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ANALISIS DE LA VARIACIQN INTERESPECIFICA BACTERIANA
DE 1.OS ESTERES METILICOS DE LOS ACIDOS GRASOS
EN CINCO ESPECIES DE Klebsiella

...the sure and definite determina-
tion (of species of bacteria ) requires
so much time, so much acumen of eye
and judgement, so much of persever-

ance and patience that there is hardly
anything else so difficult—Mueller



Resumen

Los sistemas tradicionales de identificacién se basan en la actividad metabdlica de la
bacteria. La tipificacién, serologia, fagotipia, produccién de bacteriocinas y recientemente
los métodos moleculares, no son suficientemente discriminatorios y reproducibles en
particular cuando se aplican en estudios epidemioldgicos. Con relacién a esto,
constantemente se proponen y desarrollan nuevos procedimientos que mejoren los
resultados. Eb perfil de &acidos grasos permite realizar anélisis cuantitativos, lo que
previene de interpretaciones subjetivas y de este modo establecer de manera mas precisa
la clonalidad de los microorganismos.

Recientemente ha ccobrado importancia y se estd recomendando con mayor

frecuencia el uso del andlisis de los ésteres metilicos de los &cidos grasos, en la
identificacion de microorganismos, y como una herramienta Giil en estudios
epidemiolégicos de enfermedades de plantas y animales. La técnica cromatogréafica es
altamente reproducible, no compleja y con un bajo costo por muestra, estos atributos le
confieren caracteristicas especiales y tornan mas atractivo el uso de esta técnica.
Es posibie observar que Klebsiella spp., presenta dos habitats comunes; uno en el
ambiente, en donde se presenta en diferentes tipos de agua {superficiales o de desscho},
plantas y suele, y otro en el epitelio del hombre y animales. Desde el punto de vista
epidemiolégico Klebsiella spp. es un patégeno oportunista que causa infecciones
intrahospitalarias. La identificacién de la bacteria no es complicada, sin embargo, es dificil
de establecer en donde se origina la diseminacidon. Con base en lo anterior es necesario
tener un procedimiento répide vy confiable para identificar las caracteristicas de la bacteria
en un brote hospitalario. En este estudio se muestran resultados que permiten concluir
como los perfiles de 4cidos grasos determinados por cromatografia de gases pueden
utilizarse para identificar y caracterizar especies de Klebsiella de diferente origen.
Mediante pruebas estadisticas, se pudo observar que por lo menos se requieren 30
repeticiones de los ensayos para validar el método. También se determindé que diez
diferentes acidos grasos de los tipos saturados, insaturados y ciclopropanos, asi como su
abundancia relativa, fueron constantes en las cinco especies estudiadas de Klebsiella.
Asimismo mostraron que el acido palmitico (C16:0) y los acidos insaturadoes fueron
constantes en las especies estudiadas de Klebsiella. Los perfiles de éacidos grasos
obtenidos de especies clinicas y ambientales coincidieron con aquellos determinados en
las cepas de referencia {ATCC).

Estas observaciones se confirmaron al utilizar el analisis de correlacién de Pearson,
que permite distinguir las diferencias o la asociacion entre especies microbianas. Los
resultados también muestran la asociacién entre especies ambientales de K. pneumoniae
v K. rhinoscleromatis. Desde un punto de vista aplicativo, se propone el uso de perfiles
de 4cidos grasos para caracterizar y determinar el origen clonal de las especies de
Klebsiella, principalmente en estudios epidemioidgicos durante brotes intrahospitalarios.



Summary

Bacterial characterization is performed using different procedures. However, some of
these are not sufficient for a definitive identification. The fatty acids profile of bacteria is
a procedure that permits identification and establishment of the clonal origin of micro-
organisms. Some bacteria such as Klebsiella are found both, in the environment, and in
human or animal hosts. Epidemiological studies show that Klebsiella spp. is an
opportunistic pathogen that causes nosocomial infections. Bacterial identification is not
complicated; however, the dissemination origin of it in a hospital is difficult to establish.
for this reason it is necessary to have a procedure to identify specific and particular
characteristics of the bacteria during a hospital outbreak. In this study results are
presented that show the fatty acids profiles as determined by gas chromatography could
be used to identify and characterize Klebsieila strains of different origin. Using statistical
analysis, it was observed that a minimum of 30 repetitions of the assay are necessary to
consider the method valid. Also it was found that ten different fatty acids of the varieties
saturated, unsaturated and ciclopropane and his relate abundance were constant in the 5
species of Klebsiella studied. The faity acids profiles obtained in the clinical and
environmental stains of Klebsiella were similar to those determined in the Kiebsiella
reference strains. These observations were confirmed using the Pearson’s correlation
analysis. The results obtained showed that there exists an association between
environmental species of K. pneumoniae and K. rhinoscleromatis. The results aiso
showed that palmitic acid {C16:0} and the unsaturated fatty acid were constant in the
Klebsiella species studied. These results permit the use of fatty acid profiles to
characterize and determine the clonal origin of Klebsiefla species, specially n
epidemiological studies during intrahospital outbreaks.



1. Introduccién

\létodos de identificacion de bacterias

=l procedimiento ideal para la identificacion de microorganismos no siempre es posible,
varticularmente con géneros o especies que no son susceptibles de ser caracterizadas por
oruebas bioquimicas de uso rutinario. Cada vez es mas comun el empleo de procedimientos
rasados en detectar composiciones bioquimicas particulares para realizar una identificacién
méas precisa. Los perfiles electroforéticos de proteinas, ios patrones de lipidos o el andlisis
ie DNA son algunos de los métodos que en la actualidad se emplean para ia
saracterizacién de microorganismos (Bottger, 1996).

En afos recientes se ha hecho un esfuerzo para acelerar y simplificar fa identificacién
sacteriana via la introduccién de micropruebas comerciales, como el sistema gue utiliza un
ndice de Perfiles Analiticos (“Analitical Profile Index”, API), en el cual se corren 20
micropruebas bioguimicas que permiten una automatizacién parcial de los procesos vy la
aplicacidén de métodos por computadora. Este tipo de identificacién aun resulta complicado
/, en algunos casos, no es totalmente confiable, pues se basa siempre en el mismo
orincipio: la observacion de las propiedades bioguimicas de los microorganismos al utilizar
sustratos que denotan la presencia o ausencia de una ruta metabdlica vy de la cual se
Hbtiene informacidon de tipo cualitativa (Holmes, 1878 y 1994),

Los métodos moleculares no son siempre accesibles para muchos laboratorios,
jebido a su alto costo, por esta razén, varios autores {Hausler y Richter, 1983; Sasser,
1990 y Welch, 1991) han tratado de reducir la laboriosidad y desventajas de los
srocedimientos convencionales y buscan reemplazarlos por métodos simples que provean,
sin embargo, el mismo tipo de informacién, lo que de alguna manera reinicializa la
dentificacién, centrando la atencidén en las sustancias estructurales o metabdlicas comunes

3 la mayoria de los microorganismos (Siegel, 1997).



Estos intentos se basan en la aplicacidn de nuevos métodos analiticos y de
separacion, especialmente de cromatografia liquida y de gas, espectrometria de masas,
electroforesis y espectrometria en el intervalo del infrarrojo. Asi, el desarrollo de la
instrumentacién y automatizacion de dichos procesos analiticos permite una perfecta
separacion de los posibles componentes de ia muestra analizada con una minima demanda
de tiempo y con una expresion cuantitativa segura, La aplicacion practica de estos métodos
en el campo de la taxonomia se denomina guimiotaxonomia (Drucker y Owen, 1973;
Drucker,1974).

Contrariamente a la mayorfa de las pruebas bioquimicas, cuyos resultados sélo se
expresan {como presencia © ausencia), la quimiotaxonomia no sdélo sirve para la
determinacién de cualidades, sino también de cantidades; esto significa que el dmbito de
infarmacidn obtenida por un simple andlisis es considerablemente mayor. Por ejemplo,
iimicas con respuestas positivas o negativas pueden dar al menos 32
combinaciones, en cambio cinco componentes determinados por cromatografia de gases,
con solo 10 diferentes valores, nos proveen de 100,000 combinaciones. Por esta razén, se
dice que los métodos usados en quimiotaxonomia no sélo son métodos rapidos, sino
fundamentaimente exactos, inalterables y con resultados gque pueden procesarse
numéricamente {Cecchini y O'Brien, 1968, Springer ef al., 1996).

"El objeto de interés de los métodos en quimiotaxonomia es que pueden estar
basados en las diferentes estructuras celulares, enzimas, productos metabélicos liberados
al medio de cultivo, o bien productos volatiles v gaseosos, todos los cuales dan una visidn
caracteristica del organismo en cuestién (Goodfellow & Minnikin, 1985; Smith & Siegel,
1396)

La gran diversidad de bacterias y su plasticidad génica han ilevado a los
microbiolégos a emplear métodos genéticos, seroldgicos, inmunoldgicos y basados en el
estudio de los dcidos nuciéicos, tanto en su clasificacién como en su identificacion. De
entre estos, particularmente los métodos quimiotaxondmicos proporcionan informacion

precisa que se considera de gran valor, al permitir definir propiedades altamente
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discriminatorias. Ademas la composicion de los A&cidos grasos celulares es una
caracteristica genéticamente estable, la cual estd muy conservada y por ello ha resultado
de gran utilidad el usoc de los acidos grasos. {Sasser, 1980; Smith y Siegsl, 1998;
McDonough et af., 1989).

Un ejemplo al respecto son las diferencias entre las Archaea (arqueobacterias), -el
grupo mas primitivo de los procariontes- y las Bacterias {eubacterias). La distincion de
estos microorganismos se baso principalmente en las secuencias de los genes de ARNr.
Sin embargo, tal distincidn también se pudo realizar analizando la naturaleza de los
componentes lipidicos de los dos reinos. Las arqueobacterias contienen lipidos que estéan
constituidos solamente de unidades repetidas de isopentanil. Las unidades de isopentanil
derivan de la ruta de sintesis lipidica del mevalonate, no obstante que esta ruta
metabdlica se encuentra en otros microorganismos como fuente de lipidos terpenoides,
en ias arqueobacterias toda ia famiiia de iipidos deriva de esa fuente, cuadro 1 (Ratiedge,
1996), mientras que en particular en las eubacterias la composiciédn es mucho mas
diversa {Smith y Siegel, 1996). En particular en las arqueobacterias otra importante
distincién entre sus lipidos con los de otros microorganismos es que los lipidos de las
primeras estén ligados al glicerol por la via de unidn éter (-CH>-0-CHz2-) vy no por la unién
méas comun, gue es éster {-CH2-0-CO-}. El puente éter es menos susceptible a la hidrdlisis,
por lo que no es sorprendente que esto le confiera una considerable estabilidad a las
estructuras de la membrana de las arqueobacterias. Lo anterior se puede observar con
relacién a la resistencia de éstos en ambientes extremos. Tal es el caso de las haléfilas
{(Halobacterium, Halococcus, Natronococcus, Natrobacterium, etc.), termdfilas extremas
(Thermus, Caldariella, Sulfobolus, etc.), y organismos que pueden crecer en presencia de
metano —~metanotrofos o} metandgenos, {Methanospiriffium, Methanosarcina,
Methanococcus, ete.) —. Asimismo, los lipidos ramificados bajo condiciones extremas de
temperatura, pH, salinidad, etc., proporcionan estabilidad a la membrana de estas

bacterias. Aungue la taxonomia de las arquecbacterias aun es incipiente, ya existen una



jran cantidad de trabajos sobre la estructura de dichos microorganismos (Lechevalier,

1989; Ratledge, 1996).

Glucosa

+
&

CO2
Malonil CoA Mevalonato (Cs)
x7u8
02 $ l
Acido graso {Cis o Cis) tsopentanil-PP({Cs) x3

x 2 l |

Glicerol Farnesil-PP {Cis)
r/ 3-fosfato i \SEZ

scualeno {Can)

Diaciglicerofosfato Esteroles
Geranilgeranil-PP {Czo)

Acido ! X 2 X 2
Graso / \
Carotenoides

Fitena {Can)
Triaciiglicerol Biftanil (Cao)

Argueolipidos —Cao y Cao
Jente: Ratledge, C., 1996,

Cuadro 1. Origen biosintético de los principales grupos de lipidos microbianos. La columna de ia
jerecha muestra la ruta de sintesis en las arqueobacterias y la de la izquierda la de las Gram
Jegativas.
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Composicion de los acidos grasos bacterianos

Los lipidos juegan un papel fundamental tanto en la estructura de ia pared y de la
membrana, como en su funcién de pozos de energia. Desde el punto de vista taxondmico
los componentes lipidicos mas importantes son los acidos grasos. Estos aparecen en los
microorganismos como &cidos lineales saturados, insaturados, con presencia de
ramificaciones, hidroxilaciones y anillos ciclopropanos (Barr, 1977).

Los &cidos grasos celulares (AGC) se definen como ios componentes de cualquier
lipido celular que tiene una cadena lineal de 9 a 20 &tomos de carbono; esto incluye fa
mayoria de los AGC localizados en la membrana celular, como glucolipidos o
lipopolisacéridos, pero sin incluir las cadenas largas de 24 a 90 atomos de carbono de ofro
tipo de compuestos, como -por ejemplo- los acidos micélicos (Lambert y Moss, 1983).

Hay que considerar que la fuente primaria de los acidos grasos en las bacterias son
los lipidos, fundamentalmente los de fa membrana celular, (por ejemplo fosfolipidos) -0 el
lipido A, que es componente del lipopaolisacarido en las bacterias Gram negativas, o &l 4cido
lipoteicoico en las bacterias Gram positivas-. El contenido de acidos grasos de todos los
lipidos estd determinado por una via biosintética particular, para cada especie determinada.
El proceso se inicia por la sintesis de la coenzima A del éster de un &cido graso, con una
molécula de acetil coenzima A utilizada como iniciador.

La mayoria de las bacterias sintetizan &cidos grasos con cadenas de 10 a 19 atomos
de carbono y los mas comunes son los de 16 o 18 atomos de carbono. En particular &l
acido graso saturado hexadecancico {16 atomos de carbono), esta altamente conservado
entre los procariontes, asi como en levaduras. La variabilidad en las propiedades de los
4cidos grasos permiten distinguir la diferente composicién de los acidos grasos celulares

que presentan los microorganismos e incluso diferencias cuantitativas entre [os mismos

{Sasser, 1280).
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-uente: Raetz C.,1996. Organizacién molecular de la cubierta de £. co/i K-12, Los Svalos y rectangulos son residuos de
zucar. Los circulos represenian la cabeza de los grupos de glicerofosfolipidos. KDO es el &acido 3-deoxi-D-mano-
ctulosonico, la heptosa tiene la configuracidn L-glicero-D-manosa, y MDO representa los oligosacandos derivados de la
nembrana. La estructura propuesta de la reqién central de £. col/ K-12 ha sido revisada recientemente. En algunas cepas,
2 residuo de GlcNAc de la membrana exterior es reemplazado por la L-glicero-D-mano-heptosa.

Generalmente, los perfiles se presentan en un ambito de 5 a 15 &cidos grasos
elulares (AGC) en cantidades significativas. Algunos organismos con genomas peguefios -
omo es el caso de Rochalimaea spp.- presentan sdélo pocos tipos de 4cidos grasos,
nientras que eubacterias -como Xantormonas spp.- tienen mas de 20 diferentes acidos
yrasos. Las bacterias tienen algunos acidos grasos que son Unicos y que no se encuentran
n células eucariontes; por ejemplo, las cadenas ramificadas y el contenido de ciclopropano
je los &cidos grasos que caracteriza a muchas bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
espectivamente, no se encuentran en hongos o en células de humanos.

Contrariamente, los &cidos grasos poliinsaturados que se encuentran en los
rganismos superiores no estdn en las bacterias aerdbicas. Generalmente, las bacterias
Sram negativas tienen una alta proporcidn de acidos grasos saturados y monoinsaturados
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con un numero inalterable en la cadena de carbonos. Sin embargo, bacterias Gram-
positivas -como Baciflus spp. v Staphylococcus- tienen acidos grasos celulares con cadenas
de 4tomos de carbono impares, ramificadas y saturadas pero una baja proporcidn de
cadenas lineales saturadas (Bousfield et a/., 1983; Kaneda, 1971).

Debido a ia facil voiatilizacién de sus ésteres metilicos, los acidos grasos se analizan
por cromatografia de gas liquido. Comparando cada componente contra los presentes en
una mezcla estdndar por este procedimiento se pueden identificar los componentes

presentes en una mezcla desconocida {Drucker, 1981).

Identificacidn de micrcorganismos con base en sus acidos grasos

cromatografia de gases, corresponden a James y Martin {1956}, quienes trabajaron en la
separacion e identificaciéon de é&steres metilicos de é&cidos saturados e insaturados,
mediante la esterificacién de un extracto de Pseudomonas aeruginosa. En 1962, Kaneda
efectué el aislamiento e identificacion de los acidos grasos provenientes de Baciflus
subtillis.

Como se menciond anteriormente, Abel et al (1963) fueron los primeros en
presentar evidencias que sugerian gque el andlisis de Acidos grasos podria utilizarse con
éxito en la identificacion de bacterias. Asimismo, en ese mismo afio identificaron diferentes
patrones de acidos grasos en varios miembros de la familia Enterobacteriaceae y en algunas
bacterias Gram positivas, pero no identificaron especificamente los acidos grasos celulares
que caracterizaban a cada género o especie que ellos probaron. Aunque el analisis requeria
de numerosos pasos y los aparatos utilizados para la extraccidn y esterificacion eran
complicados, su trabajo puso de manifiesto la utilidad potencial det analisis de los &cidos

grasos celulares y sentd las bases para investigaciones subsiguientes.



