gas nitrégeno hasta obtener un volimen final de 10 L. Con
una microjeringa se tomé 1 WL y se inyecté en el cromatégrafo

gas-liquido.
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Andlisis Cromatografico

1 nuL de la muestra de metilésteres obtenidos de 1la
extraccién se analizé en un cromatégrafo HP 5890 A (Hewlett
Packard) equipado con un detector de ionizacién de flama y una
columna capilar (FS-150 DODIDED FSOT) de Polidimetilsiloxano de

30 m X 0.25 mm de didmetro interior.

La temperatura inicial de la columna fué de 120 °C a 250 °C
incrementdndose 4 °C/min. La temperatura de inyector y del

detector se mantuvo a 270 °C. Utilizando nitrégeno como gas

acarreador con un flujo de 30 mL/min.

Los metilésteres de los &cidos grasos se identificaron por
la comparacién de sus tiempos de retencién con un estédndar
comercial para enterobacterias. Estos tiempos de retencién y

dreas se registraron en un integrador HP (Hewlett Packard).

El tiempo del andlisis cromatogrdfico fué de un promedio de
35 min, los 4cidos grasos eluidos fueron de 12 a 20 carbonos de
longitud.

Andlisis estadistico

Una vez determinados 1los picos de importancia en el

cromatograma se procedié al procesamiento de la informacién.

Este proceso se inicié con la normalizacién de 1los datos

obtenidos, transformando los valores numéricos de 4reas y tiempos
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porcentajes en relacién a un dato base de drea y tiempo, tomando
como referencia el 100% para aquel &cido graso con el &rea mas
alta, asocidndose asi mismo el tiempo de retencién. Una vez
obtenidos los datos normalizados se procedié a ordenarlos y a

graficarlos para las 50 repeticiones realizadas.

Posteriormente se calcularon 1las siguientes medidas
descriptivas: media aritmética, desviacién estdndar y coeficiente
de variacién para cada una de las dreas y tiempos de retencién de
los picos de los &cidos grasos, y se construyeron grdaficas de

barras con base en los valores obtenidos de cada d4cido graso.
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FIG. 1. DIAGRAMA DEL METODO CROMATOGRAFICO PARA LA DETERMINACION
DE LOS ACIDOS GRASOS CELULARES DE BACTERIAS.
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RESULTADOS

La figura No. 2 muestra un cromatogrdma de la solucién
utilizada como estdndar consistente en una mezcla de metilésteres
de 1los 4cidos grasos SUPELCO LA26755 de la familia
Enterobacteriaceae. Este estdndar establece la presencia e
identidad de 26 &cidos grasos, el cudl sirvié de referencia para
la identificacién de los &4cidos grasos extraidos de Kilebsiella
rhinoscleromatis por comparacién de sus tiempos de retencién,
analizando los resultados obtenidos de los &cidos grasos de

manera cualitativa y cuantitativa.

El cuadro No. 1 resume la composicién de los principales
dcidos grasos aislados de K. rhinoscleromatis, en términos de
presencia y ausencia e identificados como picos caracteristicos
en el cromatograma los cuales fueron: el &4cido dodecanoico,
tetradecanoico, pentadecanoico, 3-hidroxitetradecanoico, cis-9-
hexadecenoico, hexadecanoico, cis-9-10-metilenehexadecenoico,
heptadecanoico, cis-9-12-octadecenoico, trans-9-octadecenoico,
octadecanoico y cis-9-10-metileneoctadecenoico; citados de

acuerdo al orden de elucién a través de la columna capilar.

Los cuadros 2 v 3 muestran las medidas descriptivas media,
desviacién estdndar, coeficiente de variacién, valor mdximo y
valor minimo para dreas y tiempos de retencién respectivamente de

cada acido graso identificados en K. rhinoscleromatis.
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FIGURA 2.

MEZCLA DE LOS METILESTERES DE LOS ACIDOS GRASOS BACTERIANOS.
ESTA MEZCLA CONTIENE UN TOTAL DE 10 mg/mL DE METILESTERES EN

METIL CAPROATO.
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CUADRO 1. PRINCIPALES ACIDOS GRASOS AISLADOS EN

Klebsiella rhinoscleromatis.

