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RESUMEN

En 1963 se sugiriéd que el anélisis quimico de
microorganismos podria ser usado para su clasificacién.
Subsecuentemente, el andlisis cromatogréfico gas-liquido (CGL)
de la composicién de los &cidos grasos de bacterias se propone
como una prueba complementaria en la identificacién vy
clasificacién de una gran variedad de bacterias (1) (28).

La especie bacteriana utilizada en el presente trabajo fué
Klebsiella oxytoca cepa tipo ATCC 13182.

Para el andlisis fué& necesario la obtencién de la biomasa,
su centrifugacién, liofilizacién Y esterificacién,
posteriormente un andlisis cromatogr&fico seguido de un
andlisis estadistico. Con é&sto se determiné el perfil lipidico
con base a las diferencias cualitativas y cuantitativas de la
composicién de los Acidos grasos celulares por cromatografia
de gas-liquido.

El perfil 1lipidico mostré que 1los 4&cidos grasos
caracteristicos son el dodecanocico, tetradecancico, 3-
hidroxitetradecanoico, hexadecanoico, cis-9-10-metilenexadeca-
noico, heptadecancico, trans-9-octadecenoico, octadecancico y
cis-9-10-metilenoctadecancico.

Los resultados obtenidos por CGL de los &cidos grasos son
una muestra de que el método puede ser adaptado en
laboratorios clinicos para proveer un criterio adicional para
la identificacién de bacterias, gracias a la reproducibilidad
Yy sensibilidad del método.



INTRODUCCTION

En el &rea biolbégica, los microorganismos han jugado un
papel importante en el desarrollo de la investigacién, 1la
docencia y la tecnologia. Desde tiempos remotos existia ya el

interés en los microorganismos y su efecto en la salud pablica.

Uno de los objetivos principales del andlisis bacteriolégico
es la identificacién de los microorganismos aislados. Lo
anterior tiene el propbésito de ubicarlos en un taxén y el de

compararlos con nuevas especies aisladas (37).

IDENTIFICACION DE BACTERIAS

Los métodos tradicionales empleados en la identificacién de
microorganismos, se basan fundamentalmente en el estudio y
descripcién de las caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas
de cada grupo de microorganismos, sin embargo, el valor
taxonémico de dichos caracteres dependera de gque estos se
mantengan estables y de la capacidad del investigador para

interpretarlos y diferenciarlos (4) (11) (29) (37).

Apartir de la década de los 50’'s surge la posibilidad de
clasificar e identificar a los microorganismos con base a la
biologia molecular, a través de sus componentes celulares tanto
estructurales como funcionales, entre los gque encontramos ciertas
enzimas, el ADN, 1la composicién gquimica de membranas,
lipopolisacéridos, carbohidratos, proteinas y &cidos grasos entre

los mads usados (3) (22) (46).



LIPIDOSB

Los lipidos son los constituyentes de los seres vivos;
insolubles en agua, se extraen con solventes orgénicos, como son
el éter, cloroformo, alcohol, éter de perbleo, etc. Aunque los
lipidos son material energético y actGan como amortiguadores
fisicos y aisladores de temperatura, su funcién mds importante es
la de participar, asociados con proteinas y carbohidratos en la

composicién de las membranas celulares (39).

Los lipidos estan presentes en casi todas las bacterias, ya
que son componentes de la pared y parte fundamental en la
estructura de la membrana celular. Para fines de quimiotaxonomia
son analizados de acuerdo a su constitucién: compuestos de cadena

larga, isoprenoides y lipidos polares (15) (39) (46).

Los compuestos de cadena larga pueden ser divididos en dos
grupos: los &cidos grasos, cuyo nimero varia entre 12 y 20 &tomos
de carbono y el grupo de los &cidos micoliticos, los gque poseen

de 20 a 90 Atomos de carbono.

ACIDOS GRABOS8 CELULARES

Los Acidos grasos estan presentes en grandes cantidades como
componentes de la estructura de los lipidos, muy raramente se
presentan en forma libre (no esterificada) en las células. Son
dcidos monocarboxilicos cuyo radical alquilico representa una
estructura de hidrocarburo que puede ser lineal o ramificada. De

acuerdo a la ausencia o presencia de dobles ligaduras en su



estructura se dividen en &cidos grasos saturados e insaturados.