En 19868, Brian y Gardner realizaron un trabajo con Vibrio spp. en el cual
compararon dos cepas -NIH 41 {lisa} vy Ca 324 {rugosa}- de acuerdo con sus antigenos de
superficie e identificaron los ésteres metilicos de acidos grasos por cromatografia de
gases, observande que la distribucion de fosfolipidos, acidos grasos y grasas neutras se
presentaban de forma muy similar entre las cepas; sin embargo encontraron peguefias
diferencias en sus porcentajes (Brian y Gardner, 1967 y 1968).

Afos mas tarde (1973}, Amstein y Hartman lograron la diferenciacién de 37 cepas
clonadas en agar soya tripticasa de Enterococcus utilizando la técnica de cromatografia
de gases. De los resultados obtenidos se encontraron grandes semejanzas entre los
perfiles de las diferentes cepas y algunas diferencias significativas, sobre todo en el
carbén 19:0 entre cepas de Streptococcus y S. faecium. Estas diferencias fueron
suficientemente consistentes c¢omo para considerarse un criterio taxonéomico de
separacion a nivel de especie.

Erik Jantzen et al. (1974) reportaron un procedimiento para ei fraccionamiento y la
identificacién de los acidos grasos y monosacéaridos bacterianos. En ese mismo afo, el
mismo grupo de investigadores (Erik Jantzen ef al.) reportan un trabajo relacionado con la
composicidn de acidos grasos de los géneros Neisseriae y Moraxellae en cepas aisladas
de casos clinicos; en este estudio, dichos autores encontraron gue habia grandes
diferencias entre los géneros.

Bze v Gjerde {1980) realizaron un estudio por cromatografia de gases -en columna
capilar de vidrio- de 23 cepas de las familia Enterobacteriaceae y Vibronaceae. Con los
datos normalizados v mediante un anédlisis de conglomerados lograron obtener una buena
separacién de especies, géneros y familias. Ellos estudiaron cepas de ios géneros
Salmonella, Escherichia, Proteus, Enterobacter, Klebsiella, Vibrio y Aeromonas.

En 1981, Mayberry reportd un trabajo acerca de [os 4écidos grasos
monohidroxflicos y dihidroxilicos en cepas de Legionella neumophifa utilizando técnicas de
cromatografia en papel, cromatografia de gases, espectrometria de masas vy

espectrofotometria de infrarrojo. En 1982, Jantzen et a/. analizaron la composicion de
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icidos grasos de 13 cepas de Bordetella y algunas de Brucella, encontrandose acidos
jrasos de cadena lineal saturada y algunos monoinsaturados; en dicho documento se
menciona la cromatografia de gases como una importante herramienta para el diagndstico
yacterioldgico y para el estudio de las interrelaciones bacterianas.

Posteriormente, Bousfield ef a/. (1283) realizé un andlisis numérico del total de
scidos grasos en perfiles de corineformes, nocardioformes y algunas otras bacterias. Por
su parte, Bergan et al. (1983) analizaron por cromatografia de gases los acidos grasos de
Serratia spp., logrando diferenciar muy bien entre especies y biotipos.

Alvin et al. {1983) se interesaron en conocer el contenido de acidos grasos, vy
arbohidratos de seis cepas tipificadas de micobacterias; ademas, trataron de optimizar
as condiciones cromatograficas con la finalidad de detectar de manera simultanea
~arbohidratos y acidos grasos, analizados como derivados metiiglucdsidos vy como
netilésteres respectivamente; sus resultados sugieren ia utilizacién de ia cromatografia
n trabajos de caracter taxonémico. También en el mismo afio, Lambert realizd una
nvestigacion relacionada con la diferenciacién de especies de [a familia Vibrionaceae,
inalizando fa composicidn de acidos grasos,; estos autores también proponen el analisis
le sdcidos grasos por cromatografia como una herramienta Util para la identificacion vy
somo criterio en la identificaciéon sistematica de microorganismos de esta familia.

En 1988, Eerola y Lehtoen realizaron un trabajo para el procesamiento de datos de
a identificacion de bacterias mediante el anélisis por cromatografia de gases de acidos
jrasos componentes de los lipidos de la membrana. Un trabajo realizado por Monteoliva et
i/, {1988) -para establecer la composicién de los acidos grasos de Defeya halofila- sehala
jue las condiciones de cultivo de los microorganismos (temperatura, concentracion de
sales) modifican el porcentaje de abundancia y tipo de acidos grasos.

Veys et al. {1989) realizaron un trabajo para identificar bacterias Gram negativas
1o fermentadoras utilizando la composiciéon de sus 4cidos grasos; los resultados
ybtenidos por estos autores muestran la existencia de 35 especies representativas

livididas en 19 grupos cromatogréficos. Estos autores concluyeron que ta cromatografia
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le gas liquido es un método efectivo, répido y precisc gue puede utilizarse en
dentificaciones rutinarias de bacterias no fermentativas.

Otros investigadores (Goodwin et al.,1989) analizaron la composicién de acidos
jrasos de Campylobacter pylori de primates y hurones comparandolas con otras especies
le Campylobacter; en este estudio se establecieron 7 grupos cromatograficos,
oncluyendo que la presencia de los 4cidos grasos inusuales es de gran ayuda para la
liferenciacién de estas especies.

En 1989, Cookson ef al trabajaron sobre el andlisis de los &cidos grasos de
Streptococcus milleri, con el propdsito de establecer el andlisis cromatogréfico de los
ssteres metilicos de los &cidos grasos como método taxondémico, ya que se estaba
plicando con mavyor frecuencia en la sistematica bacteriana. Estudios recientes
onfirman la gran utilidad del analisis de &cidos grasos para la identificacién vy
grupamiento de diferentes géneros bacterianos (Okuyama, 1

Nilkinsorr, 1991},

980; Galbrainth vy

En 1892, Shantha y Napolitano realizaron una revisibn acerca del anélsis
romatografico de los &cidos grasos, mencionando diversos métodos de trabajo sus
rentajas y desventajas, asi como la aplicacién y utilidad de este tipo de analisis en Ia
ndustria alimentaria, microbiologia y produccién de aceites vegetales entre otros.

En 1992, Shantha y Napolitanoc realizaron una revisidn acerca del andlisis
sromatografico de los &cidos grasos, mencionando diversos métodos de trabajo sus
/entajas y desventajas, asi como la aplicacién y utilidad de este tipo de analisis en la
ndustria alimentaria, microbiologia y produccidon de aceites vegetales entre otros.

Considerando el conocimiento de las bases moleculares del andlisis cromatogréfico
e 4cidos grasos y el desarrollo de la instrumentacion analitica, es importante hacer una
onsideracion sobre el uso potencial v las limitaciones de esta tecnolegia. Los acidos
jyrasos han sido estudiados en la mayoria de los microorganismos, pero el éxito de su uso

:n la identificacion no puede considerarse como total, debido al atn limitado alcance de los
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estudios, la utilizacidn de diferentes modelos de instrumental v el andlisis estadistico

estandarizado {Drucker, 1974; Lechevalier, 1982; Kazda et a/, 1992).
Variabilidad de los acidos grasos en Enterobacterias

Los resultados del andlisis cromatografico son muy similares a ios de la homologia del
ADN, vy se ha reportado que mutaciones simples y la pérdida o ganancia de pldsmidos no
alteran la composicién de los acidos grasos celulares (Henis et al., 1966; Brenner et al.,
1973, Jantzen, 1984}.

Para cada grupo taxondmico, el estudio de la composicion de los acidos grasos de
os lipidos bacterianos, es una de las lineas de investigacién actualmente con més
desarrollo v diversos autores (Bagley y Seidler, 1977; Veys et a/., 1989; Okuyama et a/.,

o

inen las diferencias mas importantes

1990, Annous, er al., 1988, irina er a/., 19989) de
entre las bacterias Gram positivas y Gram negativas. Se ha encontrado que las Gram
negativas, presentan &acidos oleico, palmitico y palmitoleico asi como varios ésteres
mnetilicos que aun no se han identificado; en las Gram positivas, Moss ef a/, {1988)
descubrieron que las bacterias Gram negativas poseen un alto gradc de uniformidad va gue
14 de 16 especies poseen acidos grasos del tipo C16:0, mientras que las Gram positivas
exhiben gran variacién en su composicién y poseen acidos grasos ramificados.

Los lipidos son sustancias no solubles en agua pero si en solventes organicos como
ster o cloroformo. Se pueden dividir arbitrariamente en saponificables y no saponificables;
>n el primer caso se hidrolizan por ebullicién con hidréxido de sodio para romper la unidn
sster y separar el glicerol de la parte carboxilica (acidos grasos); los lipidos no
saponificables no son hidrolizables y generalmente tampoco son esteres. Los lipidos
saponificables se subdividen en lipidos simples (grasas y ceras) vy en lipidos compuestos
fosfolipidos). En los microorganismos, los lipidos estdn frecuentemente asociados a

~arbohidratos o proteinas, es decir, formandc lipopolisacaridos vy lipoproteinas

‘espectivamente.
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Abel et al. (1963) sugieren la utilizaciéon del analisis cromatogréfico para ia
lasificacidn de especies de la familia Enterobacteriaceae, por lo que se les considera como
os fundadores de una nueva direccidn en la bacteriolocgia moderna.

Dada la importancia y el gran numero de especies que agrupa [a familia
-nterobacteriaceae, varios autores {Gehrke y Goerlits en 1963, Brian y Gardner en 1967,
Cronan en 1975, Boe y Gjerde en 1980, Hausler y Richter en 1983 quienes también
inalizaron a la familia Vibrionaceae y aplicaron el método a levaduras) vy Veys et al., en
1989) utilizaron la cromatografia de gases para identificar e intentar esclarecer la posicién
axonomica de diversos géneros pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae y han
oincidido en que la técnica de cromatografia de gases es un método eficaz para una
dentificacion de rutina répida y precisa.

El analisis numérico de los perfiles de acidos grasos de corineformes, actinobacterias
/ otras bacterias fue utilizado por Bousfieid er a/. (1883} para la identificacion de esos
nicroorganismos. Hausler y Richter utilizaron rutinariamente ia cromatografia de gases, en
| Instituto de Investigaciones del Agua en Praga, para identificar aislamientos de bacterias
e las familias Enterobacteriaceae y Vibrionaceae procedentes de cuerpos de agua y redes
ie distribucion de agua potable (comunicacidén personal).

En 1986, Rasoamanjara et al., caracterizaron especies del género Flavobacterium por
indlisis de acidos grasos y en 1987 Verhulst et al., de Eubacterium lentum. En 1988,
Vionteoliva-Sanchez también revisaron el efecto que tienen la temperatura y la
soncentracion de sales en el crecimiento de Deleya halophila. En ese mismo afio, Eerola vy
_ehtonen {1988) estudiaron el método cromatogréafico para su aplicacién en la clinica. En
1989, Johnson et al desarrollaron un método especifico para la identificacién de
Clostridium difficile por cromatografia de gas liquido.

En 1990, Ahmad et a/. elaboraron un érbol filogenético de un grupo de
:nterobacterias con base en ia biosintesis de aminodcidos aromaticos, mientras que

viatsuyama er a/. {1990) estudiaron los niveles de glucolipidos v la produccién de acidos
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jrasos en Serratia rubidea; Okuyama et al. (1990} identificaron los &cidos grasos
nsaturados en bacterias psicrofilicas como Vibrio spp.

Okuyama et al (1990} determinaron 4cidos grasos transinsaturados por
romatografia gas liquido en Vibrio spp. Del total de metiiésteres de acidos grasos celulares
nalizados, demostraron que los acidos grasos de los glicerolipidos y fosfolipidos son el
>16:0, C16:1 y C18:1, y concluyeron que estos 4acidos grasos transinsaturados
aracterizan a los géneros Vibrio, Pseudomonas y Enterobacterium respectivamente.

Los hidroxiacidos son constituyentes de los lipopolisacéridos de la envoltura celular
le las bacterias Gram-negativas y se han encontrado en la mayorfa de las especies que se
1an estudiado. Los acidos grasos 3-Hidroxi en un dambito de C11:0 a C21:0, se han
dentificado en £. cofi y especies de Salmonelia, Klebsiella, Yersinia, Vibrio, Pseudomonas,
Xanthomonas y Rhizobium. También se presentan los 2-Hidroxiacidos, aungue en menor
yrado y con una configuracion espacial en la forma L, la cudl es opuesta a la forma D de los
icidos grasos 3-Hidroxi; esto probab!eménte indica un origen biosintético separadoc de
stos , des acidos grasos. Los 3-Hidroxiacidos pueden detectarse como constituyentes
nenores en algunas especies, aunque por otra parte y de manera importante, hay que
esaltar que el arreglo de los 3-Hidroxiacidos (de los cuales el 3-hidroxitetradecanoato es él
nas abundante) forma parte de la estructura del Lipido A de algunas enterobacterias. El
pido A es la regién méas ancha de la compleja estructura dei lipopolisacarido en la
nembrana exterior de éstos microorganismos, mientras que los acidos grasos fijos a la
liglucosamina mantienen unido el espacio periplasmico.

Actualmente, los estudios relacionados con esta area tienen como objetivo utilizar el
nétodo cromatografico como una alternativa o prueba complementaria en la identificacion
le microorganismos vy su emplec es cada vez més frecuente en la taxonomia {Kazda et al/.,

1992),
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Revision del génerc Klebsiella

=N ia iiteratura médica se acepta, en general, que la bacteria anteriormente conocida como
Aerobacter aerogenes (Bacterium lactis aerogenes) se ubigue dentro del género Klebsiella,
con K. prreumoniae {Bacilo de Friedlander) tal como fue propuesto hace muchos afios por
autores como Edwards (1829} y Kauffmann (1949), aunque aun no hay acuerdo con
especto a la subdivisién del género. Drskov describe (1974) solamente 3 especies: K.
sneumoniae, K. ozaenae y K. rhinoscleromatis, una clasificaciéon que concuerda con la de
“dwards y Ewing (1962). La controversia se hace evidente, por ejemplo, en qgue este
sistema es utilizado por los investigadores norteamericanos y del oeste de Europa, pero
/ raramente en publicaciones del Reino Unido.

Como consecuencia de la sugerencia de Duguid (1959) de que "las cepas
saprofiticas de K. aerogenes son fimbriadas, mientras que las patdégenas de K. pneumoniae,
K. rhinoscleromatis y K. ozaenae no lo son ", Cowan et al. (1960} revisaron los caracteres
de esta bacteria y concluyeron que se podian reconocer S especies, K. aercgenes, K.
odwarsii, K. atlantae, K. pneumoniae (sensu stricto), K. ozaenae y K. rhinoscleromatis. Mas
rfarde Bascomb et a/. (1971) -otro grupo del Reine Unido- definieron 6 taxa en el género
Klebsiella con base en la taxonomia numeérica. Unoc de esos taxa fue K. pneumoniae (sensu
siricto), otro que contiene a K. aerogenes, K. edwarsii y K. atlantae y, ademas, las cepas
1e Klebsiella formadoras de indol (K. oxytoca), que fueron excluidas del grupo por Cowan et
al. {1960).

En una publicacién de la taxonomia de Klebsiella hecha por Barr (1977) se remarca
que Drskov (1974) inciuyd a K. pneumoniae (sensu stricto) en K. pneumoniae (sensu lato).
La razon para que esto se considere adecuado es que las 4 cepas capsuladas (la quinta no
2s capsulada) que componen el taxon de K. pneumoniae (sensu stricto) propuesto por

Sascomb et al. {1971) pertenecen al tipo capsulado 3, como las cepas examinadas por
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Cowan ef al. {1960); en este caso, dichas cepas podrian ser descendientes de la misma
célula bacteriana, es decir, que pertenecen al mismo clon. Si esto es asi, parece que lo mas
razonable es considerar a tales cepas, las cuales son VP y KCN negativas, como
pertenecientes a un tipo serofermentativo especial, o biotipo.

El mismo argumento puede usarse respecto a K. rhinosclerornatis (también cépsula
tipo 3) y quizéds la especie K. ozagnae, aunqgue se incluye a mas de un clon. Con relacién a
esto, cabe mencionar que Brenner et al. {1273), encontraron un indice de reasociacidon de
ADN del 80 al 90% entre K. pneumoniae (sensu lato}, K. ozaenae, K. rhinoscleromatis y K.
odwarsii. lgualmente, Jain et a/. {1974) también reportaron que los valores de reasociacion
del ADN no permiten la diferenciacion entre las cepas de Klebsiella Indol-negativas.

Slopek y Durtakowa (1967) y Durlakowa et a/. (1967) agruparon a Klebsiella en los
mismos seis taxa propuestos por Cowan et al. {1960), aunque cambiaron los nombres vy
posiciones en cierta medida. Sin embargo, en muchos iugares fuera dei Reino Unido, los
sistemas de Cowan (1960) y Bascomb {1971) ofrecen mas desventajas que ventajas.

De acuerdo con Barr (1977), algunos cientificos britédnicos que trabajan en ambiente
clinico han aceptado la similitud de varias especies de Klebsiella y refieren K. aerogenes, K.
nxytoca, K. edwarsii y K. atlfantae como un grupo identificable como K. aerogenes. Ei
resultado podria ser la definicion de dos especies, K. aerogenes y K. pneumoniae (sensu
stricto} en el Reino Unido, en conflicto con una sola especie, K. pneumoniae (sensu /ato),
an otros paises europeos y en los Estados Unidos de Ameérica.

Para resolver este problema, Barr {(1977) propone que en el Reino Unido se adopte el
uso de K. pneumoniae (sensu lato} para incluir K. aerogenes, K. oxytoca, K. edwarsii, K.
atlantae v K. pneumoniae, pero que conserven la capacidad de referirse
independientemente al bacilo de Friedidnder como K. pneurnoniae (sensu stricto).