ACIDO GRASO

NOMBRE SISTEMATICO

NOMBRE COMUN

O O o0 o

O 0O 0O O 0O O O

Cc

12:0
14:0
16:0
14:0 3-OH

16:1°
16:0
17:0 2
17:0
18:2 *'*
18:1°
18:0
19:04a

Dodecanoico

Tetradecanoico
Pentadecanoico

3-Hidroxitetradecanoico

Cis-9-hexadecenoico
Hexadecanoico

Cis -9-10-metilenehexadecanoico
Heptadevcanoico
Cis-9-12-octadecenoico
Trans-9-octadecenoico
Octadecanoico

Cis-9-10-metileneoctadecanoico

Laurico

Miristico

|

B-Hidroxi
miristico

Palmitoléico

Palmitico

Margarico
Linoléico
Elaidico

Esteérico

Acidos grasos citados segun el orden de elucién
a través de la columna de cromatografia gas-liquido.
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CUADRO 2.

MEDIDAS DESCRIPTIVAS DE LOS TIEMPOS DE RETENCION
DE CADA ACIDO GRASO IDENTIFICADO EN

Klebsiella rhinoscleromatis.

ACIDO N MEDIA  D.STD. C.V. MIN. MAX.
GRASO % %

12:0 50 42.32 0.19 0.44 41.86 42.75
14:0 50 68.82 0.22 0.33 68.29 69.35
15:0 50 83.41 0.36 0.44 82.49 84.17
14:0 3-OH 50 89.09 0.36 0.41 82.20 89.62
16:1° 50 95.38 0.19 0.20 94.95 95.76
16:0 50 100.00 0 0O 100.00 100.00
17:0 » 50 111.39 0.23 0.20 110.81 111.80
17:0 50 113.82 1.84 161 112.63 126.25
18,0912 50 122.09 0.71 0.58 120.67 124.52
18:1° 50 125.50 0.22 0.18 125.06 125.84
18:0 50 128.17 0.50 0.39 127.08 129.06
19:0 50 139.73 0.66 0.47 138.24 140.82

N = Numero de cromatogramas realizados.

D.STD.= Desviacion estandar.
C.V.= Coeficiente de variacion.

MIN.=Valor minimo.

MAX.= Valor maximo.
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CUADRO 3.

MEDIDAS DESCRIPTIVAS DE LAS AREAS
DE CADA ACIDO GRASO IDENTIFICADO

EN Klebsiella rhinoscleromatis.

ACIDO N MEDIA D.STD. C.V. MIN. MAX.
GRASO % %

12:0 50 3.20 1.57 48.79 0.98 8.23
14:0 50 10.40 2.40 23.22 7.02 18.74
15:0 50 2.50 0.36 14.51 1.85 3.82
14:0 3-OH 50 4.20 2.12 49.95 1.86 12.50
16:1° 50 42.80 6.97 16.29 33.14 75.60
16:0 50 100.00 0 0O 100.00 100.00
17:0a 50 33.50 4.02 12.00 22.16 48.74
17:0 50 3.50 0.49 14.07 2.71 5.57
18:29:12 50 0.20 0.03 17.69 0.13 0.30
18:1° 50 58.90 9.35 15.87 15.80 71.18
18:0 50 2.30 0.29 12.99 1.82 3.63
19:0 2 50 1.90 0.26 14.03 1.30 2.48

N = Niumero de cromatogramas realizados.

D.STD.= Desviacidén estandar.
C.V.= Coeficiente de variacion.

MIN.= Valor minimo.
MAX.=Valor maximo.