Los grupos méds importantes de bacterias Gram negativas, han
sido examinados en relacién a su composicién de &cidos grasos.
Son conocidos m&s de 50 tipos. Un organismo Gram negativo tipico
puede contener de 12 a 20 Acidos grasos en cantidades que van de
un 60 a 70 % del peso total y poseen uno o més de los siguientes
dcidos grasos: 4cidos grasos de cadena normal, monoinsaturados
sustituido con anillos ciclopropanos, hidroxilados en posicién 2
o 3, metilaciones y ramificaciones iso y anteiso. En algunos
casos los patrones de 1los 4&cidos grasos pueden ser
caracteristicos de un taxén particular a nivel de género y

especie como es el caso de las enterobacterias (3) (25) (38).

En la actualidad el anédlisis de lipidos en la taxonomia
bacteriana esti bien establecido y ha provisto de caracteristicas
adecuadas para ser empleadas en la clasificacién e identificacidén
de diversos grupos, ya gque son componentes de la célula
bacteriana gque se han logrado mantener geneticamente estables

a través del tiempo.

ANALISIS DE LIPIDOS POR CROMATOGRAFIA DE GAS-LIQUIDO

El andlisis de los lipidos por cromatografia de gas-1liquido,
como un método para identificar bacterias fue iniciado por James
y Martin en 1956 (30) (42) . Actualmente son varios los autores
gue estudian los diferentes métodos cromatograficos para el

andlisis de lipidos, fitilizando los ésteres metilicos de 1los



dcidos grasos; los cuales, son evaporados y removidos dentro de
una columna columna capilar que Gtliza un flujo de gas nitrégeno
o helio como gas acarreador. Los ésteres individuales emergen de
la columna en relacién al tiempo de retencién obteniendose un
cromatogrdma parecido a una huella digital. (13) (23) (25) (39)

(50) .

Se ha demostrado el valor que tiene ésta técnica para la
identificacién y clasificacién rdpida de una gran nQmero de
bacterias asi como para la diagnésis de microorganismos,
presentando ventajas como la sensibilidad, especificidad,
uniformidad, rapidez y reproducibilidad en la deteccién de
componentes bacterianos en concentraciones nanogrémicas,
permitiendo un andlisis cualitativo y cuantitative de manera
simultanea, aplicandose con é&xito en sectores de importancia
clinica, sanitaria, veterinaria y en la industria de la salud y

la alimentacién (1) (5) (24) (25) (43) (47) (58).

Hoy en dia para lograr una identificacién precisa son
empleadas mds de 50 pruebas bioquimicas, ademds de la aplicacién
de pruebas complementarias como son: la tipificacién serolégica,
fagotipificacién, y algunas otras pruebas como la determinacién
del contenido de bases en el ADN (G+C), hibridacidn,
electroforesis de proteinas y diferencias entre los
constituyentes tipicos de la pared celular, la membrana celular y

el citoplasma bacteriano (29) (44) (45).



Por esta razén, varios investigadores han tratado de
eliminar la laboriocidad y desventajas de los procedimientos
convencionales tratando de encontrar en la cromatografia de gas
liguido un método simple que provea, al menos la misma

informacién.

IMPORTANCIA DE LA FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE

La familia Enterobacteriaceae es uno de los grupos mas
importantes de bacterias encontradas en el tracto intestinal de
animales de sangre caliente. Integrados a este grupo,
encontramos a organismos caracteristicos del género Shigella sp.
Y Salmonella sp., los cuales tienen caracteristicas importantes,
como las de ser patdédgenos al hombre. Otros géneros son el de
Escherichia sp. y Enterobacter sp., cuyas caracteristicas radican
en ser organismos sapréfitos, representantes de 1la flora
intestinal normal del hombre, y que bajo circunstancias muy
excepcionales, causan infeccién. Dentro del grupo encontramos
organismos oportunistas que en ocasiones, pueden ser patégenos,

tal es el ejemplo del género Proteus sp. y Klebsiella sp. (3)
(9) (49).

En un principio, los organismos del género Klebsiella no se
consideraban organismos patégenos, pero desde hace 25 afios se han
incrementado las infecciones causadas por este género,

particularmente infecciones clinicas en pacientes hospitalizados.



CARACTERISBTICAS DEL GENERO KLEBSIELLA

Los organismos del género Klebsiella son bacterias
oportunistas que pueden causar infecciones. Las m&s comunes se
dan en el tracto urinario, de origen nosocomial, siendo el tracto
intestinal el reservorio principal, y las manos el vector de

transmisién (3) (9) (14) (51).

El género Klebsiella son bacilos Gram negativos de 0.3-1.0 x
0.6-6.0 um, de arreglos simples, pares o cadenas cortas,
presentan cédpsula, son no méviles, anaerébios facultativos, con
metabolismo respiratorio y fermentativo. Crecen en medio
extracto de carne produciendo colonias en forma de domo, de color
brillante en distinto grado, dependiendo de la composicién del

medio.