Otro problema es el ocasionado por cepas de Klebsiella que forman Indol y lictan la
jelatina, a las que se les han asignado diferentes nombres y posiciones taxondmicas a
través de los afios. Sin embargo, en la octava edicion del manual de Bergey (1984), estas

cepas se han incluido en la especie K. pneumoniae vy se las considera sdlo como biotipos.

15



Los estudios de Jain ef a/. {1974) sobre comparacién del ADN indican gue las cepas
de Klebsiella indol y gelatina positivas (grupo oxytocum) representadas por un grupo
romdéiogo con un ADN distintivo, podrfan establecerse como un nuevo génerc de
~nterobacteriaceae. Como consecuencia de esta discusién cabe proponer que Klebsiella
lebiera considerarse como un génerc con una sola especie, y que otro género incluyera
sepas parecidas a Klebsiella Indol y gelatina positivos.

A través de los afios, Klebsiella ha sido aislada en numerosas ocasiones del
ambiente, dentro del grupo de los coliformes totales, pero se les dic poca importancia a
2s0s aislamientos porgue se determinaron originalmente como "Aerobacter” o "Bacterium
rerogenes” (Beckwith, 1931, Edwards, 1929; Johnson y Levine, 1917). La diferenciacién
1enérica se basd en el habitat de origen, y se identificaban los coliformes con un patrén
ndol {-}, rojo de metilo (-}, Voges-Proskauer (+), citrato (+} (IMVIC} -proveniente de
ssputo- como K. pneumoniae y a un aislamiento del suelo -bioquimicamente similar- como
"Aerobacter” (Breed, 1957). Quiza el primer indicio de la existencia de errores taxonémicos
v de enigmas ecoldgicos se remonta a 1928, con Edwards, cuando se descubrid que 5 de
29 "Aerobacter" obtenidas del suelo podrian aglutinarse con un antisuero capsuiar tipo B
yreparado contra el Bacilo de Friedidnder (Klebsiella).

En la literatura se menciona que la capacidad de "Aerobacter” de fijar nitrégenc
>ermite confirmar que muchos de estos cultivos de origen ambiental fueron serotipificados
somo K. pneumoniae (Mahl et al., 1965). Asimismo, otros autores mencionan que las
bacterias anaerobias facultativas fijadoras de nitrégeno, los géneros Klebsiella vy
Cnterobacter requieren compuestos nitrogenados para crecer en anaerobiosis; sin embargo,
jan N2 a una tasa suficientemente alta como para crecer bajo las mismas condiciones
anaerobias. Wilson (1985, en Evans & Burris, 1992} descubrié por primera vez estas
sondiciones que permiten la fijacién del Nz por parte de Klebsiella pneumoniae.

Algunas especies como -K. pneumoniae- que crecen bien en anaerobiosis, fijan mejor
3l nitrégeno cuando crecen microaerofilicamente. Esto se debe parcialmente al uso maés

sficiente de la glucosa en el catabolismo, pues se incorporan 15 mg de N por gramo de C
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en lugar de 8 cuando crecen anaerébiamente. Sin embargo, v de forma inexplicable, con
najos niveles de Oz y de nitrégeno, se puede estimular la sintesis de nitrégeno. Lo anterior
tiene relacion con un gen (nifl) que presenta K. pneumoniae, el cual no ha sido encontrado
2n otros microorganismos fijadores de nitrégeno y cuya accidn se da en dos vias, una de
as cuales previene la activacién del gen nifA, {y, por lo tanto, la sintesis de nitrogenasa) v
a otra como respuesta neutral al n/fA, que permite la sintesis de nitrogenasa en la
oresencia de bajas concentraciones de O2 (Sprent & Sprent, 1990).

A pesar de ello, en las descripciones fenotipicas vy la revisién de la nomenciatura es
bosible distinguir Klebsiella de Enterobacter ("Aerobacter") con base en patrones de
motilidad, descarboxilasas y dihidrolasa (Eickhoff et a/, 1966 y Eickhoff, 1971; Hormacche
v Edward, 1960). Con estas pruebas, muchos grupos han confirmado la amplia frecuencia
e Klebsiella en varios habitats naturales {Mah! ef a/., 1965; Brown y Duncan y Razzel,
1972; Seidler, 1973; Aho et al., 1974; Dufour y Cabelli, 1976; Knittel et a/., 1977}.

La distribucidon ubicua de un patdgeno oportunista de animales, incluso de humanos,
~on altas densidades celulares, en ambientes aparentemente libres de reciente
ontaminacion fecal, provoca preguntas camplejas sobre su importancia en salud publica v
;i verdaderamente las cepas aisladas son K. pneumoniae {sensu stricto), Enterobacter
ytipicas, o quizéd nuevas especies de Enterobacteriaceae. Se han descrito 7 diferentes
ratrones IMVIC para Klebs/ellas de origen ambiental, mientras que sélo se observan 3 6 4
»atrones entre aislamientos de humanos y de otros animales (Brown y Seidler, 1873;
Campbell y Roth, 1975; Edwards v Ewing, 1972}.

Estos patrones han acrecentado la confusién taxondmica desde que se usan los
-esultados de la prueba IMVIC (junto con otras pequefas variaciones fenotipicas) para
jenotar varias especies en el género, que incluyen K. pneumoniae, K. aerogenes, K.
adwardsii, Aerobacter aerogenes sin motilidad y K. oxytoca {(Edwards y Ewing, 1972).
>arece ser que hay un acuerdo general de que las primeras 4 especies son sindénimas de K.
sneurnoniae (Nuafiez v Colmer, 1968), aunque ya se ha sugerdo un nuevo género

'Oxytocum) para la Klebsiella productora de Indol {Jain ef a/., 1974).
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Los estudios sobre los &cidos nucleicos de bacterias gue son identificadas por
biotipos y seroldgicamente como K. pneumonjae, han revelado una gran heterogeneidad
molecular (Seidler ef al/,, 1975}, La composicidon media de bases del ADN en 40
aisiamientos identificados como K. pneumoniae, de origen clinico y ambiental, fluctda entre
53.9 v 59.3% mol G+ C, mientras que en fa mayoria de las especies entéricas fluctia
Gnicamente entre 1 y 2% mol G+ C (Hili, 1966). Esta heterogeneidad también se reflejo en
diferencias de tamafio del genoma vy en niveles de reasociacion relativa de 5 a 100%.

Resultd significativo que algunos aislamientos de origen clinico, de vegetales vy
ofluentes industriales, presentaron bajos niveles de reasociacién relativa con la cepa
neotipo de humano de K. pneumoniae (Seidler, 1975, Knittel, 1977). De este modeo, no se
=ncontrd correlacion entre el cultive de origen y los aislamientos clinicos conocidos.
Ademds, tampoco se encontrd correlacién entre el nivel de reasociacion relativa y el patrén
MVIC o aiguna otra caracteristica estudiada.

Se han utilizado muchas vias para intentar clarificar el enigma ecolégico vy
taxonémico de Klebsiel/la en el ambiente. Por ejemplo, los estudios de la respuesta de
Klebsiella en la prueba de coliformes fecales muestran que cerca del 85% de los
aislamientos clinicos v el 16% o maés de los aislamientos de origen ambiental, son positivos
(Matsen et al., 1974; Dufour y Cabelli, 1976). Asimismo, estos estudios muestran que
axistian reacciones idénticas en 270 generaciones durante su crecimiento a 35°C vy
utilizando como medio de cultivo efluentes industriales estériles. Debido a la alta incidencia
de Klebsielfa como coliforme fecal positivo en aislamientos clinicos y su presencia en el
tracto gastrointestinal de animales de sangre caliente, se concluyé que Klebsjella, de origen
ambiental, podrfa considerarse un coliforme fecal tan valido como Escherichia coli {Bagley v
Seidler, 1977}

En los estudios de virulencia de Klebsiella de procedencia clinica y ambiental en
ratones, no hubo diferencias significativas entre los aislamientos. Los valores en ratones de

la dosis letal media de cultivos clinicos humanos, mastitis bovina y de origen ambiental
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(agua potable, vegetales frescos y aserrin} fueron de 4.6 x 10° UFC {Unidades Formadoras
de Colonias), 1.5 x 10* UFC y 4.2 x 10* UFC respectivamente (Bagley y Seidler, 1978).

Se pueden encontrar altas densidades de Klebsiella en vegetales, debido a la
presencia de sustancias especificas promotoras del crecimiento que permiten su rapida
proliferacién a partir de inéculos pequefios. Los aislamientos de origen clinico y del
ambiente crecen con igual vigor en efluentes industriales, extractos acuosos de aserrin y en
la superficie de los vegetales {Nufez y Colmer, 1968}). Se concluye que en los medios
acuaticos contaminados con materia organica vegetal, ésta sirve como un almacén
potencial que permite el crecimiento y diseminacion de patégenos oportunistas como

Klebsiella (Knittel y Seidler, 1977).

Planteamiento dei problema

Las especies de! género Klebsiella estan caracterizadas por una nomenclatura que refleja
una historia taxondmica muy controvertida. Originalmente, la importancia médica del
género la lievé a ser subdividida en tres especies que correspondian a las enfermedades
que causaban: K. pneumoniae, K. ozaenae y K. rhinoscleromatis. Conforme la taxonomia
se fue haciendo mdés refinada debido al desarrollo de nuevos métodos, tales como
taxonomia numérica, hibridacién de DNA y cromatografia de gases, {a clasificacidn de las
especies de este género se revisa continuamente.,

K. terrigena y K. planticola -sin importancia clinica y restringidas a ambientes
acudticos y vegetales- han sido aisladas recientemente en humanos. De acuerdo con
estos hallazgos, particularmente K. planticola se ha aislado sorpresivamente en
infecciones humanas con una alta frecuencia, que va del 3.5 al 18.5% entre todos los
aislamientos clinicos de las especies de Klebsiella. Mas de la mitad de esos aislamientos
se recuperaron de secreciones del tracto respiratorio; los siguientes aisiamientos més

comunes son de orina y heridas.
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Debido a gue la mayoria de los aisilamientos de Klebsiella se obtienen de
especimenes polimicrobianos, es diffcil estimar la importancia de estas cepas como
agentes causales de enfermedad. Sin embargo, se ha reportado que de 94 aisiamientos
de especimenes monomicrobiancs se han recuperado 6, lo gue nos estaria indicando gue
pcdrian estar relacionados con algun patdgeno. Esto hace que parezca posible que en
adicion a K. pneumonia y K. oxytoca exista una tercera especie de Klebsiella que sea
capaz de ocasionar infecciones humanas.

Con base en estos hallazgos, se ha reconsiderado la importancia del estudio de
Klebsiella, a fas que sdlo se les daba importancia por ser integrantes del grupo coliforme,
como organismos indicadores de contaminacion de origen fecal. Ademas la dificultad de
realizar pruebas serolégicas, particuiarmente exitosas en estas bacterias, permite plantear
.. posibilidad de utilizar tanto un método cromatografico como un método estadistico

estandarizado para el manejo de resultados.

Objetivos

o Determinar cuantitativamente, por cromatografia de gases, la composicidn especifica
del perfil de &cidos grasos de Klebsiella oxytoca, K. ozaenae, K. planticola, K.
pneumoniae y K. rhinoscleromatis.

« Definir y comparar los perfiles cromatograficos de acidos grasos de las cinco especies
tipo del género Klebsiella para definir y obtener un perfil patrén.

o ldentificar en los perfiles aquellos acidos grasos comunes entre las especies, su
ausencia ¢ presencia y el porcentaje de area que presentan cada uno.

° Propcner un método de estudio estandarizado para el andlisis estadistico de los

perfiles de acidos grasos determinados por cromatografia de gases.
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2. Materiales y Métodos

| presente capitulo esta dividido en dos partes. La primera describe el método relacicnado
zon la preparacién del cultivo de las especies, cosecha, lavado, liofilizacidn, esterificacion,
axtraccion e inyeccion en el cromatégrafo y la segunda describe el método estadistico que

se utilizd para el analisis de los resultados.

Perfiles cromatograficos patron.

>ara obtener perfiles cromatogréficos, gque posteriormente se utilizaron como patrones,
ademads de hacer todo el método bajo condiciones totalmente estandarizadas, los acidos
yrasos deben provenir de organismos pertenecientes a una cepa tipo, y realizar el ndmero
necesaric de repeticiones gue validen el anélisis estadistico. Las cepas analizadas provienen
Je la ATCC (catélogo, 1982} y fueron las siguientes: Klebsiella oxytoca 13182, K. ozaenae
112986, K. planticola 33631, K. pneumoniae 13882 v K. rhinoscleromatis 13884,

Las especies ambientales provienen de aislamientos realizados por el laboratorio de
Aerobiologia del Centro de Ciencias de la Atmdsfera y confirmada su identificacion en el
aboratorio del Departamento de Salud Publica de la Facuitad de Medicina v son las
siguientes: K. pneumoniae 087380 y 087685 ({agua), 089711 l(aire). K oxytoca INDRE
(clinica) y 027806 (aire).

Preparacion del cultivo

| a obtencién de resultados confiables se basa en el manejo cuidadoso de la preparacidn dei
~ultivo, para este estudio se utilizaron cepas procedentes de la ATCC para garantizar un

alto porcentaje en la viabilidad y estabilidad genética de los microorganismos.
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Jespués de su recuperacioén, las bacterias se identificaron por técnicas microbiolégicas
:onvencionales, en las que se incluyeron morfologia colonial, tincién de Gram vy pruebas
sioguimicas por el sistema de identificacion comercial API20E, APl System Analytab
’roducts, Plainview, N Y, USA (Holmes, 1978).

La preparacion del cultivo puro se realizé a partir de un tubo que contiene un primer
ase de la cepa tipificada y de la cual se tomd una porcién con una asa de siembra v se
listribuyé sobre la superficie del agar nutritivo al descargar el asa en tres lineas paralelas vy
jirar la caja para obtener colonias aisladas.

De cajas de Petri con 25 ml| de agar nutritivo (se recomienda utilizar medios Difco u
Jxoid que son los que tienen mejor control de calidad en el mercado), se selecciond una
solonia aislada sin colonias satélites y se inocula, se distribuye uniformemente en toda la
superficie del agar y se incuba a 37°C por 24 horas, este periodo se debe a que ahl finaliza

in

O

3| tiempo de crecimiento exponenciai y es donde se ha comprobado gue no existe variaci
n la proporcidn de los acidos grasos gue van a ser extraidos para el anélisis {(comunicacién
>ersonal Hausler 1998).

Transcurridas las 24 horas se cosecha la biomasa bacteriana de la superficie de!
-uidando de no romper el agar; las bacterias patdgenas se cosechan con Formaldehido al
).6%. Una vez que se ha desprendido todo el crecimiento celular, con ayuda de una varilla
le vidrio, se vierte la suspensidén que se forma en un tubo de ensaye y se centrifuga a 4°C
furante 10 minutos a 20,000 G (12,000 r.p.m.}, el sobrenadante se desecha al final de
»sta operacion. Se adicionan otros 5 mi de suero fisioldgico para resuspender la pastilla de
siomasa con un vértex, se centrifuga en las mismas condiciones como para el primer
avado vy se desecha el sobrenadante; la operacidon se repite dos veces mas.

Cuando el crecimiento del tapete bacteriano no es muy abundante, se siembra por

riplicado y de este modo puede obtenerse suficiente biomasa para extraer los acidos

jrasos.
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El procedimiento descrito se utilizé para trabajar en el andlisis de las especies aisladas del

ambiente vy la clinica, K pneumoniae y K. oxytoca.

Liofilizacién

La pastilla de biomasa bacteriana que se forma en el fondo del tubo después de la
centrifugacién se acondiciona antes de liofilizarla, sumergiendo la base del tubo de ensaye
en una mezcla de hielo seco y acetona o de preferencia en nitrégeno liquido para bajar la
temperatura hasta los -70°C aproximadamente. La liofilizaciéon se realizé en un equipo
Labconco Lyph-Lock 4.5 L, con un sistema de enfriamiento en seco (77510.77-510-01),
en un periodo de 3 a 4 horas.

El material liofilizado debe quedar esponjoso y separado del tubo para facilitar que las
soluciones para la esterificacion hidraten y reaccionen con toda ia biomasa liofilizada. No se
recomienda aimacenar ei material liofilizado debido a una posible contaminacién u oxidacién
de los &cidos grasos en la muestra, si fuese necesario se deberd congelar a una

temperatura de —20°C y el menor tiempo posible.

Extraccion y esterificacién de los acidos grasos

El proceso que se describe a continuacién se utilizé en el andlisis cromatografico de 268
repeticiones con corrimientos para cada especie tipo, distribuidos de la siguiente manera:
50 para K. czaenae y K. rhinoscleromatis; 53 para K. planticola; 54 para K. pneumonjae vy
61 para K. oxytoca.

En el caso de las especies ambientales los nUmeros de corrimientos fueron 1586,
distribuidos por especie de la siguiente forma: 3C para K. pneumoniae 087380 y 089711,
32 para 087685. En cuanto a K. oxytoca 31 para INDRE y 33 para 097806

El nimero de andlisis por especie tipo esta dirigide a la obtencién de un perfil patrén

contra el cual puedan compararse |los corrimientos de una muestra problema.
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En un futuro, se pretende contar con un mayor nimero de perfiles de enterobacterias
almacenadas en un banco de datos computarizado. En la practica cada muestra problema
se analizaria por quintuplicado, esto debido a la baja precisién del método, es decir el
namero de repeticiones para que un valor coincida dentro de un dmbito preestablecido es
decir los fijados para cada 4cido en los perfiles patrén. Lo anterior no se contrapone a que
en algunos casos la exactitud sea del 100% es decir que el valor de un é4cido graso
coincida con el valor del encontrado en el patron.

En tubos de ensaye previamente lavados con hexano se pesan 20 mg de biomasa
liofilizada a la que se le adiciona 1Tml de solucién “A” (metdxido de sodio}, dejando
transcurrir 5 minutos para que se lleve a cabo una reaccién de saponificacion. Después de
los B minutos se adicionan de 0.6 a 0.7ml de la solucién “B” {metanol saturado con HCI
gas), se agita ligeramente con movimientos circulares y se verifica el pH con papel
indicador y de ser necesario se ajusta con la misma solucién a un pH de 2.