La figura No. 3 muestra 1los &4cidos grasos identificados

para K. rhinocescleromatis con base a la media de los tiempos de
retencién para cada uno de ellos expresado en porcentaje, en cada
barra se encuentra la desviacién estdndar asociada. Obsérvese
que a medida que pasa el tiempo del andlisis, aumenta también el
tiempo de retencién para cada &acido graso de tal manera que el
orden de elucién de los d4cidos grasos va relacionado con el
nimero de &tomos de carbono de cada componente de la muestra.
Siendo el &4cido graso dodecanoico el primero en eluir con un
tiempo de retencién (T.R.) de 42.32%, una desviacién estdndar
(D.S.) de 0.19 y un coeficiente de variacién (C.V.) de 0.44%;
el tetradecanoico con un T.R. de 68.82%, una D.S. de 0.22 y un
C.V. de 0.33%; pentadecanoico con un T.R. de 43.41%, una D.S. de
0.36 y un C.V. de 0.44%; el 3-hidroxitetradecanoico con un T.R.
de 89.09%, una D.S. de 0.36 y un C.V. de 0.41%; el cis-9-12-
hexadecenoico con un T.R. de 95.38%, una D.S. de 0.19 y un C.V.
de 0.20%; el cis-9-10-metilenehexadecanoico con un T.R. de
111.39%, una D.S. de 0.23 y un C.V. de 0.20%; el heptadecanoico
con un T.R. de 113.825, D.S. de 1.84 y un C.V. de 1.61%; el cis-
9-12-octadecenoico con un T.R. de 122.09%, una D.S. de 0.71 y un
C.V. de 0.58%; el trans-9-octadecenoico con un T.R. de 125.50%,
una D.S. de 0.22 y un C.V. de 0.18%; el octadecanoico con un T.R.
de 128.17%, una D.S. de 0.50 y un C.V. de 0.39%; y por udltimo el
cis-9-10 metileneoctadecanoico con un T.R. de 139.73%, una D.S.

de 0.66 y un C.V. de 0.47%.
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La figura No. 4 muestra los 4cidos grasos de K.
rhinoscleromatis con base a la media de las dreas de cada uno de
los acidos grasos identificados expresado en porcentaje. En cada
barra se asocia la desviacién esténdar. En orden de abundancia
se observa que los que registraron mayor drea fueron el trans-9-
octadecenoico (linoléico)_con un area de 58.90%, una D.S. de 9.35
y un C.V. de 15.87%; el cis-9-hexadecenoico (palmitoléico) con un
drea de 42.80%, una D.S. de 6.97 y un C.V. de 16.29%; y el cis-9-
10-metilenehexadecanoico con un 4&rea de 33.50%, una D.S. de 4.02

y un C.V. de 12.00%.

En cantidad moderada se detecté el &cido tetradecanoico
(miristico) con un 4rea de 10.40%, una D.S. de 2.40 y un C.V. de
23.22%. En pequenas cantidédes se detectaron los d4cidos 3-
hidroxitetradecanoico ( B-hidroximiristico ) con un &rea de
4.20%, una D.S. de 2.12 y un C.V. de 49.95%; el heptadecanoico
(margdrico) con un area de 3.50%, una D.S. de 0.49 y un C.V. de
14.07%; el dodecanoico (ldurico) con un drea de 3.20%, una D.S.
de 1.57 y un C.V. de 48.79%; el pentadecanoico con un 4&rea de
2.50%, una D.S. de 0.36 y un C.V. de 14.51%; y el octadecanoico
(estedrico) con un &4rea de 2.30%, una D.S. de 0.29 y un C.V. de
12.99%. Y en minimas cantidades se detectaron los &cidos cis-9-
10-metileneoctadecanoico con un 4rea de 1.90%, una D.S.de 0.26 y
un C.V. de 14.03%; y el cis-9-12-octadecenoico (linoléico) con un

4drea de 0.20%, una D.S. de 0.03 y un C.V. de 17.69%.
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La figura No. 5 conjunta los acidos grasos aislados para K.
rhinoscleromatis con base a sus tiempos de retencién y dreas,
resultando asi el perfil cromatografico de K. rhinoscleromatis

cuya huella o perfil es unico para ésta especie obtenido bajo las

condiciones citadas en la metodologia.
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FIGURA 3. COMPOSICION DE LOS ACIDOS GRASOS DE
Klebsiella rhinoscleromatis
CON BASE A SUS TIEMPOS DE RETENCION
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FIGURA 4. COMPOSICION DE LOS ACIDOS GRASOS DE

Klebsiella rhinoscleromatis
CON BASE A SUS AREAS
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FIGURA 5.

PERFIL CROMATOGRAFICO DE

Klebsiella rhinoscleromatis.

area normalizada

120

100

80

60

40

20

14:0

16:0

16:1°

17:0 4

17:0

|
!

18:2°'*

18:1°

19:0a
1

1 | 1

83 89 95 100 MM

113

I

1

122 125 128 139
tiempo de retencién normalizado




DISCUSION.