Presenta la siguiente ubicacién taxonémica:

Familia I. Enterobacteriaceae.
Tribu IV. Klebsiella.
Género V. Klebsiella.
1.- K. oxvtoca.

El habitat que presenta es el tracto respiratorio,
encontrandose en el intestino de animales y del hombre, asi como

en el suelo, polvo, aire y agua. (3) (9) (33) (49).



ANTECEDENTES- S

La cromatografia de gases en la actualidad es Gtilizada como
auxiliar en muchos campos de la investigacién cientifica. De un
tiempo a la fecha se han incrementado los estudios para dilucidar
los constituyentes de la célula bacteriana, especificamente el
contenido de los &cidos grasos, obteniendo con &sto un gran

avance en aspectos taxonémicos (5) (52).

Los primeros trabajos de cromatografia aplicada en 1la
investigacién, fueron los realizados por Tswett, M. (10) (56),
biogquimicos Rusos gque en 1906, describieron como la clorofila
podria ser separada de otros pigmentos presentes en las plantas,
empleando para ello una columna de carbonato de calcio con éter

de petrdleo; hasta 1931 se publica 1la técnica (35) (50).

En 1956 los investigadores James y Martin fueron los
primeros en trabajar con la cromatogrdfia de gases aplicada a la
microbiologia, determinaron los &cidos grasos de un extracto de

Pseudomonas aeruginosa utilizando para ésto diazometano y éter de

acetona (1) (30).

Mas tarde la clasificacién de microorganismos a través del
andlisis quimico de las células por cromatografia de gas fué
sugerido por Abel y colaboradores en 1963, quien es considerado
el fundador de una nueva direccién en la bacteriologia moderna al
sostener que los microorganismos pueden diferenciarse con base a
la composicién de sus &cidos grasos, introduciendo esta técnica

para determinar especies de la familia Enterobacteriaceae (1) (58).



En los afios 60’s se utiliza la técnica para diferenciar
grupos bacterianos como lo demuestran los trabajos de Kaneda en
1967 guien trabajé con especies del género Bacillus (34); Brook
y colaboradores con ayuda de la técnica de cromatografia de gases
logran la diferenciacién de 2 especies del género Clostridium

(6).

En la primera mitad de la década de los 70’s Amstein y
Hartman determinaron los &cidos grasos del género Enterococcus y

obtuvieron el patrén lipidice (2).

Boe y Hausler en los 80’s siguen desarrollando la técnica de
cromatografia de gases con el fin de establecer el patrén de los
d&cidos grasos para emplearlos como una herramienta en 1la
identificacién y clasificacién de ciertos representantes de la
familia Enterobacteriaceae (4) (22). De igual modo Bousfield y
colaboradores (5), Cookson (7), Guerrat y colaboradores (21),

Hausler (22) (24), Janzen (32) y Lechevalier (38).

A finales de los 80’s con el desarrollo de los métodos de
andlisis de los lipidos por medio de la cromatografia de gases se
logra advertir gue la composicién de los &cidos grasos se ve
afectada de manera cualitativa y cuantitativa por paréametros
experimentales bajo los cuales se desarrollan los microorganismos
como son la naturaleza del medio y las condiciones del cultivo
(edad del cultivo, sustrato utilizado, temperatura de incubacién,

pPH e inéculo) (1) (10) (12) (16) (17) (48) (57).



En la década de los 90’s los estudios que se desarrollan en
esta drea tienen como objetivo el estandarizar los parémetros de
crecimiento para cada uno de los grupos bacterianos, asi como la
variacién den la presencia y concentracién de los &cidos grasos

de cada grupo bacteriano (13) (53) (54) (55).
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JUBTIPFPFICACION

Los métodos desarrollados para la identificacién de
microorganismos se basan en el andlisis de sus caracteristicas

fisicoquimicas.

El andlisis cromatografico gas-liquido (CGL) de 1los A&cidos
grasos es propuesto apartir de los 50’s como una una alternativa

en la identificacién y clasificacién de bacterias (28).

La familia Enterobacteriaceae estd formada por un grupo de
microorganismos causantes de un gran namero de infecciones al
hombre, algunas veces producen la muerte. Dada la importancia que
representa este grupo en 1la salud, la implementacién de
métodos para la determinacién répida y precisa de estos
microorganismos serd un gran avance en el control y prevencidn de

enfermedades de este origen.