Se degja por 30 minutos mas en reposo, y se adicionan 2ml de solucién “C” (suero
fisioldgico al 0.85%) por muestra y se mezclan con movimientos circulares. Se adiciona
1ml de hexano a cada tubo y se agita mecdnicamente durante T minuto. Cuandec se han
separado las capas, se extrae la capa superior sobrenadante con una pipeta Pasteur v se
transfiere a un tubo de ensaye previamente favado con hexano y perfectamente seco. Para
eliminar los residuos de agua que pudiera contener e} extracto, es conveniente adicionar
algunos granos de sulfato de sodio, el cual previamente se ha secado en una estufa por 2
horas a 115°C y almacenado en un desecador.

Se hace una segunda extraccion con 1ml de hexano que se agita durante un minuto
y se retine la capa de hexano con la anterior. Se repite esta misma operacién para la tercera
extraccién. Silas capas no se separan facilmente después de la agitacién, la muestra puede
centrifugarse a 2,000 6 3,000 r.p.m., por 5 o 10 minutos.

. B! volumen total de hexano gque contiene a los ésteres metilicos extraides de los
acidos grasos es de 3ml, el cual se evapora (sumergiendo el vial en un recipiente con agua)

con N2 gas hasta un volumen aproximado de 10 ul; de ese volumen final se toma 1 ! de
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nuestra {cantidad suficiente dada la sensibilidad del aparato y el tipc de columna capilar

jue se utiliza) para inyectarse directamente al cromatégrafo de gases.

Analisis de [os acidos grasos esterificados

a alicuota de 1ul de la fraccion obtenida para los ésteres metilicos y se anaiiza en un
:roma'tégrafo de gases Hewlett Packard (HP) modelo 5890 A, con un inyector sélido HP
“hromopack 8920 y un detector de ionizacién de flama hidrégeno SGE OCI-3, con una
solumna capilar de silice-fundido {Alltech A.,INC. 30 M por C.25 mm Heliflex Bonded FSOT
3SL-150 0.25 mm MAQOT:33 OC) cubierta con CPS y 0.25 um de grosor en la capa como
‘ase estacionaria.

En principio, la mezcla de ésteres de acidos grasos puede separarse tanto en
solumna normal como en columna capilar; sin embargo, los resultados en columna capilar
son méas confiables debido a que puede obtenerse en ella una separacidon mas fina de los
sompuestos, proceso en la que también interviene su longitud y tipo de fase estacionaria
>mpleada.

En este estudio se utilizd una columna capilar de pelicula liquida debido a que en

>stas se pueden separar tanto isdmeros de posicién como isémeros geométricos (Holme,

1983).

.as condiciones de operacion fueron las siguientes:

a) Temperatura del inyector 270°C.
b) Temperatura del detector 270°C.

c) Presién del nitrégeno 50 Psi.

dj Temperatura programada de la columna de 120°C a 270°C con incrementos de

4°C/minuto.

e) Gas acarreador Nitrégeno con un flujo apreximado de 30mi/minuto al puerto de

inyeccion.



Bajo estas condiciones los ésteres metilicos de los &acidos grasos, con 12 a 19
arbonos, eluyeron de la columna en 35 minutos en promedio. La cuantificacion de las
reas de los picos cromatograficos fue ejecutada por un integrador electrénico HP 33986 A,
icoplado al cromatdgrafo.

Los picos de los ésteres metilicos de los éacidos grasos fueron identificados
yrimariamente por la comparacién de los tiempos de retencién de cada especie bacteriana,
on los tiempos de retencién de una mezcla estandar de ésteres metilicos de los &cidos
yrasos bacterianos de Supelco, Inc, Bellafonte, Pa. USA, referencia 4-7080. La mezcla
ontiene un total de 10 mg/ml de ésteres metilicos en metil caproato. El ndmero de veces
jue se realizé cada andlisis, que consiste de siembra, cosecha, esterificacién e inyeccién en
| cromatdgrafo, fue en nimerc de repeticiones tal como se describe en el punto de

xtraccién y esterificacion.

\nalisis estadistico

\ partir de los picos de los é&cidos grasos obtenidos en los cromatogramas, se
eleccionaron aguellos con un nimero de dtomos de carbono en el intervalo de 12 a 19, en
jeneral puede decirse que las bacterias tienen méas del 95% de su complemento hpidico
otal asociado a su membrana celular, el restante 5% se distribuyen entre el citoplasma vy
a pared celular, para este estudio resultan de particular importancia los del intervalo
nencionado.

Los acidos con una cadena de menos de 12 carbonos aparecen como producios
netabdlicos intermedios, razén por la cual no se toman en consideracion para este trabajo.
Jna vez determinados los picos de importancia con respecto al cromatograma del estéandar

ue contiene la mezcla de écidos grasos, la informacién se procesd de la siguiente manera:
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rmalizacion

el método mediante el cual se estandarizan las dreas de los acidos grasos que aparecen
el cromatograma para convertirlos a porcentajes de drea y de esta manera analizar a las
pecies bacterianas por los métodos estadisticos que se describen mas adelante. E
sceso de normalizaciéon se lieva a cabo al transformar los datos numéricos de &rea vy
Mpo a porcentajes con relacién a un dato de drea o tiempo de referencia y al que se le
igna un valor del 100%.

El criterio a seguir es el siguiente: de los datos originales del cromatograma, se elige
bitrariamente como dato de referencia para la normalizacién, aguel pico con el drea mas
ta v se ie asocia el tiempo, por una conversion, basada en un estédndar y gque corresponde
Acido graso con mayor drea. En el caso de las Enterobacterias el dcido graso de mayor

1

rea es el de 18 dtomos de carbono. Una vez que los datos se han normalizado se procede
tabularlos vy graficarlos por las repeticiones efectuadas en cada tipo bacteriano {Mausler,

987).

Aedidas estadisticas descriptivas

Se calcufaron para cada especie la media, varianza, error estandar, mediana, maxime y
7ninimo e intervalos de confianza para la media de las 4dreas de los picos normalizados.

Los valores se calcularon como porcentajes del {otaf del area del pico para eliminar el
efecto de la variacidn debido a los voldmenes tan pequeifios de muestra (Tul) que se
inyectan manualmente en el cromatdégrafo. Asimismo, se calculé una matriz de correiacion

multipie graficando los resuitados en un diagrama de escalera.

Analisis discriminante

Se propuso este andlisis (Everitt, 1991}, tomando como factor de clasificacion a las cinco

especies tipo del estudio. Dicho andlisis arrojd resultados sobre estadistica badsica para lcs

27




idos grasos comunes (media aritmética y desviacién estandar), coordenadas cartesianas
los centroides y coeficientes no estandarizados por funcién discriminante.  Asi mismo,
incluye el analisis para cada una de las funciones discriminantes obtenidas, su
jenvalor, porcentaje relativo vy correlacién  canénica respectivamente (Flury v
edwyl, 1988).

on las dos funciones principales, se elaboré una grafica cartesiana para ubicar

spacialmente a las cinco especies.

nalisis de conglomerados

ara establecer la relacion entre las especies tipo, con base en las areas de los &cidos
rasos comunes, se utilizé como medida de similitud 1-r de Pearson y como métedo de
grupacion el de ligamiento completo. También se utilizo este analisis, para estabiecer la
slaciéon con base en la presencia-ausencia de ios acidos grasos. Para ello se utiiizé como

wedida de similitud el porcentaje de discordancia y como método de agrupacién el de

gamiento completo.

Para las especies ambientales se utilizaron los métodos estadisticos del andlisis
iscriminante para la ubicacion de las especies tipo y ambientales en el plano cartesiano;
on base en el drea de acidos grasos comunes a todas ias especies se aplicd el andlisis de
orrelacidon de Pearson para obtener un dendograma que nos muesire la distancia entre las

species (a menor distancia mayor similitud}. Bl indice de Jaccard se realizé con base en los

atos de ausencia-presencia de &cidos grasos y de los cuates también se obtiene un

lendograma de disimilitud.
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3. Resultados

A. Analisis cromatografico de acidos grasos de especies tipo de Klebsiella.

>ara determinar los patrones de acidos grasos en las diferentes especies de Kl/ebsiella, se
ealizaron andlisis cromatograficos de lizados bacterianos. Las repeticiones iniciales, de
sada especie tipo fueron: K. ozaenae y K. rhinoscleromatis 50, K. planticola 53, K.
mneumoniae 54 y K. oxytoca con 61. Con los datos obtenidos se pudo establecer que 30
s el ndmero de repeticiones necesarias para validar sestadisticamente el método
smpleado. Los resultados obtenidos en cada repeticién del ensayo se normalizaron vy
:xpresaron en por ciento de 4rea con respecto al acido graso con 16 carbones, gue
yresenta la mayor 4rea en el cromatograma {(Tablas 1 a 5, anexo), resultando que son 10
icidos grasos los gue de manera constante se encuentran en las b especies de Klebsiella
Tabla 6, anexo}. Asimisme, se observan en las células bacterianas tres clases de acidos
jrasos, determinados en el andlisis cromatografico: saturados, insaturades v
siclopropanos (Tabla 7, anexo v Figura 1).

La estadistica descriptiva de los diferentes acidos grasos de las b especies de
(lebsiella se presenta en la tabla 6 (anexo}, en estas se incluyen datos referentes al
amano de muestra, media, varianza, error estandar, mediana, maximo y minimo y los
ntervalos de confianza para fa media al 95%.

Al determinar los valores de la media aritmética se encontro gque estos son
~ercanos a los de la mediana, e incluso, los casos aberrantes detectados se observan
solo entre el 4.6 y el 5% del total de la muestra. Con base en una inspeccidon visual de
os valores de fa mediana y que aparecen representadas en los diagramas de caja, se
dentificaron los grupos mencionados con valores altos, intermedios y bajos y a los que

se les denomind G-I, G-Il y G-lil respectivamente.
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El andlisis de estos resultados permitid establecer después de las diferentes
repeticiones, que son 13 los 4cidos grasos méas comunes para K. ozaenae distribuidos en
lres grupos con respecto a la mediana (Tabla 8 y Figura 2 A). Para esta especie se
determind como el més abundante al acido graso de 14 carbonos y con el valor méas bajo
de la mediana al insaturado (monoenocico} C18:1°.

Con respecto a K. pneumoniae se encontraron 12 &cidos grasos constituidos en
dos grupos (Tabla 8, Figura 2 B}. En esta especie aparece de nuevo ei C14:0 con el
mayor valor de la mediana y el hidroxiacido C14:0 20H como el de menor valor.,

En K. oxytfoca se observaron dos grupos en los diagramas de caja, siendo el de
mayor abundancia el ciclopropano C17:0A v el hidroxidcide C14:C 30H el menos
abundante (Tabla 8, Figura 2 C)

Las especies K. planticola y K. rhinoscleromatis presentan el mismo acido graso,
=n el primer grupo y con el mayor valor de la mediana al insaturado (monoenoico)
C16:1°. El menor valor de la mediana corresponde, en el caso de K. planticola, al
ciclopropano C19:0A y en el caso de K. rhinoscleromatis al insaturado (dienoico)
C18:2%" que junto con K. ozaenae son las Unicas especies que 1o presentan (Tabla 8,

Figuras 2 Dy 2 B).

Andalisis de correlacidon multiple

En ta figura 3, se ilustra el diagrama de escalera (Curts, 1994) correspondiente a las
correlaciones entre los éacidos grasos comunes. De esta se desprende que las
correlaciones mas altas estdn entre las &reas normalizadas del acido grasc saturado
C14:0 v el hidroxidcido C14:0 30H {r= 0.77), de los saturados C15:0 y C17:0 (r=
0.63} vy entre el saturado C15:0 vy el monoinsaturado C16:1° (r= 0.42).
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Analisis discriminante

’ara llevar a cabo este analisis, se calculd la matriz de varianzas-covarianzas (Tabla 9,

tnexo} ponderada para las cinco especies. A partir de ella, se estimaron 4 funciones

liscriminantes no estandarizadas de la forma:

Zi = ao +an Xt, + a2xe + ... ap Xp

El valor de los coeficientes aik se presenta en ta tabla 10 (anexo), en esta se
bservan los valores de los coeficientes no estandarizados para las 4 funciones
liscriminantes y para cada acido graso. La tabla 11 (anexo), presenta los eigenvalores, !
lacion candnica. De esta tabla se desprende
jue el estudio para discriminar los 9 Acidos grasos comunes entre estas cinco especies
uede estar descrita por las primeras dos funciones discriminantes, que en conjunto
xplican la variabilidad total de ios datos (96.27%).

Con la finalidad de visualizar el procesc de discriminacién anteriormente descrito,
n la tabla 12 {anexo) se muestran los valores de los centroides para cada una de las
species que aparecen en la figura 4 y en donde sé grafican los resuliados de ambas
unciones. En esta figura se observa que la funcidn discriminante uno, separa de manera
ignificativa a la especie K. ozaenae (1) con respecto a los otros grupos, cuyo centroide
:sta localizado en las posiciones —1.4 y 8.62. En cambio, la funcién discriminante dos,
epara fundamentalmente a las especies K. planticola (4) y K. rhinoscleromatis (b), con
entroides de —0.26 y 3.6, v ~0.6 y 3.0 respectivamente, de! resto de las especies vy
ybservandose claramente el empalme entre ambas.

Ambas funciones poseen un nivel significativamente alto de discriminacién, va gue
us correlaciones candnicas son del orden de 0.98 y 0.94, respectivamente {Tabla 11,

INexo).
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Con respecto a las funcicnes discriminantes uno y dos que separan a las especies
. pneumoniae (2) y K. oxytoca (3}, los centroides presentan un valor de -1.12 vy -3.1, y
-5.43 y —1.68 respectivamente, también se observa claramente en la figura 4 que ambas

sspecies forman dos grupos bien definidos.

Ausencia-presencia de los acidos grasos caracteristicos de las cinco especies

=n este andlisis se determind que los acidos grasos saturados, Laurico (C12:0), Miristico
(C14:0), Palmitico (C16:0) y Estearico {C18:0) fueron los mas comunes en las diferentes
sspecies de Klebsiella estudiadas. Los acidos grasos identificados son los mismos que se
1an descrito como propios de la familia Enterobacteriaceae. {Tabla 6, anexo).

Para el desarrollo dei dendograma antes referido se utilizaron las éreas de cada
jcido graso (tabla 6, anexo), en esta se observa que K. czaenae no presenta el 4acido
jraso ciclopropanc C19:04, en tanto que K. pneumoniae no posee los acidos grasos
nsaturados C18:2%'2 y C18:1° la ausencia del hidroxidcido C14:0 20H vy de los
nsaturados C18:2%'2y C18:1°en K. oxytoca y K. planticoia. También se puede observar
jue estas dos Ultimas especies presentan un patrén muy similar al de K. riinoscleromatis
~on la tinica diferencia que esta especie presenta el acido graso insaturado (dienocico)
C18:2%"2,

En la figura 5 se presenta el dendograma, preparado a partir de las areas de los
icidos grasos de las cinco especies analizadas utilizando como medida de similitud 1-r,
=n esta se pueden observar tres grupos gue se constituyeron de la siguiente manera: un
orimer grupo con K. rhinoscleromatis y K. planticola al mismo nivel de agrupamiento, el
stro formado por K. oxytoca y K. pneumoniae con una distancia entre ambas de 0.09,
asimismo ambos grupos se combinan a una distancia de 0.25. En el tercer grupo se
encuentra solamente K. ozaenae, que se relaciona a una distancia de 0.84 con los

anteriores.
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3. Caracterizacién de acidos grasos en especies de Klebsiella de origen clinico v

ymbiental.

~omo en el caso de las especies tipo de Klebsiella, en las de origen clinico y ambiental se
ealizd el andiisis de acidos grasos. Al analizar ias &reas de los 4&cidos grasos
leterminados, normalizados y expresados como porcentaje en cada una de las especies
lisladas de los diversos ambientes (agua, aire y clinica) se observd un comportamiento
similar en el nimero y tipo de acidos grasos con respecto a lo observado en las especies

ipo (Tablas 13-17, anexo).

\néalisis del perfil de acidos grasos de las diferentes especies de Klebsiella.

bara cada una. Lo anterior se confirmd cuando se graficaron los perfiles de la cepa tipo vy
as especies ambientales de K. oxyfoca, que presentaron un perfil caracteristico para la
specie (Fig.6). Por el contrario al realizar el mismo anélisis con las cepas de K
neurnoniae v comparar este con lo cobtenido en ia gréfica anterior de K. oxytoca, se
yuede observar que existen diferencias entre los perfiles de ambas especies. La diferencia
rincipal se debe a las abundancias relativas y a que las especies de K. pneumoniae

ambién presentan el hidroxidcido C14:0 20H (Fig.7).

Validacién del analisis utilizando &reas de &cidos grasos por el método de anélisis de

{iscriminantes y el de conglomerados, respectivamente.
=1 la tabla 18 (anexo) se presenta la estadistica descriptiva de las especies de Klebs/iella,

visladas del ambiente vy la clinica; en las tablas 18 y 19-A (anexo) v figura 8, él por ciento

e los grupos de dcidos grasos (saturados, insaturados y ciclicos) para las mismas
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:species, ademés de las dos especies tipos, correspondientes a los aislamientos arriba
nencionados. En fa tabla 20 (anexo) se presentan los valores de los coeficientes no
istandarizados para las 4 funciones discriminantes, asi como los eigenvalores, el
jorcentaje de varianza acumulado vy la correlacién candnica. El estudio para discriminar
as especies en funcion de 9 4cidos grasos comunes queda descrita por las primeras tres
unciones discriminantes (Tabla 21, anexo), lo que en conjunto explica el 94.6% de la
rariabilidad total de los datos.