La evaluacién del andlisis de los &cidos grasos celulares de
K. rhinoscleromatis por cromatografia gas liquido como un
procedimiento rutinario de identificacién se realizé de una
manera cualitativa y cuantitativa, utilizando una columna capilar

de silice fundido.

Cabe mencionar que de los 26 &cidos grasos que proporciona
el estdndar (figura No.2), 12 fueron identificados como 4cidos
grasos caracteristicos de K. rhinoscleromatis citados de acuerdo
al orden de elucién (cuadro No. 1). Se observé que los 4cidos
grasos presentes en esta especie son del tipo de cadena lineal
saturada como es el dodecanoico, tetradecanoico, pentadecanoico,
hexadecanoico y heptadecanoico. Se presentaron también 4cidos
grasos insaturados con doble ligadura como el 4cido cis-
hexadecenoico, el cis-9-12-octadecenoico y el trans-9-
octadecenoico. En bacterias existen menos 4cidos grasos
saturados que en los organismos superiores, siendo a su vez de
composicién mds simple (35). De igual manera la columna capilar
permitié la resolucién de los ciclopropanos cis-9-10-metilene-
hexadecanoico y el cis-S5-i0-metileneoctadecanoico. La importancia
de éstos 4cidos radica en que su presencia en la membrana le
confiere un alto grado de flexibilidad ademds de estar implicados
en la estructura y estabilidad de éstas, e incluso la posibilidad

de formar mesosomas intracelulares (10) (33) (53) (54).
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Fué también posible la identificacién del &cido 3-hidroxi-
tetradecanoico que se caracteriza por presentar en su estructura
un grupo hidroxilo (OH) en posicién 3. La presencia de éste dcido
graso en K. rhinoscleromatis juega un papel importante, formando
parte de lipopolisacdridos como constituyentes del lipido A, los
cuales son componentes estructurales de la membrana externa
teniendo un alto valor diagnéstico para 1la identificacién de

enterobacterias (19) (28) (34).

De acuerdo con los tieméos de retencién (cuadro No.2) se
observé que los 4cidos grasos con una cadena carbonada corta
registraron tiempos de retencién menores, contrario a los &cidos
grasos de cadena carbonada larga que registraron un tiempo de
retencién mayor, de tal forma que el dcido dodecanoico (ldurico)
con una cadena lineal saturada de 12 &tomos de carbono fué el
primero en registrarse con un tiempo de retencién (T.R.) de
42.32%, le siguié el tetradecanoico con 14 atomos de carbono con
un T.R. de 68.82%, y asi sucesivamente dependiendo de la longitud
de la cadena carbonada hasta el cis-9-10-metileneoctadecanoico
con 18 atomos de carbono registrando un T.R. de 139.73%. De tal
modo que el tiempo de retencidén viene determinado por las
caracteristicas fisicas y quimicas de los componentes de 1la
muestra. Por lo tanto, los Acidos grasos con bajo peso molecular
son menos afines a la fase estacionaria de la columna por lo que
eluyen mds rdpidamente; de manera contraria, los dcidos de mayor
peso molecular muestran mayor afinidad registrando un tiempo de

retencién mayor (21) (43).
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De acuerdo con las 4reas obtenidas para cada uno de los
dcidos grasos identificados (cuadro No. 3) se encontro que los
dcidos grasos con mayor Area fueron el eldidico con una media
de 58.90%, el palmitoléico con una media de 42.80%, y el
margdrico con una media de 33.50%. Se registraron también en
bajas proporciones los &dcidos miristico con una media de 10.40%,
el laurico con una media de 3.20%, y el estedrico con una media

de 2.30%.

Varios autores reportan que 1los 4cidos grasos léurico,
miristico y estedrico junto al palmitico son caracteristicos de
la familia Enterobacteriaceae (3) (29) (53). De tal forma que la
presencia de éstos en K. rhinoscleromatis permiten incluirla

dentro de dicha familia.

Con respecto a los coeficientes de variacién que registaron
cada uno de los &4cidos grasos tanto para dreas y tiempos de
retencién (cuadros No. 2 y 3), se observé que en lo que se
refiere a los tiempos, no hubo variaciones significativas para
ningun &cido detectado, ubicédndose los valores por debajo del
20%.