El presente estudio se realizd en la Unidad de Investigacién
Interdiciplinaria de Ciencias de 1la Salud y Educacién
(U.I.I.C.S.E.) dentro de 1los objetivos del proyecto de
Conservacién y Mejoramiento del Ambiente (CyMA) en la Escuela
Nacional de Estudios Profesionales Iztacala (E.N.E.P.I.),
U.N.A.M. La estandarizacién del método por cromatografia de
gases, permitir& utilizarla como una técnica rutinaria para 1la
determinacién de bacterias; para ello es necesario contar con los
perfiles cromatogréficos de las principales especies de la
familia Enterobacteriaceae. El1 objetivo principal fue 1la

obtencién del perfil 1lipidico de Klebsiella oxytoca para ser

11



evaluado como un método rédpido y que en un futuro pueda ser
empleado de manera rutinaria en la determinacién de bacterias
aisladas de fuentes que hayan tenido contacto con materia fecal

de animales de sangre caliente.

12



OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL:

Aplicacién del método por Cromatografia gas-liquido para 1la

identificacién de 1los @&cidos grasos celulares totales de

Klebsiella oxytoca.

OBJETIVO PARTICULAR:

Obtencién del perfil cromatogrdfico de los A&cidos grasos

celulares totales de Klebsiella oxytoca.

13



MATERTIALES S Y M ETODO
Microorganismo y Cultivo:

La especie bacteriana usada en el presente estudio fue
Klebsiella oxytoca (13182) obtenida directamente del American
Type Culture Collection (ATCC), cultivada y mantenida en Agar
Nutritivo. La cepa fue 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
incubdndolo a 37 °C por 24 h. De este cultivo se resembrdé 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 diadmetro con 25 ml de medio nutritivo.
Cosecha Bacteriana

Para la cosecha de bacterias se utilizé una solucidén 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 1lbs/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 realizdé con la finalidad de fijar y cosechar 1la

bacteria.

14



El contenido de 2 cajas de Petri (10 ml) fue 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 con la cosecha bacteriana se
procedié a centrifugarlos a 15 000 rpm/10 min a una temperatura

de 4 °C.

El sobrenadante del primer centrifugadoc fue desechado,
agregando posteriormente 5 ml de solucidén fisiolégica de cloruro
de sodio 0.85% con la finalidad de realizar un lavado. Este

proceso se repitidé una vez mds bajo las mismas condiciones.

Al término del proceso de centrifugacién, el paquete celular
obtenido fue transferido a frascos viales previamente lavados con
hexano y secados en estufa. La transferencia del paguete celular
se realizé 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 la

liofilizacidn.

Liofilizacién

El paquete celular obtenido se liofilizé a =50 °C. Este
proceso de liofilizacién se llevd a cabo en un lapso de 3 h. con
un vacio total. Para un secado méds rapido la muestra se congeld

previamente empleando hielo seco y acetona (26).

15



Esterificacién

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

muestra, agitadndose posteriormente por 5 min.

La extraccién de los ésteres metilicos se realizé
adicionando 1 ml de hexano manteniendo las muestras en agitacién
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
Gltimo para extraer el agua gue ailin 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 empleé un flujo
de gas nitrégeno hasta obtener un volimen final de 10 ul. Con
una microjeringa se tomé 1 pl y se inyecté en el cromatégrafo

gas-liquido.

16



Andlisis Cromatografico

1 upl 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 fue 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. (figura No.1)

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

4reas se registraron en un integrador HP (Hewlett Packard).

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

longitud.

Andlisis estadistico

Una vez determinados los picos de importancia en el

cromatograma se procedié al procesamiento de la informacién.

Este proceso se inicié con la normalizacién de los datos
obtenidos, transformando los valores numéricos de 4reas y tiempos
en porcentajes en relacién a un dato base de &rea y tiempo,

tomando como referencia el 100% para aquel &cido graso con el
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drea mds alta, asociindose asi mismo el tiempo. Una vez obtenidos
los datos normalizados se procedié a ordenarlos y a graficarlos

para las 38 repeticiones realizadas.

Posteriormente se calcularon 1las siguientes medidas
descriptivas: media aritmética, desviaciédn estandar y coeficiente
de variacién, valores maximos y minimos e intervalos de confianza
para cada una de las areas y tiempos de retencidn de los picos de
los acidos grasos; se construyeron grificas de barras con base en

los valores obtenidos de cada &cido 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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RESULTADOSB.