Con la finalidad de analizar el proceso de discriminacién, en la tabla 22 {(anexo) se
nuestran el valor de los centroides para cada una de las 8 especies (3 tipificadas y 5
imbientales). Con estos datos utilizados para todas las especies estudiadas, se puede
bservar como se constituyen tres grupos (Figura 9), el primero corresponde a K.
yneumoniae {sp2, tipo) y los otros dos corresponden, uno a las especies K. oxytoca (3, 9
r 10, que son tipo, ciinica y ambientai respectivamente} y otro formado por la especie
ipo K. rhinoscleromatis () y los tres aislamientos de K. pneurmnoniae, (8 y 8) procedentes
le agua y (7} del aire.

Con el coeficiente de correlacién de Pearson, se realizé un dendograma empleando
as &reas de los 9 dcidos grasos comunes de las ocho especies analizadas (Figura 1C). En
ste dendograma se observan (a una distancia reajustada) los valores de la distancia
xistente entre las especies, por lo tanto los valores mas cercanos a cero indican una
nayor correlacién entre especies.

Se distinguen 2 subgrupos que se muestran en el diagrama: el primero constituido
or las especies ambientales 6, 8 y 7 de K. pneumoniae; de las cuales 6 y 8
aislamientos ambientales de agua) son las mas préximas entre si ai correlacionarse a una
istancia de 1, a su vez la especie 7 {aislamiento del aire) se correlaciona con las
sspecies, 6 v 8 a una distancia de 6 en el dendograma.

Este primer subgrupo se asocia a la especie tipo K. rhinoscleromatis (spb} a una
listancia de 11, formando a su vez un grupo con las especies ambientales de K.

yneumoniae y la tipo de K. rhinoscleromat/s.
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El segundo subgrupo que se observa es el formado por las especies de K. oxytoca
9, 10, v 3) e igual que en el caso anterior 9 y 10 se correlacionan a una distancia de 1,
y ambas con la especie 3 {tipo) a una distancia de B.

El segundo grupo, asocia a la especie tipo K. pneumoniae {2} con ias especies tipo,
ziinica y ambiental de K. oxytoca a una distancia de 13 unidades en el dendograma.

Los dos grandes grupos formados por las especies ya mencionadas se relacionan a
Jna distancia de 25 en el dendograma.

El patrén de distribucién encontrado se explica analizando [a tabla 23 {anexo), en
Jdonde se puede observar que K. pneumoniae, tanto la especie tipificada como las
ambientales, no presentan los acidos grasos insaturados C18:2%'2 y C18:1°. También se
ouede observar en las especies de K. oxyfoca, tipificada, clinica y ambiental la ausencia
del hidroxidcido C14:0 20H y de los insaturados, C18:2%'% y C18:1° diencico v
a especie tipo de K. rhinoscleromatis, ésta
os |a Unica que presenta el 4cido graso C 18:2%" y {a ausencia del C14:0 20H, como en
el caso de K. oxytoca.

'En la tabla 23 (anexo) también se puede observar que de los 14 acidos grasos
determinados, ios mas comunes son 10 (incluide ei saturade de 16 carbones gque es &l
que presenta la mayor drea en los cromatogramas} tanto entre las especies tipo como en
las aisladas de diferentes fuentes.

Con respecto a la presencia-ausencia, de todos los acidos grascs que se
determinaron en las 8 especies, y con base en el indice de Jaccard, los valores de
discordancia muestran, que existe correlacién entre ios grupos que aparecen fantc en el
grafico del andlisis de discriminantes como en el dendograma. Al respecto se enconird
una distancia de aproximadamente 1, entre los siguientes grupos: el formado por K.
oxytoca tipo {sp3), ciinica (sp®) y del aire {sp10) y el formado por K. pneumoniae tipo
(sp2) y las aisladas de aire (sp7) y agua (spp 8 vy 8). Entre los conglomerados

mencionados se observa la presencia de la especie tipo K. rhinosclferomatis, la cual se
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‘elaciona con el conglomerado de K. oxytoca a una distancia de 21 vy a su vez este
conglomerado se correlaciona con K. pneumoniae tipo a una distancia de 25 (Figura 11).

En las especies ambientales, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, también se
presentaron como en las cepas tipo, los 4cidos grasos saturados caracteristicos, Laurico
(C12:0), Mirfstico (C14:0}, Palmitico (C16:0) y Esteéarico {C18:0). De acuerdo con los
valores de abundancia relativa de los 9 acidos grasos comunes para las 8 especies, ia
posicion de cada una de las especies es clara en el diagrama de dispersién (Fig. 9); solo
ilama la atencidn la presencia de las especies de K. pneumoniae de origen ambiental (8, 7
y 8) en un grupo, asociadas a la presencia de K. rh/noscleromatis tipo, mientras gue K.

oneumoniae tipo (sp 2), aparece formando otro.

Valores de area (abundancia relativa) de los acidos grasos, expresada en porcentajes para

esiablecer ia identidad entre especies de Klebsieiia.

Como se observé previamentie en el gréfico de discriminantes, existe proximidad entre los

valores obtenidos para cada especie, siendo més evidente en los dcidos grasos saturados

a4
1

C14:0, insaturados {monoencicos) C16:1%, C18:1%rans y C18:1

C17:0A.

cis y el cicloprogano

‘Como se ha mencionado, las dreas de dcidos grasos analizados son simiiares en las
diferentes cepas estudiadas, sin embargo, si observamos el gréafico de anélisis
discriminante y los dendogramas que se obtuvieron utilizando el coeficiente de
correlacion de Pearson, se puede sugerir que los perfiles de otras especies de bacterias
podrian presentar perfiles diversos por género y especies y de este modo lograr un
arreglo que permita distinguir y visualizar las correlaciones existentes entre ellas.

Lo anterior se basa en el hecho de que el perfil de dcidos grasos de una bacteria es
el resultado de la expresidon génica, por lo que estd altamente conservado y la estructura
de la membrana celular corresponde a su huella digital, por lo que es dificll que se

obtenga en dos especies un perfil identico.
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Un aspecto importante serfa contar con una base de datos gue permita tener
‘egistros del perfil de acidos grasos para que en un momento determinadc se puedan
inalizar los cambios intra e interespecificos presentes en las poblaciones bacterianas

sutéctonas, sujetas a ambientes especificos.
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Figura 1. Distribuciéon de los diferentes grupos de acidos grasos en especies tipo de Klebsiella
Se muestra el andlisis cromatografico obtenide en porciento relativo de los diferentes grupos de
acidos grasos identificados.



tabla o. Grupos de acidos grasos dentificados con respecto a las medianas de su concentracion retativa

6C

B __ _Gmpol T Grupoll _Grupot
3 _Insaturados insaturados | Insaturade
K. ozaenae Saturado MENCCHoICoS . Saturados ) hidroxiacidas Saturado Ciciopropanc dicnoice | monoensice
C14:0 C16:1*]C18:1% wrans | C15:01C17:0 | C18:0|C14:0| C 14:0 C12:0 C17:04 C18:2%" | c18:1°
L C18:1 " cs 1 | 2-0H 3-OH ﬁJ
N medianas: 30.9 a 66.7% medianas: 1.4 a 10.6% medianas: 0.20 a 0.55% o
. Grupo | Grupo I
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K pneumoniae Saturados hidroxidcido Saturado monoenalco Hidroxidcido Ciclopropanos
C12:0|C115:0{C17:0(C18:0| C14:02-0H | C14:.0 |C16:71° C 18:1° trans C 14:0 3-0OH C17:0A| C19:04
N L C18:11" ¢is .
B medianas: 0.95 a 3.7% ~__ medianas: 8.3 2 46.2% o
. o Grupo | Grupo i Grupo Il )
Insaturado | Insaturadg
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o Jﬁﬁm ) l l N C18:1Meis e L
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Insau‘Jrados L Insaturade ‘l ) | Insaturado
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medianas: 1.8 a 10.0% _ medianas: 33.0 a 61.4% mediana: 0.17%
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Figura 2 A. Distibucién de las 4reas normalizadas (%) de cada dcido graso en K. ozaenae
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Figura 2 B. Distibucion de las dreas normalizadas (%) de cada Acido graso en K. pneumoniae
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Figura 2 C. Distibucion de las dreas normalizadas (%) de cada acido graso en K. oxytoca
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Figura 2 D. Distibucién de [as dreas normalizadas {%) de cada &cido graso en K. planticola
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Figura 2 E. Distibucién de las dreas normalizadas (%) de cada acido graso en K. rhinoscleromatis
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Figura 3. Matriz de correlacion multiple entre grupos de acidos grasos comunes de las cinco especies
de Klebsiella (diagrama de escalera). El analisis muestra que las correlactones mas altas se presentan
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ANALISIS DISCRIMINANTE DE LOS ACYDOS
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Figura 10. Dendograma (utilizando el coeficiente de correlaciéon de Pearson) con base en las dreas de 9 acidos
grasos comunes de las ocho especies estudiadas. Se observan los valores de la distancia entre especies, los
valores mas cercanos a cero indican mayor correlacidon entre especies.
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Figura 11. Dendograma de ausencia-presencia de todos los &cidos grasos que se determinaron en las ocho
especies, con base en el indice de Jaccard. Los valores de discordancia muestran la correlacion gue existe
entre los grupos que aparecen en este gréafico.



4. Discusion

5e ha podido observar que microorganismos del género Klebsiella spp., al parecer tienen
jos habitats comunes. Unec en el ambiente, en donde se ha encontrado en diferentes tines
de agua (superficiales o de desecho}, suelos y plantas, y el otro los epitelios de hospederos
como el hombre y/o animales. El género Klebsiella por sus caracteristicas es més parecido a
Enterobacter y Citrobacter que a Shigella o E. coli, bacterias que estan mejor adaptadas a
aumanos. Desde un punto de vista epidemioclégico, se sabe que el género Klebsielia es un
patdgeno oportunista causante de infeccicnes intrahospitalarias (Severn, 1996, Kil, 18997,
Yuk-Fong, 1998). La identificacién del microorganismo no es complicada, sin embargo,
establecer el sitio del cual se disemind la bacteria se dificulta dado que es comln
encontrarla en cualquier ambiente. Por io anterior ha surgido el interés de conocer el origen
clonal de bacterias causantes de brotes epidémicos como es el caso de las diferentes
especies del género Klebsiella v el de bacterias de otros géneros (Podschun y Ullman,
1998; Decré et a/., 1998; McDonough, 1999).

Los sistemas de identificacién habituales, como los relacionados con el metabolismo,
la tipificacion, serologia, la fagotipia, produccidon de bacteriocinas y més recientemente los
métodos moleculares, de manera individual no son lo suficientemente discriminatorias vy
reproducibles cuando se pretenden realizar estudios epidemiocldgicos. Por tal motivo cada
vez se proponen y desarrollan procedimientos que den mejores resultados. Ei perfil de
acidos grasos de bacterias es un procedimiento que permite realizar andlisis cuantitativos
que no sean susceptibles a interpretaciones subjetivas, por lo que permiten establecer de
una manera mas eficiente la clonalidad de los microorganismos. En los dltimos afnos se ha
propuesto el empleo del andlisis de los ésteres metilicos de los acidos grasos para la
identificacién de microorganismos y como herramienta en la epidemiologia de

enfermedades de plantas y animales {(Basile et a/., 1995; Steele, 1997; McDonough,
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1999). La reproducibilidad, la poca complejidad y el bajo costo son algunas de las
aracteristicas que hacen atractiva a esta técnica.

La distribucién discontinua de varias clases de lipidos en las bacterias constituyen
ina abundante fuente de datos. Las paredes de las bacterias Gram negativas son
specialmente ricas en lipoproteinas, lipopolisacédridos, asi como lipidos polares v no
yolares que se localizan en el plasma y membrana externa {Goodfellow y Minnikin, 1985).

Los acidos grasos juegan un papel importante en determinar las propiedades
isicoguimicas de los Ilfpidos de la célula y de la membrana, es asi que los microorganismos
oseen perfiles especificos de acidos grasos por especie. Esta composicion es diferente
ntre especies expuestas, por gjemplo, a cambios de temperatura lo que nos describe una
idaptacion a las condiciones ambientales a las que estan expuestas. Por otro lado, los
pidos microbianos son indicadores de la biomasa microbiana, de [a estructura de la
omunidad y del estatus metabdlico; esto se ha hecho mediante el andlisis de los
osfolipidos, los cuales son los componenetes estructurales de todas las membranas
violdgicas. Con base en lo anterior es que se ha considerado que el andlisis de los aciods
jrasos puede ayudar de manera importante a realizar la caracterizacidn de bacterias
Annous, 1999; Noble ef a/., 2000).

Las técnicas cromatogréaficas, son particularmente sensibles y confiables, con éstas
s posible obtener perfiles de constituyentes celulares provenientes de pequefias
antidades de material celular. Este tipo de aproximacién directa para analizar marcadores
yacterianos, pone a nuestro alcance un potente y Util métedo no solo para estudios basicos
ie sistematica bacteriana sino también en el trabajo practico como es la caracterizacion
nicrobiana.

La correlacidn entre la composicidon lipidica bacteriana y la clasificacion taxondmica
se ha utilizado ampliamente para la identificacién de bacterias. La clasificacién bacteriana
yasada en perfiles lipidicos se ha podido comparar sin problemas con la clasificacion

yasada en la homologia de acidos nuciéicos (Jantzen y Bryn, 1985; Basile, 1995]).
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Existen estudios relacionados con el perfil cromatogréfico de &cidos grasos de
diferentes bacterias incluido el género Klebsiella, sin embargo, éstas han sido utilizadas
para establecer diferencias entre géneros (Robles et al, 1994; Robies er a/., 1999}, pero
no los perfiles de las especies de un solo género, ni los cambios que se pueden presentar
en el contenido de acidos grasos dependiendo del origen de aislamiento de la bacteria.

En este estudio se evalué el perfil cromatogréfico de acidos grasos de diferentes
especies tipe del género Klebsiella, asimismo se analizaron los posibles cambios de dichos
perfiles en especies aisladas del ambiente y de crigen clinico.

Los resultados obtenidos mostraron que los acidos grasos en el género Klebsiella
incluyen los saturados, insaturados vy ciclopropanos que son los gue comudnmente se
presentan en los diferentes géneros bacterianos (Welch, 1991). Al evaluar qué tan
confiable era el método para la caracterizacién de bacterias, se encontré que se requieren
reaiizar un minimo de 30 repeticiones para obtener el perfil cromatografico definitivo de
cada especie. Este tipo de analisis no se menciona frecuentemente, y es necesario para
establecer la eficacia del procedimiento. Es importante mencionar que el procedimiento se
ha estandarizado considerando nutrimentos, temperatura y tiempos de incubacién asi como
ciertas variables cromatogréaficas citadas en estudios anteriores realizadas por otros
laboratorios, de esta manera los resultados se pueden comparar y asf tener pardmetros gue
permitan evaluar la eficiencia (Moore, 1894; Smith & Siegel, 1996; McNabb, 1997},

Los acidos grasos saturados, son parte de los lipidos de la membrana y de
importancia como metabolitos intermediarios en la sintesis, de otros acidos grasos. La
mavyoria de las bacterias sintetizan acidos grasos con cadenas de 10 a 19 &dtomos de
carbono, de los cuales los de mayor prevalencia son los de 16 o 18 dtomos de carbono. El
acido graso saturado con 16 &tomos de carbono estd altamente conservado en los
nrocariontes {O'Leary, 1989). En este estudio este dato fue corroborado ya que cuando se
analizé el area bajo la curva dei perfil cromatografico la mayor drea la presenté el dcido
graso de 16 carponos. Utilizando este dato se normaiizaron los resultados obtenidos con

los otros &cidos grasos. El resultado obtenido fue consistente con lo reportado en la
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iteratura referente a que las enterobacterias presentan una mayor proporcién de Palmitico,
>16:0 (Jantzen y Bryn, 1985, Hausler v Ritcher, 1887, Urdaci, 1990).

lLos 4cidos grasos insaturados fueron los mas abundantes en las diferentes especies
le Klebsiella estudiadas, por lo que podrian considerarse como marcadores para este
jénero. Utilizando diferentes métodos estadisticos (analisis discriminante, analisis de
orrelacién de Pearson e indice de Jaccard) se analizd la proporcién de &cidos grasocs
nsaturados de cada especie y se obtuvo un patrén de agrupamiento en el que K. ozaenae,
on un porcentaje de 76.3, se encuentra a una distancia relativamente grande que las
epara de las otras especies como se observa en el diagrama de dispersién. Por lo tanto
onsideramos que el procedimiento cromatografico del anélisis de &cidos grasos
nsaturados permite ubicar v definir a las especies de Klebsiella.

Los 4cidos grasos insaturados se dividen en monoenoicos, diencicos e
ridroxiacidos, los primeros son de importancia para la bacteria pues la introduccidn de
ina doble ligadura en la cadena es una forma de ajustar ia fluidez de la membrana. En las
species tipo estudiadas, los porcentajes que presentaron cada una de ellas pueden
itilizarse como un criterio mas de discriminacion entre las especies. Con relacion a los
icidos grasos dienoicos C18:2%", su presencia permitié diferenciar K. ozaenae de K.
neumoniae y K. rhinoscleromatis de K. planticola. Este resultado permite confirmar la
itilidad del perfil cromatografico de acidos grasos en la diferenciaciéon de especies de
{lebsiella. Los éacidos grasos diendicos aungue se presentan en niveles traza son un
xcelente biomarcador ya que la mayoria de las bacterias no sintetizan acidos grasos
yolinsaturados debido a la pérdida de la enzima desaturasa; se ha visto claramente que
ina entrada de 4cidos grasos puede reprimir la sintesis de esta enzima en la misma forma
jue ella reprime de novo la sintesis de é&cidos grasos {Ratledge, 1986). Los métodos
onvencionales para identificar K. planticofa y K. terrigena, generalmente fallan, por lo
jue se recurre a pruebas de asimilacién de carbono y pruebas convencionales {Monnet,
1994}, En nuestro estudio se pudo establecer la identidad de especies de Klebs/ella por el

nétodo cromatografico, este es un hecho de gran relevancia ya que prcpone el uso de
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dicho procedimiente para la identificacidn precisa de microorganismos con un método de
Tencr riesgo y costo.