Sin embargo, para el caso de las &reas, los &cidos léurico y
B-hidroximiristico registraron variaciones significativas con

valores del 48.79% y 49.95% respectivamente.

Se construyeron intervalos de confianza ( X%*2(S) ) con los
cuales fué posible establecer que de 50 cromatogramas realizados

del 92 al 100% caen dentro de los limites establecidos para los
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tiempos de retencién (ver anexo cuadro No. 4); y para las 4reas
del 94 a 98% (anexo cuadro No. 5). Esto nos permite establecer
que para la mayoria de 1los 4&acidos grasos 1la técnica es

reproducible.

La variacién que presentaron los 4cidos 1léurico y B-
hidroximiristico sugiere dos puntos importantes; uno de ellos
puede atribuirsele a sus propiedades quimicas, tal es el caso
del grupo OH que presenta el B-hidroximiristico lo cual 1le
confiere cierta inestabilidad quimica. Pués en el proceso de
hidrélisis éste tipo de dcidos son los mas afectados, aunado al

uso intensivo de columnas capilares (8) (28) (34) (39).

Por otro lado éstas variaciones precisan la importancia de
afinar detalles de 1la técnica y 1lo necesario de su
estandarizacién para obtener resultados confiables y de ésta
manera lograr una comparacién entre laboratorios dedicados a

éste tipo de andlisis.

Con base en la identificacién de 1los 4&cidos grasos de

K. rhinoscleromatis fué posible la construccién del perfil
lipfdico que serd utilizado como una huella quimica para la
determinacién de ésta bacteria en muestras ambientales (figura
No. 5). Este se obtuvo bajo las condiciones citadas en 1la
metodologia, tomando en cuenta que su reproducibilidad depende en
gran medida de las condiciones de operacién del equipo y de la

técnica del andlisis de la muestra.
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El arreglo de los &4cidos grasos estd influido por factores
de crecimiento, edad del cultivo, temperatura de incubacién y
concentracién del inéculo. Sin embargo controlando éstos y
estandarizando las condiciones de trabajo es posible contar con

una técnica precisa y eficiente (1) (45) (56).

A la fecha se han registrado trabajos a nivel de familia
donde se reportan perfiles de 4cidos grasos de especies de
Enterobacterias tal como Abel y colaboradores en 1962 quienes
trabajando con 6 especies de la familia, entre ellas E. coli,
Enterobacter freundi, E. aerogenes, E. cloacae, Proteus vulgaris,
Serratia marcescens y K. pneumoniae, muestran la similitud entre
éstas, indicando sus diferencias en las proporciones relativas de
sus &4cidos grasos representativos particularmente el C;q, C;9,
Cig Y C19, obteniendo también como 4cido graso de mayor &rea el
Ci¢ (palmitico). Asi también Boe y Gjerde en 1980 trabajando
igualmente con especies de la familia Enterobacteriaceae entre
ellas el género Klebsiella detecta los &dcidos C;,, el Cj¢ Y Cyg

sefnaldndolos como caracteristicos de ésta.
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CONCLUSIONES

Los datos obtenidos demuestran la eficiente resolucién y
buena separacién en la columna capilar de los 4&cidos
grasos, de cadena corta y ciclopropanos mostrando que
K. rhinoscleromatis puede ser definida por el perfil

cromatogrdfico, de sus 4cidos grasos celulares.

La presencia de 1los 4cidos grasos palmitico, estedrico,
lairico y miristico identificados en K. rhinoscleromatis,
caracteristicos de la familia Enterobacteriaceae representan
un alto valor taxonémico permitiendo asi la ubicacién de

ésta especie dentro de dicha familia.

Los resultados obtenidos muestran la versatilidad del método
Yy establece sus ventajas de ser rédpido y preciso,
permitiendo un andlisis cualitativo y cuantitativo
simultdneo, por 1lo que puede proponerse como un método
alternativo de identificacién y emplearse en un futuro como
una herramienta para determinar Enterobacterias en muestras

desconocidas.