La figura No. 2 muestra un cromatograma de una mezcla
estandar de metilésteres de los &cidos grasos para la familia
Enterobacteriaceae, SUPELCO Cat. No. 4-7080 Lote LA 26756 10
mg/ml. E1 andlisis del estandar y de las 38 muestras de cultivo

de Klebsjella oxytoca fueron procesadas por una columna capilar

de silice fundido.

Para valorar el andlisis cromatogrdfico de los &cidos grasos
como una técnica en la identificacién de bacterias, los
resultados fueron analizados de manera cualitativa vy

cuantitativa.

El cuadro No. 1 resume la composicién de los &cidos grasos
para Klebsiella oxytoca los cuales fueron identificados con base
a la comparacidén de cada uno de los cromatogramas con el estéandar
de los metilésteres de los &cidos grasos; estableciendose 1la
presencia de 11 4&cidos: (12:0) dodecanoico, (14:0)
tetradecancico, (15:0) pentadecanoico, (3-OH 14:0) 3 Hidroxi-
tetradecanoico, (16:19) cis-9-hexadecanocico, (16:0)
hexadecanoico, (17:0 ) cis-9-10-metilenehexadecanocico, (17:0)
heptadecanoico, (18:19) trans-9-octadecencico, (18:0)

octadecanoico, (19:0 ) cis-9-10-metileneoctadecanocico.

El &nalisis estadistico de media aritmética, desviacién
estandar (D.S.) y coeficiente de variacién (C.V.) y valores
maximos/minimos (MAX) (MIN) para las @&reas Y tiempos de

retenciédn normalizados de cada uno de los Acidos grasos presentes
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en K. oxytoca se muestran en los cuadros No. 2 y 3
respectivamente. Los valores fueron obtenidos con base a 38

determinaciones.

La figura No. 3 muestra los promedios de los tiempos de
retencién para cada uno de los Acidos grasos identificados en K.
oxytoca, expresados en porcentaje, asociandole la desviacién
estandar. El primer &cido en eluir fue el dodecancico con un
tiempo de retencién (T.R.) de 42.82 %, una desviacién estandar
(D.S.) de 0.23 % y un coeficiente de variacién (C.V.) de 0.54 %,
le siguié el tetradecancicoe con un T.R. de 69.74 %, una D.S. de
3.27 % y un C.V. de 4.69 %, después el pentadecanoico, con un
T.R. de 84.15 %, una D.S. de 0.33 % y un C.V. de 0.39 §, el 3-
Hidroxitetradecanoico con un T.R. de 89.60 %, wuna D.S. de 0.36 %
Y un C.V. de 0.40 %; le siguié el cis-9-hexadecenio con un T.R.
de 95.53 %, una D.S. de 0.40 % y un C.V. de 0.42 %; el cis-9-10-
metilenehexadecanoico con un T.R. de 111.92 %, wuna D.S. de 0.12
£y un C.V. de 0.11 %; el heptadecancico con un T.R. de 114.26
%, una D.S. de 0.34 % y un C.V. de 0.30%; le siguié el cis-9-
octadecencico con un T.R. de 125.44 %, una D.S. de 0.28 $ y un
C.V. de 0.22 %; el octadecanoico con un T.R. de 128.90 %, una
D.S. de 0.46 ¥ y un C.V. de 0.36 %; y el Gltimo en eluir el cis-
9-10-metileneoctadecanoico con un T.R. de 140.79 %, una D.S. de

0.36 % y un C.V. de 0.25 %.
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CONAARMLN
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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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ACIDO GRASO NOMBRE SISTEMATICO NOMBRE COMUN

C 12:0 Dodecanoico Laurico

C 14:.0 Tetradecanoico Miristico

C 15:0 Pentadecanoico

C 14:.0 3-OH 3-Hidroxitetradecanoico B -Hidroxi
miristico

c 16:1° Cis-9-hexadecenoico Palmitoléico

C 16:0 Hexadecanoico Palmitico

C 17:0a Cis-9-10-metilenehexadecanoico

Cc 17:0 Heptadecanoico Margérico

c 18:1° Trans-9-octadecenoico Elaidico

C 18:0 Octadecanoico Estearico

C 19:0a Cis-9-10-metileneoctadecanoico

CUADRO 1. PRINCIPALES ACIDOS GRASOS AISLADOS EN Klebsiella oxytoca
SEGUN EL ORDEN DE ELUCION A TRAVES DE LA COLUMNA DE
CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO.