Los acidos grasos hidroxilados 30H son constituyentes del lipopolisacérido
endotoxina) de las bacterias Gram negativas (Goodwin, 1989). Los acidos 30H de C11
3 C21, se han identificado en E. col/i y especies de Salmonella, Klebsiella, Yersinia, Vibrio,
Pseudomonas, Xantomonas y Rhizobium. La biosintesis de los hidroxidcidos 2- y 3-
yueden diferir, pues mientras el 20H es un intermediario de la o oxidacién de los acidos
jrasos, el 30H proviene de la ruta ordinaria de elongacién para biosintesis de acidos
jrasos. En general los acidos grasos 30H, gue es el tipo mas abundante y parte del lipido
A al formar parte de su estructura, muestran cierta simiiaridad entre especies, 1o cual se
efleja en el andlisis celular (Lechevalier, 1977; Jantzen, 1985; Weich, 1981 y Colin
Ratledge, 1996}).

En este trabajo se encontré que las especies tipo estudiadas, K. oxytoca
sresentaron el menor valor en el 30H, seguida por K. rhinoscleromatis y K. planticola con
ralores muy similares entre si. Tanto K. ozaenae como K. pneumoniae presentaron los
ridroxidcidos 20H y 30H. Sin embargo, también se pudo observar que K. pneumoniae
resenta un mayor porcentaje (14%) del 30H que el resto de las especies. Se podria
sonsiderar que la presencia de este hidroxiacido le confiere una caracteristica particular,
jue al estar relacionada con el lipido A, pudiera establecer el caracter patogénico de la
2specie.

| n
e

i

ciclopropanos son muy comunes en los lipides bacterianos, encontrandose en
~antidades abundantes tanto en bacterias Gram positivas como en Gram negativas, estos
se forman por la adicién de un metilo a un acido graso monocinsaturado preexistente
Cronan et a/.,, 12987}, El ejemplo mas ampliamente distribuido es el acido lactobacilico
C19:04}, aislado de Lacrobaciilus spp., pero reconocido ahora en organismos como £. cof,
a mavoria de las Pseudomonas spp. y algunos Rhizobium y Clostridium spp. Los acidos
©19:0a v C17:0A pueden considerarse como indicativos de un lipido bacteriano Unico

lebido a que no se presentan en organismos eucariontes (Ratledge, 1996). La marcada
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nhibicién de la sintesis de un acido graso ciclopropans, la cual acompafia la induccién de
ormas filamentosas de £. coli, es indicic de que los dcidos grasos ciclopropanos juegan up
mportante papel estructural en la envoltura celular de tas bacterias Gram negativas (Moat
5. A. & Foster W. J, 1288},

En este astudio, los &cidos grasos ciclopropanos presentaron valores particulares en
>ada una de las especies estudiadas, lo que propone su empleo como indicadores para ia
liscriminacion entre éstas. En ios casos particulares de K. planticola v K. rhinoscleromatis
os ciclopropanos presentaron valores de 21 y 22%, que son practicamente iguales, de tal
orma que solo han de tomarse en cuenta dentro del grupo de acidos que constituyen el
erfil cromatografico de cada una de ellas, K. pneumoniae (38%) y K. oxytoca (53%)
nostraron los valores mas altos de ciclopropanos, o que podria considerarse para ser
itilizada en las discriminacion entre estas especies de Klebsiella.

Con respecto al andlisis que se realizaron de los aislamientos ambientales v que fue

w

omparado con las especies tipo mostraron perfiles similares; esto confirma por un lado
jue los acidos grasos saturados y los ciclopropanos son un buen marcador para la
dentificacion del género.

En ias especies de Klebsieifa aisladas del ambiente v clinica, la presencia de 4cidos
jrasos insaturados C16:1° y C18:1%rans es consistente con lo reportado en la literatura
resentandose perfiles de acidos grasos tipicos de bacterias Gram negativas {Jantzen vy
assen, 1980). En este estudio los porcentajes son altos y constantes en K. pneumoniae y
(. oxytoca, que los define como marcadores para ambas especies. La conversidn de acidos
jrasos insaturados, de los isémeros cis a trans, podria ser una estrategia de la bacteria para
educir la fluidez de la membrana y con esto presentar una mayor tolerancia frente a los
ompuestos toxicos presentes en el ambiente {Heipieper, 1992, Tsitko, 1999).

En o referente a los hidroxidcidos, ia especie tipo y las especies ambientales de K.
yneurnoniae mostraron los hidroxidcidos C14:0 20H y C14:C 30H. Tanto su presencia
omo el alto porcentaje en el gue se encuentran hacen de este par de acidos grasos

narcadores exclusivos para esta especie. Utilizando pruebas bicqguimicas tradicionales para



a identificacion de Klebsiella, encontramos que todos los aislamientos ambientales se
zomportaron como K. pneumoniae, sin embargo, al hacer el anélisis de estas bacterias
ymbientales por el método cromatografico y aplicar ei andlisis discriminanie, se encontré
jue estas formaban un grupo con la especie tipc de K. rhinoscleromatis. Este hecho
oncuerda con lo reportado por Bergey, quién menciona que K. pneumoniae, tiene tres
subespecies, K. pneumoniae, K. ozaenae y K. rhinoscleromatis.

El método cromatografico por lo tanto resulta un auxiliar importante para caracterizar
nicroorganismos y conocer su relacion clonal {Kelly, 1896},

En el caso de K. oxytoca, que solo presenta et C14:0 30H, el porcentaje mas alio
lel mismo se observd en la especie clinica, seguida por la ambiental del agua y finalmente
a tipo. Lo anterior permite considerar la posibilidad de utilizar este acido graso y su
yorcentaje como un biomarcador para determinar el habitat de origen de cada especie.

Con base en io anteriormente descrito y observando ios valores encontrados, de la
resencia-ausencia de acidos grasos en las especies de Klebsiella aisladas de la clinica y el
ymbiente, se puede considerar que el analisis cromatografico de dcidos grasos es Gtil para
aracterizar y establecer el origen de las especies.

Bl haber observado que las especies de Klebsiella pneumnoniasg aisladas del ambiente
6 y 8 agua y 7 aire), se agruparon con K. rhinoscleromatis tipo, nos confirma que
nediante este procedimiento se pueden determinar grupos cromatograficos o subespecies
le aislamientos de diferente habitat. También habria que considerar ia posibilidad, mediante
yste método, de determinar la clonalidad de las especies y/o subespecies estudiadas lo cual
esultaria particularmente Util en estudios epidemiologicos de la bacteria considerando por
siemplo que la distribucién del serogrupo O es virtualmente igual entre aislamientos de
nfecciones invasivas, no invasivas o colonizaciones {Trautman et a/., 1997).

los resultados obtenidos son interesantes en virtud de que el procedimientc esta
sstandarizado y con el andlisis de resultades bien fundamentado se podria iniciar un estudio
nas amplioc con aislamientos de diferentes especies y de diferente origen para evaluar si es

actible utilizar este sistema en estudios de brotes intrahospitalarios.
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. Conclusiones

El andlisis de los &cidos grasos bacterianos permite identificar comunidades

vacterianas y su posible procedencia, ya que cada especie presenta un perfil caracteristico
que cofrresponde a una huella digital vy sus variaciones en sitios especificos son adaptables

1 ambientes particulares.

La determinacién de perfiles de é&cidos grasos permite caracterizar especies de
Klebsiella procedentes de diferentes habitats.

La variacién de las comunidades bacterianas podria verse refiejada en la composicién
le sus &cidos grasos y detectarse por el método de cromatografia de gases.

El anédlisis de &cidos grasos resulta de gran utilidad en la caracterizacién
microbioldgica, en la biotecnologia aplicada y en estudios de contaminacién ambiental.

Los patrones de acidos grasos se presentan como una huella digital, sin embargo es
yecesario contar con un criterio basado en la estandarizacién de la técnica vy andélisis de
‘esuiiados para anaiizar 10s perfiles, ya sean de especies tipo o de aisladas del ambiente. El
sriterio seria el de aplicarles un analisis discriminante y/o un anélisis de conglomerados.

Se propone el uso del andlisis discriminante como una herramienta estandarizada
sara el manejo de resultados provenientes de la determinacién de acidos grasos celulares
yor cromatografia gas-liquido, para definir los perfiles patron de las especies del género
Klebsiella.

Ei mapa que se obtiene con el anélisis discriminante, del género Klebsiella, resulta de

yran utilidad para comparar la técnica de cromatografia con algin otro métode y con esto
zorroborar de primera instancia fa labor de identificacidén. Se reguiere contar con un tanco
le datos tanio de cepas tipo como de cepas autdctonas de este modo la identificacion

>odria tornarse practica y rapida.
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Adicionar al presente estudio, el de la especie K. terrigena para proponer el patrén
e comparacion definitivo para el género Klebsiella. Ademads para el patrén de comparacion
efinitivo se considera conveniente agregar especies cercanas para tener un espectro mas
mplio ai momento de hacer la comparacién. También seria de importancia incluir a K.
10bilis, considerando la propuesta que existe desde hace varios afios para que se anexe al
énero Klebsiella.

Con base en lo anterior se resalta ia importancia taxonémica de los 4cidos grasos
1saturados e hidroxiacidos en la identificacion de bacterias Gram negativas utilizando
romatografia de gases.

Considerar la propuesta de varios investigadores de agrupar al género Klebsiella por
| analisis quimico de sus dcidos grasos, {como grupos cromatograficos) para contribuir a la
lasificacidon del género y facilitar la identificacién de estos microorganismos provenientes
e diferentes ambientes.

as relaciones taxondmicas de los miembros de la familia Enterobacteniaceae aun
iguen validandose, razon por la cual resulta particularmente interesante hacer el anélisis de
us dcidos grasos y compararlo con la caracterizacion fenotipica.

lLos &cidos grasos saturados e insaturados con menos de 10 o 12 atomos de
arbonc son generalmente intermediarios metabdlicos en la degradacion o biosintesis de
cidos grasos de cadena larga. Los acidos grasos ciclopropanos indican la presencia de un
cido graso bacteriano Unico ya gue no se presentan en microorganismos eucariontes,
demas este tipo de acidos presentan una estructura que se relaciona con la proteccion de

»s dcidos grasos a la oxidacidn u otro tipo de degradacion quimica.
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Tabla 1. Areas normalizadas de los dcides grasos (%) respecto al dcidoe grase de mavor concentracion (C16:0) en K. oraenae

Tamaho de  C12:0 C14:0 C15:0 C14:0 C14:0 Cie:17 C16 0 C17-0 c17:0 Ci18&2™'  C18&:1° C18:1° £18:0
muastra 2-0H 3-0H cis 8,10 ci18:1"'
n=50 A N3 AN 7 AN 10 AN 11 AN 12 AN 14 AN 15 AN 17 AN 18 AN 20 AN 21 AN 22 AN 23
1 0.64 31.38 3.53 1.86 11.72 70.73 100 028 2.07 0.25 0.27 36.85 1.12
2 0.64 31.35 3.45 180 11.76 71.30 100 014 2.03 0.19 0.27 36.89 1.13
3 0.51 25.78 2.52 1.62 11.91 65.63 100 0.37 1.90 0.25 0.41 35.54 1.32
4 0.57 26.57 2.70 1.89 13.17 66.55 100 0.328 1.87 0.25 0.49 36.49 1.26
5 0.52 26.29 3.27 1.64 16.27 66.63 100 0.37 2.37 0.26 0.39 37.65 1.40
6 085 34.76 337 1.80 9.89 67.39 100 0.30 1.72 0.16 0.34 26.66 0.93
7 0.85 26.87 2 06 1.41 11.29 67.45 100 0.21 1.41 0.25 0.21 39.82 1.26
8 0.54 26.72 2.69 2.01 10.55 66.08 100 0.74 1.86 0.24 0.58 33.87 1.24
g 0.42 24.06 2.44 1.66 8.87 67.41 100 0.40 1.86 0.24 0.54 39.37 1.23
10 0.89 39.36 4.06 3.80 20.57 98.86 100 2.02 2.89 0.34 0.88 29.31 1.51
11 0.43 24.24 261 1.60 9.48 66.23 100 0.27 1.87 0.21 0.47 38.08 1.13
12 0.43 23 45 2.33 1.21 7.13 64.81 100 0.25 1.58 0.20 0.38 32.42 1.08
13 0.53 25 64 3.74 2.04 12.16 £6.22 100 0.39 2.51 0.24 0.25 38.62 1.39
14 0.52 25.64 3.69 200 7 74 56.52 100 039 2.51 0.24 0.25 38.62 1.36
15 0.80 27.79 2.86 1.91 10.88 67.08 100 0.10 2.05 0.06 0.55 24.08 1.26
16 0.54 27.09 2.39 1.27 7.68 66.83 100 0.36 1.55 0.21 0.70 33.22 1.15
17 0.52 27 10 2.39 1.29 7.87 66.97 100 on 1.53 020 0.72 0.27 1.05
18 0.56 31.71 298 164 10 13 86,77 100 048 2.07 0.17 1.02 29.28 1.53
19 0.43 21.80 2.54 1.1 6.32 33.96 100 041 1.89 0.23 0.49 37.23 1.31
20 0.61 29.03 320 136 7.51 78.26 100 038 2.00 0.08 0.56 38.88 1.31
21 0.42 20.03 229 0.66 3.97 46,74 100 0 35 1.60 0.22 0.54 34.60 1.30
22 0.42 21 44 373 0.96 5.85 65.41 100 031 2.58 0.21 0.23 39.37 1.50
23 0.45 24.43 5.10 1.08 5.47 78.37 100 0.561 3.32 0.23 0.45 46.01 1.64
24 0.79 39.08 4.77 4.11 19.96 86.23 100 0.45 3.06 0.24 0.54 49,50 1.53
25 0.49 25.14 4.79 1.53 8.36 36.67 100 0.47 3.03 0.20 0.15% 40.75 1.38
26 0.42 23.43 4.17 1.24 7.11 40.72 100 0.42 2.66 0.19 0.24 41.81 1.28
27 0.50 27.02 417 1.79 9.77 58.71 100 037 2.69 0.20 0.25 42.70 1.28
28 0.49 26 08 5 89 1.10 007 81.62 100 0 69 3.66 0.23 0.39 31.86 1.73
29 0.45 24 30 Z 80 102 303 80.40 100 O B0 3.49 0.25 0.45 39.91 1.87
30 0 38 20.32 425 0 81 4.64 65.69 100 0.50 2.82 0.07 0.18 38.95 1,49
31 0.46 23.58 390 106 5 81 66.72 100 0 39 1186 0.18 0.21 37.66 1.28
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0.63
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0.46
0.63
0.58
0.73
1.60
0.88
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0.68
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0.70

24.40
27 09
30.35
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33.31
22.58
23.43
34.69
30.65
30.26
63.67
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45.96
32.61
31.10
26.27
26.91
40.78
29.30

4,65
3.91
4.92
3.91
5.09
4.34
4.30
4.78
5.04
2.72
4.01
2.07
4.03
2.07
2.26
1.45
1.24
1.63
1.85
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2.10
1.63
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1.44
1.49
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11.52
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7.01
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66.33
68.12
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79.15
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66.13
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67.55
46.26
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38.71
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66.14
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65.47
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100
100
100
100
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100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

0.52
0.45
1.28
0.47
0.54
0.55
0.50
0.46
0.60
0.27
0.38
0.20
0.41
0.156
0.20
0.19
0.19
Q.15
0.19

3.00
2 60
3.33
2.61
3.12
2.88
2.74
3.32
3.35
1.84
2.93
1.51
2 91
1.43
1.55
1.47
1.43
1.16
1.43

0.2
025
0.22
0.09
0.18
0.23
0.20
0.30
015
0.21
0 51
G.17
0.38
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0.06
0.18
0.20
0.32
018

0.33
0.76
055
0 44
G 39
0.53
.47
0.47
0.38
C 49
0.40
0.33
0.23
0.26
0.31
021
0.26
0.38
0.32

40.62
40.386
51.63
41.02
32.51
38.97
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C12:0

AN 3

1.14
113
112
1.23
1.40
0.91
1.69
0.9
2.05
1.11
0.94
1.23
1.11
1.1
0.71
1.17
0.56
1.16
1.79
0.57
0.63
1 06
0 88
136
1.97
1.70
2.1
192
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3.08
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AN 7

22,77
23.59
24.05
25.20
23.21
21.84
29,06
32.63
31.74
25,76
24.24
26.94
20.84
24.86
20.77
23.22
13.12
19.79
14.09
12.88
13.98
19.54
17.74
18.04
13.16
10.97
10.88
10.68
18.892
11.75
2259

C15:0
AN 10

2.67
2 64
2 98
248
275
2 67
259
2 94
242
2.43
3.01
212
2.98
2.97
2.95
2 54
3 69
4.27
3.90
379
3.66
4
4

C14:0
2-0H
AN 11

2.17
0.51
2.21
2.50
2.93
159
3.35
4.32
4.28
3.28
1.60
3.14
2.59
2.59
1.32
1.90
0.51
0.75
0.86
0.50
0.68
1.85
1.14
1.14
0.52
0.31
0.40
0 41
169
062
3 94

C14:0
3-OH
AN 12

9.62
10.68
11.24
13.39
15.18

8.05
17.12
19.68
22.24
15.73

9.97
12.52

6.44
11.28

8.51

9.13

0.51

5.00

4,30

2.44

3.14
1019

7.14

6.74

2.19

1.21

1.67

1.47

8.20

2.74
14 15

C16:17

AN 14

16.34
17.66
17.36
17.11
17.59
18.25
16.29
18.63
18.45
18.90
27.20
28.51
25.51
28.91
26.38
18.03
28.73
32.30
2816
30.14
27.26
31.56
31.00
31.95
22.13
22.98
21.93
20.66
26.69
2075
25.09

C16:0

AN TH

100
100
100
160
100
100
100
100
100
100
100
160
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

C17:0
cis 9,10
AN 17

51.61
51 89
52 34
54 21
49 38
49.56
52.21
49 51
5119
51.95
44.04
43.39
44.40
42,42
41.93
48.80
39.33
36.91
38.22
41.16
38 93
42.01%
43,20
40.73
14.83
36.80
41 67
44 80
43 68
44.90
49.56

C17:0

AN 18

2.48
2.36
2.33
2.21
2.23
2.36
2.38
2.40
2.12
2.29
2.29
2.36
2.12
2.33
2.28
2.28
3.23
312
3.32
3.45
0.00
3.33
3.42
3.21
318
3.1
3.33
3.30
2.67
3.34
337

c18:17
C18:1"
AN 22

18.62
18.93
19.70
18.45
17.41
20.98
16.52
17.561
17.46
21.00
32.13
31.62
29.72
32.00
30.78
20.02
39.65
34.29
39.32
42.69
36.856
39.66
32.78
40.26
28.65
31.82
32.05
34.61
35.19
32.24
32.90

Cc18:0

AN 23

2.50
1.93
1.90
2.1
1.88
1.88
2.10
1.89
1.96
2.19
1.75
72
72
.85
1.63
2.10
2.01

— e wd

2.37
2.20
2.51

0.00

3.85
3.92
3.30
0.30
4.12
3.80
4.08

C18:0
cis 9,10
AN 24

26.08
24.44
25.96
26.99
21.48
24.04
23.83
21.58
23.57
25.85
19.84
19.39
19.92
18.49
18.59
23.57
17.17
12.89
16.40
18.52
16.35
17.17
18.69
17.09
20.28
16.80
19.87
23.40
12,00
21.80
23.98



SZ

Tabla 2.