Este método es utilizado rutinariamente en el Instituto de
Investigaciones del Agua en Praga Checoslovaquia y se
considera importante establecerlo en nuestro pais para
utilizarlo ademds de en muestras ambientales, en control de

calidad sanitario, clinico, veterinario e industrial.
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El perfil cromatogrdfico de los &cidos grasos obtenido para

Klebsiella rhinoscleromatis puede utilizarse como una huella

quimica caracteristica para su determinacién a partir de

bacterias tipo.
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ANEXO

SOLUCIONES

Solucién de formaldehido al 0.5%

Férmula:

formaldehido 0.5 mL
agua destilada 100 mL
Preparacién:

Medir con pipeta 0.5 mL de formaldehido Yy mezclarlos en 100

mL de agua destilada para tener una concentracién del 0.5%.

conservar en refrigeracién.

Solucién fisiologica de NaCl al 0.85%

Férmula:

cloruro de sodio 0.85 g
agua destilada 100 mL
Preparacién:

Pesar 0.85 gr de NaCl y disolverlos en 100 mL de agua

destilada, esterilizar a 15 1b / 15 min.

refrigeracién.

Solucién de metéxido de sodio ( Solucién A )

Férmula:
metanol 37 mL
metéxido de sodio 23 mL
benceno

Se conserva en
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Preparacién:

Medir con pipeta 37 mL de metanol y vertirlos a un matraz

voluméntrico de 100 mL, posteriormente se agregan 23 mL de
metéxido de sodio y se afora a 100 mL con benceno. Se

conserva en refrigeracién.

Solucién de metanol saturado con cloro gas ( Solucién B )

Férmula:

dcido clorhidrico conc. 30 nmL
dcido sulfurico conc. 30 mL
metanol 20-25 mL
Preparacioén:

En un matraz de bola se colocan 30 mL de &cido clorhidrico
concentrado, en un embudo de separacién se colocan 30
mL de &cido sulfudrico concentrado y en un tubo colector se
colocan de 20 a 25 mL de metanol.

Se hace reaccionar el &cido clorhidrico con el 4cido
sulfurico, recuperdndose los vapores del cloro en el tubo

colector gue contiene el metanol hasta un pH 4cido.

MEDIO DE CULTIVO

Agar nutritivo DIFCO

Férmula:

Bacto extracto de Carne 3.0 g
Bacto peptona 5.0 g
Bacto agar 15.0 g
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Preparacién:
Pesar 23 g de agar nutritivo y disolverlos en 1000 mL de
agua destilada, se calienta hasta completa disolucién y se

esteriliza a 15 1b / 15 min.
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CUADRO 4.

INTERVALOS DE CONFIANZA ESTABLECIDOS PARA
LOS TIEMPOS DE RETENCION DE CADA ACIDO GRASO
IDENTIFICADO EN Klebsiella rhinoscleromatis.

ACIDO LIMITE INFERIOR LIMITE SUPERIOR INTERVALO DE
GRASO CONFIANZA (%)
12:0 41.95 42.70 92 %
14:0 68.37 69.27 94 %
15:0 82.68 84.14 94 %
14:0 3-OH 88.35 89.82 94 %
16:1° 95.00 95.76 98 %
16:0 100.00 100.00 100 %
17:0 4 110.94 111.84 94 %
17:0 110.14 117.49 100 %
18:29:12 120.66 123.50 98 %
18:1° 125.06 125.94 100 %
18:0 127.17 129.17 98 %
19:0 » 138.40 141.05 96 %

« Los limites fueron establecidos como X *Z(S)




14

CUADRO 5.

INTERVALOS DE CONFIANZA ESTABLECIDOS
PARA LAS AREAS DE CADA ACIDO GRASO
IDENTIFICADO EN Klebsiella rhinoscleromatis.

ACIDO LIMITE INFERIOR LIMITE SUPERIOR INTERVALO DE
GRASO CONFIANZA (%)
12:0 0.08 6.30 94 %
14:0 5.565 15.18 94 %
15:0 1.77 3.22 96 %
14:0 3-OH 0.004 8.49 94 %
16:1° 28.86 56.76 94 %
16:0 100.00 100.00 100 %
17:04 25.49 41.59 98 %
17:0 2.51 4.48 96 %
18:29:12 0.11 0.23 96 %
18:1° 40.21 77.61 98 %
18:0 1.67 2.40 96 %
19:0 a 1.35 2.41 94 %

+ Los limites fueron establecidos como X*Z(S)
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