ve

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

12:0 38 42.82 0.23 0.54 42.23 43.22
14:0 38 69.74 3.27 4.69 64.60 88.75
15:0 38 84.15 0.33 0.39 83.15 84.61
14.0 3-OH 38 89.60 0.36 0.40 88.50 90.10
16:1° 38 956.53 0.40 0.42 94.59 97.36
16:0 38 100.00 0 0 100.00 100.00
17:0.4 38 111.92 0.12 0.11 111.67 112.14
17:0 38 114.26 0.34 0.30 113.30 114.84
18:1° 38 125.44 0.28 0.22 124.61 125.90
18:0 38 128.90 0.46 0.36 127.54 129.62
19:04 38 140.79 0.36 0.25 139.97 141.48

CUADRO 2. MEDIDAS DESCRIPTIVAS DE LOS TIEMPOS DE RETENCION DE CADA

ACIDO GRASO EN Klebsiella oxytoca.

N = Numero de cromatogramas realizados,
D.STD.= Desviaciéon estandar,
C.V.= Coeficiente de variacion,

MIN.=Valor minimo,

MAX.= Valor maximo.




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

12:0 38 1.52 0.95 62.85 0.56 4.07
14:0 38 7.96 2.76 34.73 2.99 14.23
15:0 38 “3.82 1.0 26.17 2.66 6.35
14:0 3-OH 38 2.57 2.40 93.45 0.45 9.11
16:19 38 19.49 6.92 35.52 0.14 45.08
16:0 38 100.00 0 0O 100.00 100.00
17:0a 38 55.88 12.76 22.84 38.02 90.73
17:0 38 2.80 1.27 45.21 1.38 8.51
18:1° 38 28.25 9.92 35.11 11.02 68.68
18:0 38 1.97 0.61 30.80 1.05 4.67
19:0a 38 16.53 9.07 54.88 5.66 4411

CUADRO 3. MEDIDAS DESCRIPTIVAS DE LAS AREAS DE CADA ACIDO GRASO

x4

EN Klebsiella oxytoca.

N = Numero de cromatogramas realizados.
D.STD.= Desviacién estandar.
C.V.= Coeficiente de variacion.

MIN.= Valor minimo.
MAX.=Valor maximo.
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FIGURA 3. COMPOSICION DE LOS ACIDOS GRASOS DE Klebsiella oxytoca
CON BASE A SUS TIEMPOS DE RETENCION.

* El tiempo de cada acido graso fué obtenido como la mediade 38 cromatogramas.



En la figura No. 4 se muestra la composicién de los &cidos
grasos identificados de K. oxytoca con base a las A4reas. Los
valores son expresados en porcentaje asociando la desviacién
estandar para cada &cido graso. En orden de abundancia se
observé el dcido cis-9-10-metilenehexadecanoico con una &rea (A)
del 55.88 % y un coeficiente de variacién (C.V.) de 22.84 %, le
sigue el trans-9-octadecanocico con una A de 28.25 % y un C.V. de
35.11 %, el siguiente es el cis-9-hexadecenocico con una A de
19.49 % y un C.V. de 35.52 % fueron los mas abundantes. En
proporcién intermedia se encontré el Acido tetradecanoico con una
A de 7.96 % Yy un C.V. de 34.73 %, posteriormente el
pentadecancico con una A de 3.82 ¥ y un C.V. de 26.17 %, le
sigue el heptadecancico con una A de 2.80 % y un C.V. de 45.21
%, el S-Bidroxitotrldgunoico con una A de 2.57 % y un C.V. de
93.45 % y por filtimo el dodecancico con una A de 1.52 % y un C.V.

62.85 %.

La figura No. 5 muestra el perfil cromatogrdfico de K.
oxytoca, con base a la identificacién de los &cidos grasos
determinados en esta especie, donde se relacionan el &rea de
cada &cido graso y su tiempo de retencién. Es importante aclarar
que este perfil se obtuvo bajo las condiciones citadas en el

método.
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FIGURA 4. COMPOSICION DE LOS ACIDOS GRASOS DE Klebsiella oxytoca
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* El area de cada acido graso fué obtenida como la media de 38 cromatogramas.
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DISCUSBION.

En Klebsiella oxytoca se establecié la presencia de 11

dcidos grasos celulares (cuadro No. 1), la secuencia de
aparicién de cada uno de estos &cidos grasos corresponde al orden

en que eluyeron a través de la columna capilar.

Para la Familia Enterobacteriaceae los &cidos grasos
liurico (dodecanoico), miristico (tetradecanoico), palmitico
(hexadecanoico) y estedérico (trans-9-octadecenocico) se han
identificado como caracteristicos; de tal manera la presencia de

estos 4&cidos grasos en Klebisella oxytoca, permitieron ubicarla

dentro de dicha familia (1) (4) (55).