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

Areas normalizadas de los dcidos grasos (%) respecto al acido graso de mayor concentraciéon (C16:0) en K. pneumoniae

0.68
0.76
0.54
0.61

0.60
0.60
0.41

0.80
0.94
1.34
2.64
5.88
0.95
1.76
2.0b
0.66
0.78
0.71
0.85
0.77
0.54
0.53
0.72

17.77
15.46
13.16
14.58
13.66
14.17
13.39
18.30
18.49
24.62
25.39
46.16
21.14
23.07
24.53
20.65
21.79
20.96
20.562
22.92
18.58
18.32
19.62

4.04
3.50
3.42
3.93
3.70
3.67
3.46
4.67
4.87
6.51
5.82
7.20
4.64
5.38
5.98
572
.76
5.89
6.50
7.52
6.56
5.47
4.69

0.82
1.06
0.60
0.53
0.50
0.50
0.56
1.04
1.06
3.55
5.07
6.16
0.66
0.00
5.67
0.42
0.45
0.37
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

6.91
4.34
1.51
1.58
2.51
194
2.23
6.54
7.70
19.63
33.73
46,12
8.15
27.81
36.33
16.12
10.55
11.14
11.24
13.76
10.93
5.93
3.68

30.44
36.57
31.25
31.85
34.48
34.63
26.74
31.06
28.18
51.95
43.19
56.16
30.567
45.27
44.34
32.32
32.04
35.99
38.61
44.39
36.46
31.63
27.34

100
100
100
100
100
100
100G
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

50.36
40.96
39.17
44 .41
45 81
42,31
49.00
49.49
5177
53.31
45.84
45.24
47.84
48.49
51.94
52.97
52.09
49.81
51.08
54.37
50.29
46.55
6.00

3.46
2.94
2.75
3.07
3.08
2.29
2.94
3.42
3.88
2.97
3.69
0,00
3.b5
2.96
3.27
3.55
3.74
3.37
3.14
3.07
3.27
3.66
3.27

43,18
43.73
39.83
39.16
44,70
43.21

37.83
38.42
37.80
37.84
34.94
26,22
38.66
37.21%

37.10
33.40
32.19
33.83
31.86
30.55
30.79
33.35
33.66

1.90
213
2.27
2.19
251
2.07
2.10
1.83
2.02
1.22
1.33
0.00
1.62
0.00
1.32
1.34
1.39
1.25
0.99
0.9

0.88
1.58
1.23

24.08
14.71
14.35
15.98
16.33
16.41
21.62
19.12
2213
13.47
14.98
9.25

19.10
15.14
17.57
16.26
16.31

13.90
11.79
10.60
12.25
15.66
18.07
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Tabla 3.

Tamaho de

muestra
n=61

- Y. S )
C TN bW -0 ©@E®NE O R WN =

WWRN RN NN NNNDNDNDND
= O W X~ R WM = O

Areas normalizadas de los dcidos grasos (%) respecto al dcido graso de mayor concentracion (C16:0) en K. oxytoca.

€12:0

AN 3

1.08
110
2.36
1.96
0.93
0.94
1.33
1.28
0.91
0.84
1.18
0.62
0.92
0.94
0.56
0.79
0.80
0.60
0.91
0.64

.64
.55
76
47

[ N

2.86
8.26
6.06
6.89
5.94

C14:0

AN 7

6.06
6.77
10.77
7.57
5.78
5.89
6.68
6.43
6 06
5.46
6.50
5.25
6.58
5.5
4.89
5.86
5.80
5.06
6.24
509
8.02
6.30
6.11
6.34
6.15
6.40
6.51
8.81
6.94
6.51
582

C15:0

AN 10

269
3.48
3.20
2.68
2.83
3.32
2.9
3.03
3.18
2.82
313
286
290
326
3.00
3.51
2.84
3.16
3.30
2.99
4 49
281
268
285
2,79
2.76
2.82
2.84
273
267
241

C14:0
3-0OH
AN 12

0.94
0.59
5.556
1.22
0.96
0.96
1.48
1.07
0.89
1.20
1.16
0.59
1.25
1.84
0.60
1.01
0.98
0.56
106
0.45
0.89
189
202
1.94
191
2,60
2.08
2.20
3.61
2.53
1.82

Cci6:17

AN 14

14.74
15.78
15.61
17.14
13.62
13.59
15.02
16.96
14.78
11.96
14.62
18.46
15.06
16.32
17.73
16.02
17.09
16 82
2008
20 47
17 00
14 02
14 14
14 34
1379
13 92
1410
14 27
1209
11.07
13 56

cieo

AN 15

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

C17:0

cis 9,10
AN 17

65.08
55.00
53.12
56.88
66.44
63.33
64.21
60.15
60.50
66.91
61.73
42.71
60.74
65.46
62.39
62.30
63.42
64.04
56 76
58,70
88.31
53.18
54.54
54.03
52.98
54 62
54 47
41 38
59.086
54.61
50 78

c17:0

AN 18

2.83
1.61
3.34
2.65
2.97
3.20
2.87
3.18
3.17
3.30
2.99
3.34
2.85
3.56
3.562
3.56
278
348
3 b4
3562
4.98
330
343
3.34
3.37
336
3 36
272
347
3.41
3.31

c18:17
c18:1"
AN 22

29.83
25 90
25.57
28.62
27.07
27.30
30.37
32.43
28.04
24,40
29.66
24,51
27.38
32.36
34.97
29.92
32.92
34.05
33.29
38.10
3310
20.28
30.49
29,37
28.33
28.72
28.63
22.65
30 85
30.82
33.73

c18:C

AN 23

2.03
1.79
1.87
2.36
2.0
2.20
2.05
2.93
2.26
2.21
2.19
1.88
1.99
1.92
2.02
1.72
1.91
1.92
1.79
202
2.77
3.67
3.83
3.32
4.26
3.96
3.51

2.73
4.07
4.04
4.81

C19:0
cis 9,10
AN24

23.45
17.28
17.06
18.18
25.44
23.68
22.356
20.81
21.02
26.94
22.19
20.96
20.45
25.27
23.21
22.48
22.99
23.88
18.28
21.50
29.71
20.12
21,20
20.73
19.87
20.14
20.02
9.86
21.88
20.31
17.52
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Tahla 3.

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

Areas normalizadas de los dcidos grasos {%) respecto at dcido graso de mayor concentracion {C16:0) en K. oxytoca.

782
5.35
1.63
3.65
1.75
2.79
2.00
4.17
154
324
1.37
773
142
4.38
1.98
4.29
4.15
1.39
1.48
1.23
3.21
.32
.67
.76
.76
76
.80
.97

78
83

N

. S QR Y G

6.55
557
6.99
9.39
6 42
6.44
753
5.95
6.89
6.04
6.10
10.26
6.40
6.44
5.70
5.72
5389
6.14
6.31
5.71
8.78
7.65
6.40
6.38
6.55
6.48
6.20
6.78
6.66
B 74

2.49
2.65
2.72
3.37
2.99
2.80
2.9

2.75
2.67
2.59
2.68
2.95
2.56
279
2.61

2.85
2.81

2.68
2.88
2.98
3.29
3.08
2.60
2.42
2.64
2,62
2,50
2.60
2.56
2.85

2.20
2.56
2.3b

2.12
2.76

5.07
2.33
2.36

2.27

0.9¢9
3.06
2.88
0.92

088

15.27
11.03
12.44
17.15
16.33
12.91
13.82
12.00
12.91
13.60
11.34
15.31
13.03
13.00
12.74
12.31
11.51
12.60
16.11
15.74
17.23
16.93
21.13
19.59
21.41
20.87
21.37
21.99
21.81
21.54

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
00
100
100
100
100
106
100
100
100
100
100
100
100
100
100

46.18
52.97
51.55
53.08
60.80
47.99
49.61
51.71
47.87
46.87
51.27
48.41
52.72
51.38
49.03
50.43
44.65
50.82
61.08
61.66
58.20
61.71
54.23
48.33
53.30
556.33
52.96
53.47
53.15
54.71

3.11

3.63
3.45
2.81
3.16
3.12
3.20
3.24
3.04
3.17
3.38
2.98
3.29
3.28
3.31

3.29
329
342
3.34
3.18
284
312
2.88
2.86
2.91

3.04
3086
3.01

2.95
2.92

34.08
31.16
29.82
22.75
30.55
2812
28.27
28.83
28.41
28.97
30.21
26.84
31.99
31.31
30.74
29.40
26.76
27 86
30.03
31.59
26.93
3018
33.75
33.5C
35.11
34.26
37.62
36.86
35.32
33.25

4.28
5.28
3 80
1.89
274
4.61
459
6.74
2.86
5,25
6.57
3.74
5.23
7.67
7.02
7.41
7.59
4.64
2.79
2.72
3.22
3.10
2.23
2.75
2.42
3.14
3.97
4.10
3.36
2.52

14.02
20.99
17.31
14.49
12.95
17.89
17.40
16 54
14.76
16.37
17.83
16.29
17 69
17.24
17.44
16.85
15.95
18.55
21.77
21.33
18.00
20.25
15.59
13.84
15 86
16.50
16.54
16.35
15.62
15 69
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Tabla 4. Areas normalizadas de los écidos grasos (%) respecto al dcido graso de mavor concentracidn (C16:0) en K, planticola.

Tamano de C12:0 C14:0 15:0 C14:0 C16:19 C16:0 C17:0 C17:0 C18:19 ci18:.0 C19:0
muestra 3-CH cis 9,10 c18:1" cis 9,10
n=53 AN 3 AN 7 AN 10 AN 12 AN 14 AN 15 AN 17 AN 18 AN 22 AN 23 AN 24

1 2.44 12.14 3.79 7.68 41 84 100 30.29 4.87 56.32 2.06 1.55
2 2.17 11.55 3.55 7.01 40 21 100 29.99 4.61 54.08 1.98 1.56
3 2.37 12.37 3.86 7.79 43 58 100 28.71 5.05 57.79 1.92 1.580
4 2.39 3.19 5.41% 6.28 50 88 100 30.78 6.25 56.61 1.82 1.19
5 243 13.00 2.98 7.90 38.69 100 32.79 3.73 53.94 2.45 1.85
6 2.82 13.18 3.67 8.34 38 02 100 32.78 4.47 52.29 2.06 1.63
7 2.73 10.90 2.91 6.15 45.63 100 28.93 4.20 62.21 1.98 1.51
8 3.56 13.00 4.02 7.20 45,54 100 30.19 4.43 53.47 1.62 1.29
9 3.67 12.14 3.21 7.70 43.47 100 31.69 4.36 61.62 2.0 1.61
10 1.93 9.26 4.27 4.89 44 69 100 31.38 6.23 66.15 2.43 1.70
1 5.65 16.02 3.76 14.83 42.60 100 23.91 5H 29 41.83 1.93 2.03
12 1.99 10.37 4.83 4.28 43 71 100 26.95 6 44 48.35 1.78 1.35
13 4.10 14.97 4.87 9.09 47 75 106 29.26 5.29 51 20 1.59 1.16
14 3.60 15.39 6 21 3.45 60.44 100 38.17 726 72.32 2.44 1.65
15 713 19,10 4 26 16.21 42.63 100 38.69 3.91 56.75 1.85 2.02
16 6.86 18.03 4.90 17.55 31.98 100 35.41 5.56 65.3b 1.77 1.65
17 5.61 16.35 429 11.03 45,86 100 36.56 617 71.01 2.18 2.54
18 1 89 9.87 3.19 3.92 44 61 100 32.07 4.29 63.84 1.12 1.62
19 233  11.18 3.36 4 b5 46 59 100 30.03 4.13 59.65 1.81 1.40
20 2.05 9.96 2.99 3.89 45 57 100 30.54 4.04 63.17 2.14 1.563
21 1.81 9.16 4.15 2.23 17.68 100 30.34 5.19 60.98 2.03 1.42
22 1.63 8.84 4.09 2.54 47 35 100 30.44 .15 61.53 2.06 1.41
23 1.49 8.39 349 2.41 43,85 100 32.43 161 61.57 2.16 1.81
24 1.92 10.11 3.38 3.35 45 35 100 31.03 4.01 58.39 1.99 1.44
25 1.7 9.10 3.37 3.36 43 41 100 33.33 4.58 33.67 2.24 1.70
26 177 9.28 3.01 2.92 44 27 100 32.48 3.90 61.20 2.05 1.55
27 4.90 15.51 4.92 10.92 48 06 100 3211 6.14 63 55 1.89 166
28 2.99 12.09 3.61 707 45 03 100 32.26 b 24 67 64 212 1.74
29 3.08 11.82 3.69 6.44 47 37 100 35.55 5,52 71758 2.39 2.28
30 1.57 8.83 3.66 3 90 a5 74 100 29 37 5.11 64 01 205 1.46
31 1.86 9.65 392 4.56 4h 50 100 29.89 5 46 61 25 2.06 1.46
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Tabla 4.

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

Areas normalizadas de los dcidos grasos (%) respecto al 4cido graso de mayor concentraciéon (C16:0) en K. planticola.

2.01

2.98
2.62
2.90
1.53
2.20
2.37
2.07
2.30
2.22
2.34
2.17
2.63
3.32
3.82
3.1C
3.74
3.94
3.33
4.35
3.84
493

10.60
12.62
12.66
12.72
8.3b
10.57
10.28
9.69
10.11
8.48
8.55
8.38
9.00
14.06
13.72
11.22
12.83
16.06
12.10
16.11
10.34
12.19

2.77
3.03
4.96
6.20
4.12
4.05
3.18
3.88
4.33
3.32
2.82
3.05
2.60
4.24
3.16
2.69
2.84
4.51
3.21
4.12
6.78
7.16

747
9.86
5.60
6.40
2.81
5.44
4.84
4.51
4.92
227
2.3b
2.99
3.086
6.14
6.57
2.66
8.04
3.15
5.13
8.97
2.5686
3.32

46.05
44,76
56.39
53.76
46.89
44.28
46.59
47.48
45,42
43.71
41.27
39.30
41,27
48.77
51.85
41.71%
42.39
64.03
50.29
58.49
35.66
40.86

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

30.19
33.66
36.69
38.82
28.23
31.48
30.05%
26.88
29.08
33.06
34.65
37.62
32.07
42.73
45.01
34.47
34.59
60.54
42.70
54.15
53 21
56.57

4.06
4.36
6.70
8.05
5.46
5.34
4.42
5.39
5.90
4,31
3.77
3.92
3.65
5.94
4.51

3.78
3.95
6.32
4.40
5.86
7.61

8.36

65.60
67.91
47.32
54.13
61.02
59.26
61.60
62.26
61.37
60.83
57.95
57.88
62.53
73.50
44.13
63.22
58.82
61.88
51.49
6272
59.37
57.63

2.22
2.15
2.45
2.57
2.1
211
2.04
2.02
267
2.04
2.08
2.03
212
3.16
277
2.14
2.06
3.48
2.68
3.42
2.50
2.80

1.66
2.08

.90

41
.56
44
.26
47
.68

WA =3 =3 3 em .3

2.03
1.70
2.97
2.37
1.86
1.86
3.41
2.24
2.99
3.38
3.84
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Tabia 6. Areas normalizadas de los dcidos grasos (%) respecto al dcido grasc de mayor concentracion (C16:0) en K. rhinoscleromatis.