El tiempo de retenciédn para cada uno de los A&cidos grasos
estd determinado por sus caracteristicas (19) (27), los &cidos
grasos de bajo peso molecular son los que eluyen mias rdpido dada
la menor afinidad que tienen con la fase estacionaria de 1la
columna, contrario a los que presentan mayor peso molecular, los
cuales son mds afines y por lo tanto se retienen méds tiempo (20)
(41).

Para los &cidos grasos identificados en K. oxytoca los que
presentan una cadena lineal corta mostraron bajos tiempos de
retencidédn, mientras que los &cidos grasos de cadena larga
presentaron un mayor tiempo (figura No. 2) eluyendo de 1la
siguiente manera: el dodecancico con 12 &Atomos de carbono, le
siguio el &cido tetradecanocico formado por 14 &tomos de carbono
en cadena lineal y asi susesivamente hasta el cis9-10-

metilenoctadecanoico que fue el Gltimo en eluir.

30



Con respecto a las &reas (figura No. 3) los &cidos grasos
que registraron una mayor proporcién fueron: el cis-9-10-
metilenehexadecanoico y el A&cido elaidico. En cantidades
intermedias se registraron el palmitoleico y el cis-9-10
metileneoctadecanocico. En pequefias cantidades se registaron el

4cido miristico, el estefirico y el &cido léurico.

El A4cido graso con mayor &rea fue el palmitico
(hexadecanoico) y se tomd como dato referente para la
normalizacién para el resto de 1los &cidos identificados
asignandole el 100 % de A4rea. Este &cido graso ha sido
identificado por varios investigadores entre ellos Bge y Gjarde
(4) y Hausler (23) guienes lo reportan como un elemento
caracteristico de la familia Enterobacteriaceae y el més

abundante en bacterias.

En los coeficientes de variacién obtenidos para los tiempos
de retencién (cuadro No. 2) se observd gque los valores
registrados son muy constantes y no muestran variaciones
significativas, ubicandose por debajo del 1 %, excepto el
tetradecanocico que registro un valor de 4.69 % el cual no es

considerado como un valor significativo.

Sin embargo para los valores de las &reas (cuadro No. 3) los
dcidos grasos gque registraron variaciones significativas fueron
el &cido B-hidroximiristico con un C.V. de 93.45%, el 1léurico
con un C.V. de 62.85% y el cis-9-10-metilenecoctadecanoico con un

C.V. de 54.88%.
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Estas variaciones puede ser atribuida en parte a 1la
estructura quimica de cada &cido, tal es el caso del 3-
hidroxitetradecanoico que cuenta con un radical OH, confiriendole
una inestabilidad quimica, pués en el proceso de hidrélisis son
los mis afectados, aunado al uso continuo de la columna capilar
(10) (12) (31) (40); por otro lado es importante mencionar que el
andlisis cromatogrifico para esta especie fue uno de los primeros
en realizarse dentro del proyecto Conservacién y Mejoramiento del
Ambiente en el laboratorio de bacteriologia, en el cual no se
controlaron los flujos de los gases del cromatografo y no se
estandarizé el peso de la biomasa bactertiana a esterificar, de
alguna manera, estos factores pudieron influir en los resultados
obtenidos, de ahi la importancia en controlar y estandarizar cada

uno de las variables en el método cromatogrdfico.

Se establecieron intervalos de confianza X*2(S) y se
observdé que de 38 cromatogramas realizados para K. oxytoca
respecto a los tiempos de retencién el 97 % caen dentro de los
limites establecidos. Mientras que para las &reas del 92 % al 97%
caen en los 1limites. Para los A4cidos grasos léurico, 3-
hidroxitetradecanocico y cis-9-10-metileneocctadecanoico, no fue
posible la construccién de los intervalos, ya que mostraron una

alta variabilidad durante el andlisis (ver anexo).

El perfil cromatogrdafico obtenido (figura No. 4) para
K. oxytoca representa los &cidos grasos caracteristicos de esta
especie. Se observa la presencia de &cidos grasos de cadena

lineal saturada, tales como el liurico, miristico,
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pentadecanoico, palmitoléico, margérico y octadecanoico. Se
detectaron &cidos grasos insaturados con doble ligadura como el
trans-9-octadecencico, y &cidos ciclopropanos como el cis 9-10-
metilenehexadecancico y el cis-9-10-metileneoctadecancico, asi
como la obtencién de un hidroxi&cido, el 3-hidroxitetradecanocico.
Estos 4cidos grasos en K. oxytoca le confieren flexibilidad,
estructura y estabilidad a las membranas (8) (55). Los
hidroxidcidos son caracteristicos de los lipopolisacéridos
constituyentes del lipido A y componentes estructurales de 1la

membrana externa (36) (55).

Los resultados obtenidos nos permiten sugerir que la técnica
cromatogr&fica ofrece una buena sensibilidad para el andlisis de
los &cidos grasos y su reproducibilidad depende del tipo de &cido

gue se analice.

A la fecha son pocos los trabajos reportados utilizando el
andlisis de lipidos en K. oxytoca; se pueden citar los realizados
por Hausler (23), algunos otros solo hacen inferencia a 1la
familia Enterobacetriaceae de manera muy general, como los que
reporta Abel y colaboradores (1); ellos demostraron la presencia
de los A&cidos grasos Cj33, C12, €14, €15/ €16+ €17, €18+ C19: C20:
para Escherichia coli, Serratia marcescens, Proteus vulgaris,
Enterobacter freundi, Arthrobacter cloacae y Klebsiella aerogenes
(K. pneumonae); las diferencias gque se presentan radican

solamente en las cantidades relativas de los &cidos Cjig, Ci7, Cig

Y Cig-
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CONCLUSIONMNES S

El analisis por cromatografia gas-liquido de constituyentes
quimicos, tiene un alto potencial, como un método répido y
altamente reproducible en la determinacidén de estos

microorganismos.

El andlisis de los &cidos grasos por cromatogarfia de gas-
liguido, es un método gque puede ser adoptado por
laboratorios clinicos, sanitarios y biotecnolégicos como una

alternativa en la diferenciacién de grupos bacterianos.

El uso de la cromatografia gas liquido combinado con un
método rapido de extraccién de los &cidos grasos, ofrece

ventajas de velocidad y simplicidad en la determinacién de

bacterias.
Klebsiella oxytoca puede ser determinada a través del perfil

lipidico de sus &cidos grasos celulares totales, por el

método de cromatografia de gas-liquido.
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ANEIXO
BOLUCIONES

Bolucidn de formaldehido al 0.5%

Férmula:
formaldehido 0.5 ml

agua destilada 100 ml

Preparacién:
Medir con pipeta 0.5 ml de formaldehido y mezclarlos en 100
ml de agua destilada para tener una concentracién del 0.5%.

conservar en refrigeracién.

Bolucién fisiologica de NacCl 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 1lb / 15 min. Se conserva en

refrigeracién.

8olucién de metéxido de sodic ( Bolucién A )

Férmula:

metanol 37 ml
metéxido de sodio 23 ml
benceno
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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
metbéxido de sodio y se afora a 100 con benceno. Se conserva

en refrigeracién.

8olucién de metanol saturado con cloro gas ( 8olucién B )

Férmula:

dcido clorhidrico conc. 30 ml
dcido sulfGrico conc. 30 ml
metanol 20-25 ml
Preparacidn:

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

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

colector que contiene el metanol hasta un pH A&cido.

MEDIO DE CULTIVO

Agar nutritive 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 1lb / 15 min.
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ACIDO  LIMITE INFERIOR LIMITE SUPERIOR INTERVALO DE
GRASO CONFIANZA (%)
14:0 63.20 76.28 97 %
15:0 83.49 84.81 97 %
16:1° 94.73 96.33 94 %
16:0 100.00 100.00 100 %
17:0a 111.68 112.16 97 %
17:0 113.58 114.94 97 %
18:19 124.88 126.00 97 %
18:0 127.98 129.82 97 %

9V

CUADRO 4. INTERVALOS DE CONFIANZA ESTABLECIDOS PARA LOS TIEMPOS DE
RETENCION DE CADA ACIDO GRASO EN Klebsiella oxytoca.

« Los limites fueron establecidos como X *2(S)



LY

ACIDO  LIMITE INFERIOR LIMITE SUPERIOR INTERVALO DE
GRASO CONFIANZA (%)
14:0 2.44 13.48 92 %
15:0 1.82 5.82 97 %
16:1° 5.65 33.33 94 %
16:0 100.00 100.00 100 %
17:0a 30.36 81.41 94 %
17:0 0.26 5.34 97 %
18:19 8.41 48.09 94 %
18:0 0.75 3.19 97 %

CUADRO 5. INTERVALOS DE CONFIANZA ESTABLECIDOS PARA LAS AREAS DE CADA

ACIDO GRASO EN Klebsiella oxytoca.

+ Los limites fueron establecidos como X *2(S)
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