Tamafo C12:0 c14:0 €150 C14:0 Ci8:17  c16:0 C17:0 clig  C18:27° c18:1° C18:0 C19:0

de muestra 3-OH c1s 9,10 c1g:t cis 9,10

n=50 AN 3 AN 7 AN 10 AN 12 AN 14 AN 15 AN 17 AN 18 AN 20 AN 27 AN 23 AN 24
1 1.57 8.07 2,33 2.56 38.79 100 35.16 3.05 0.18 5918 2.25 2.04
2 1.95 8.31 2.75 2.61 36.24 100 37 62 3.65 0.18 58.39 2.23 2.48
3 1.68 9.05 2.39 2.77 37.11 100 35.28 2.96 0.28 50.34 2.28 2.09
4 2.04 8.57 2.51 2.51 41 58 100 33.53 3.57 0.22 62.54 2.22 1.92
5 1.69 7.97 2.49 2.26 40 48 100 34.46 3.52 0.20 60.42 2.20 1.90
8 1.70 8.02 2.64 2.24 41.99 100 32.86 3 64 0.19 60.33 2.18 1.74
7 1.79 8.21 2.94 2.45 36 90 100 38.85 3 98 0.20 54.72 2.23 2.43
8 1.49 8.23 2.61 2.76 38.28 100 36.35 363 0.19 59.49 2.28 2.14
9 2.10 8.45 2.62 2.76 36.74 100 39.10 3.50 0.15 57.45 2.28 2.36
10 1.89 8.32 2.43 2.72 38 75 100 36.82 3.35 0.21 58.65 2.27 2.12
11 1.60 7.70 2.24 1.90 37 75 100 26.41 3.21 0.18 60.11 2.23 2.29
12 2.09 8.75 2.49 2.66 38 98 100 35.70 3.23 0.18 55.47 2.10 1.96
13 1.62 7.74 2.27 2.00 37 64 100 36.17 3.18 0.16 59.29 2.19 2.26
14 1.80 9.19 2.58 379 34 62 100 34.28 3.59 0.18 60.23 2.12 1.95
15 0.98 702 2 59 188 44.67 100 32.08 3.69 0.17 67.17 2.19 1.75
16 1.75 8.64 2.66 3.70 35.88 100 37.52 3.59 0.14 57.12 2.21 2.26
i7 1.90 9.37 2.96 4.34 42.85 100 33.18 4.13 0.18 64.56 2.15 1.84
18 2.36 10.63 2.48 5.43 4313 100 32.61 3.57 0.18 64.10 2.17 1.79
19 1.66 8.55 2.78 3.28 40,54 100 34.57 3.96 0.17 62 90 2.19 2.00
20 3.84 10.C0 2.19 5.05 45,18 100 30.76 3.40 0.16 67 53 2.35 $.67
21 457 11.24 2.07 5.50 40.78 100 33.95 321 0.18 81 99 2.60 2.10
22 5.29 11.86 2.03 5.52 41.54 100 32.72 2 88 0.17 61.97 2.25 1.82
23 2.36 363 2.22 2.56 40.69 100 34.73 3.12 0.17 58.89 2.09 1.87
24 3.37 10 G2 208 3.70 40,92 100 33.08 2.78 0.17 57.63 2.44 1.80
25 375 10.30 227 3.64 42.53 100 32.82 3.14 0.15 61.42 2.24 1.69
26 378 10.46 190 4 81 39.05 100 35.14 3.03 0.20 61.01 2.70 2.22
27 3.85 10.45 z 07 4.97 472,62 100 3216 303 0.18 61.51% 2.38 1.76
28 3.67 10.19 216 4.53 45.19 100 30 88 3729 0.18 63,60 2.49 1.80
29 518 13.62 240 8 66 4308 100 32.42 335 0.13 65.67 2.06 1.83
30 3.37 11 90 308 651 43 27 100 33.24 4.71 0.13 68.11 2.12 1.92
31 292 10.10 251 3.98 42.55 100 3233 351 0.14 62.03 212 1.68
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Tabla b,

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
a7
48
49
50

Areas normalizadas de los acidos grasos (%) respecto al dcide graso de mayor concentracién (C16:Q) en K. rhinoscleromatis.

4.42
4.08
6.64
3.18
2.87
2.54
7.10
2.04
5.24
3.58
3.69
4,94
3.44
8.23
3.95
3.65
3.61
2.98
3.84

11.79
11.45
15.86
11.72
10.29
10.02
16.77
10.51
13.48
10.88
11.13
16.19
10.73
18.74
10.51
9.46
10.02
8.77
11.53

2.58
2.51
2.40
3.06
2.55
2.50
2.68
234
241
2.37
240
3.34
2.36
3.82
2.67
1.85
2.73
2.30
2.86

6.12
6.18
12 49
6.31
3.65
4.41
9.73
4.66
5.94
3.956
3.84
2.05
3.97
8.14
3.71
3.31
3.086
3.02
3.91

49 34
48.83
42 95
42.57
42.22
39.76
43.50
41.00
46.62
43.73
43.28
62 07
42.35
75.59
44 00
39.22
43.65
33.14
€61.25

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

29,90
30.06
30.95
33.08
32.20
32,96
30.60
31.73
<7.60
30.36
30.33
41,08
30.79
48.74
31.53
26.07
22.186
30.60
39.1¢9

322
3.26
3.40
4.21
3.63
3.50
3.41
3.25
3.18
3.19
3.14
4.52
3.24
5.57
3.87
2.7
4.05
3.45
4.07

0.16
0.15
0.16
0.17
0.15
0.15
0.13
0.14
0.18
0.16
0.186
0.21
0.16
0.29
0.15
017
G.13
Q.16
0.20

68.18
68 86
61.16
67.07
61.08
62.99
58.21
61.33
60.37
59.99
60.17
34.08
60.42
71.18
15.78
57.71
37.75
43.72
46.45

1.99
2.02
2.00
2,20
2.1%
2.22
1.82
217
1.90
2.00
2.09
2.70
2.23
3.63
2.09
2.29
2.03
2.27
3.15

B I R N R N S e T T W T Wt W S}

61
.63
.66
.88
.68
.98
52
.79
.30
47
.b9
.02
.69

31

.64
76
b5
.b8
.95



Tabla 6.

Klebsiella.

K. ozaenae ATCC 11296

Estadistica descriptiva de las dreas de los picos cromatograficos de cada dcido graso, en las cinco especies 11po de

Classficacion de Acido  graso Media Error intervalo de confianza
dcidos grasos {No de carbonos)  PIco n arntmética Varnanza estandar Mediana Minimo Maximo de la media al 9b%
N O e Y 0.62 O 0b 003 0.55 038 160 ”ldg Omﬁuéi_m o
C 14:0 7 50 28.886 53.36 1.03 26.96 20.03 63.67 (26 78, 30 93)
Saturados C15.0 10 50 3.40 1.18 015 3.41 1.45 5.89 {3.09, 3.70)
{23 48 %) Ci170 18 50 2.28 048 0.10 2.07 1.16 3.66 {2.08, 2.48}
. _jcaso 23 50 1.48 0.18 0.06 138 0.93 3.36 {136, 1.60)
C 16.1° 14 50 86.37 174.75 1.87 66.71 33.98 98.86 {62.61, 70.12)
Monaenaicas | & 18.1° 21 50 0.42 0.03 0.03 0.39 0.15 1.02 {0.36, 0.4
| dos be e C18.19v " 22 50 39.36 139.48 1.67 30 91 0.27 97 34 (35.99, 42.70)
e o oy | e |G 1gi20 12 20 50 0.21 0.01 0 01 0.21 0.06 0.51 (0.19, 0.23)
’ Fdroxiacides | ¢ 14:0 2-0H 11 50 1.9% O 80 0.13 1.69 0.66 4,72 {(1.70, 2.21)
) 1€ 1403-0H 12 50 10.6% 23.69 0.69 10.01 .07 24.62 {9.27, 12.03}
Ciclopropanos C17:.04A 17 50 0.42 0.09 0.04 0.39 0.10 2.02 {0.34, 0.51)
fD 27 U/o} C 190 A 24 #* * * * #* * x ¥
n = ramano de muestra /¥ = ausencig de dcido graso en la especie
K. pneumaoniae ATCC 13882
Clastficacidnde Media Error Intervalo de confianza
acidos grasos Acido graso Pico n aritmética Varianza estandar Mediana Minimo Maximao de la media al 95%
T T T T ciz0 3 B4 1.25 076  0.12 1.09 0.41 .88 (101,149
C 14:0 7 54 20.41 41.87 0.88 20.58 10 68 46 16 (18 64, 22 17)
Saturados C19:0 10 54 4.02 1.84 0.18 3.66 212 7.52 (3 65, 4.38)
{18 12 %) Cc17.0 18 54 2.86 0.56 0.10 307 0.00 3.88 (2 65, 3.06)
o _jci1s0 23 54 1.91 0.84 012 1.90 0.00 4.12 {1 66, 2.16)
C16:1° 14 54 29.03 82.00 1.23 28.62 16.29 56.18 {26.56, 31.50)
nMonoenmcos C 18'19 21 * ¢ ¥ * * * * *
C g8y 22 54 32.25 63.49 108 33.38 16.52 4410 (30.07, 34.42)
Insaturados Th;;micrjﬁ C 18‘29 N2 ?D * * * * #* % » x
4382 %) |- oo i
{ °) Hidroxnaaidos | (0 14:0 2-0H 11 54 1.56 2.43 0 21 0 95 0.00 6.16 {1 13,1 98)
. iC14.03-08 12 ha 10.30 83.90 1.25 8.35 .51 46,12 {7 80,12 80}
Ciclopropanos C17.04A 17 54 145,73 64,13 109 485 20 0.00 54 97 {43 54,47 91}
138 36 %) C19:0 A 24 54 18.74 17.87 0.58 18 55 9 25 26 99 (1/59,19.90)

28

n = tamaido de muestra

£ = ausencia de d¢rdos grasos en fa especie
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K. oxytoeca ATCC 13182

Clasificacion de Media Error Intervalo de confianza
acidos grasos Acido graso Pico n aritmética Varianza estandar Medlana Minimo Maximo de la media al 95%
T TJciz0 3 81 2.34 367 0.25 167 0.56 8.26 (1.85, 283
C 140 7 &1 &6 5bh 1.24 0.14 6.40 4.89 10 77 {6.27, 6.84 }
Saturados C15.0 10 61 2.88 0.11 0.04 2 83 2.41 4.4% (2.80, 2 97)
(13.06 %) C17:0 18 61 3.19 0.16 0.05 3.20 1.51 4.98 (3.09, 3.29)
L ~__ltiso 23 61 3.45 2.55 0.20 2.93 1.72 7.67 {3.04, 3.86}
¢ 16.1° 14 61 15.66 918 0.39 15 02 11.01 21 99 (14.78, 68 33)
Monoenoicos C 18-13 21 * * * * * * ® ®
| J C18.1%v 1 22 61 30.27 11.44 0.43 30.03 22,65 38 10 {29.41, 31.14)
nsatvura o3 Drenoico ¢ 18.092 20 * % X * * P * *
B3 T2H) Hgowaciss I ¢ 14:0 2-0H 11 * - * . - : ‘ "
- C 140 3-0OH 12 61 1.72 0,92 0.12 1.80 0.45 5.55 (1.47, 1.96)
Ciclopropanos C17:04A 17 61 55.81 55.07 0.85 54.47 41.38 88.31 (63.91, 67.71)
153.22 %) |C 19:0 A 24 61 19.24 12.45 0.45 18.55 9.86 29.71 (18.33, 20.14)
n - tamarnio de muestra / * = ausencia de dcidos grasos en la eéspecie
K. planticola ATCC 33631
Ciasificaién de Media Error Intervalo de cenfianza
acidos grasos Acido graso Pico r aritmética Varianza estandar Medtana Minimo Maximo de la madia al 95%
""""" T T Jeze 0 T3 T ez 2.97 169 0.18 2.44 1,49 7.13 (2.61, 332)
C14.0 7 53 11.70 7.24 0.37 11.22 8.19 1910 {(10.96, 12 44)
Saturados C 15:0 10 53 394 1.04 0.14 3.76 2.60 716 (3.66, 4.22)
{16 C1 %) c 170 18 53 5.12 1.29 0.16 5.05 3.65 8.36 {4.81, 5.44)
. .|t1s0 23 53 2.18 0.18 0.06 2.06 112 3.48 {2.08, 2 29}
c16 1° 14 53 45 57 31.45 0.77 45.03 31.98 84.03 (44.02, 47 11)
Monpenaicos C 18719 21 * * * * ® ¥ * ¥
i J C 18191 22 53 59.36 55.65 1.02 81.02 33.67 73.50 {97.30, 61 41}
nsaturados [ penoce | C 18,2912 20 * * * * * * * ®
{64 09 %) - Hdroxigedos | ¢ 14:0 2-0H R » * » * * * * #
I T C 140 3-0H 12 53 6 Q1 11.87 0.47 513 2.23 17.56 (5.06, 6 96)
Ciclopropancs C170A 17 53 34.43 b5 96 1.03 32.11 23.91 60 54 {32.37, 36 49)
(2090 %) C19.04 24 53 182 033 008 1 65 1.16 3.84 {1.67,1.98)
1o~ taimano de muestra / * = ausencia de dcidfos grasos en la especie

€8



cont. tabla 6
K. rhinposcleromatis ATCC 1884

Clasificaion de Media Error Intervalo de confianza
acidos grasos Acido graso Pico n aritmeética Varianza estandar Mediana Minimo Méximo de la media al 95%
R R VI 3 s0 T 348 242 022 308  ©.98 823 (275 383
C 14:0 7 50 10.37 5.79 0.34 10.06 7 02 18 74 (9.68, 11.05)
Saturados C 15:0 10 50 2.50 013 0.05 2.49 1.85 3.82 (2.40, 2 61)
(13.38 %) C17:0 18 50 3.43 0.26 0.07 3.41 217 5.57 {3.34, 3.63}
C18:¢ 23 50 225 0.08 004 2.21 1.82 3.63 (2.17, 2.34)
T C16:1° 14 b0 42,71 49 .80 1.00 42.11 33 14 75.59 40 70, 44.71)
Monosnaicos | C 18.1° 21 * * * * * * M R
¢ 18:18v Y 22 50 58.81 87.78 1.32 6.40 15 79 71 18 (66.14, 61.47)
insaturados Denoice | (¢ 18:2%2 20 50 0.17 0.00 0.00 0.17 0.13 029 0,16, 0.18)
{64.93 %) Hidroxigcidos C 14:0 2-OH 11 * * * * x * ® *
. C 14:0 3-CH 12 50 4.25 4.50 0.30 3.75 1.86 12 49 {3.65, 4 85}
Cclopropancs C17:0A 17 50 33 54 16,20 G.h7 33.02 22.16 48.74 {32.39, 34.68)
(21.73 %} C19:0 A 24 50 1.88 0.07 0.04 184 1.30 2.48 (1.81, 1.96)

s

A = tamarnoc de muestra

/ * = ausencia de dcidos grasoes en la especie



Tabla 7 Distribucion de grupos de acides grasos identificados en las diferentes especies tipo de
Klebsieffa analizadas,

Especies
czaenae

K.

K. pneumaoniae
K. oxytoca

K. planticola

K

rhinoscleromatis

Acidos grasos*®

Saturados
23.%

18.1
13.1
15.0
13.4

Insaturados

76.3
43.5
33.7
64.C
5.0

CJCFOprOpaﬂOS-

0.3
38.4
53.2
21.0
220

¥ Expresaqns en porcentajes

Tabla 7 A. Distribucidn de dreas y porcentajes’ de acidos grasos insaturados identificados en las
diferentes especies tipo de Kfebsiella analizadas.

Insaturados

Monoencicos

diencico J

hidroxidcidos

C18:1° trans

Ci6:1° Cci18:1° C18:1" cis | C18:2%1 \ C14:0 20H C14:0 30H
species érea %  area % dres %  drea % area % drea %

. ozaenae 66.37 55.80 0.42 0.3b 39.35 33.08 0.21 018 1.95 1.64 10.65 8.95
. pneumoniae 28.03 39.73 * - 32.25 44.09 * - 1.5  2.10 10.30 14.08
oxytoca 15.b6 32.7 * - 30.27 63.7 * - * - 172 3.61
planticola 45,567 41.08 * - 59.38 b3.b * - * - 6.01 5.42
rhinoscleromatis  42.71  40.32 * - 58.81 55.51 (.17 0.16 * - 4.25 4.01

"Temande como 100% la suma de las 4reas de Ios insaturados

*Ausencla

8b



Ciclopropano

G104

-0.73785

4.58068

1.37194

1.16269

-0.79258

-0.52198

5.59088

-1.81848

Tabla 9. Matriz de varianzas-covarianzas de las areas normalizadas de ios acidos grasos comunes a las especies de
Klebsiella

o  Saturados o o nsawrades T

hidroxiacidos | _monoenoicos

C18:1%trans

C12:0 C14:0 C15:0 C17:0 C18:O C14:0 3-0H C16:1%  C18:1" as

C12:0 1.78689 2.260567 0.09967 0.04169 0.35412 2.54973 1.10771 -0.23902

C14:0 2.26057 21.17541 0.60156 -0.18250 -0.00045 17.5327 6.15210 2.64023

C15:0 0.09967 0.60156 0.84316 0.43106 -0.13251 0.87101 3.11831 1.16892

C17:0 0.04169 -0.18250 0.431086 0.54604 0.10459 -0.50801 1.24263 1.07851

C18:0 0.35412 -0.00045 -0.13251 0.10459 0.83432 -0.52199 -0.01890 0.65196

C14:0 3-0OH 2.54973 17.6327 0.87101 247176 8.30874 3.829563 -0.50801 0.08170

C16:1° 1.10771 6.15210 3.11931 1.24263 -0.01890 8.30874 606.6726 6.85836

C18:1%trans -0.23902 2.64023 1.15892 1.07851 0.65196 0.08170 6.85836 68.7221
C18:1" vis

C17:0a -0.73785  4.58068 1.37194  1.16269 -0.79258 382953 559088  -1.81849

98

39.5848




Tabta 10 Valores de los cosficientes no estandarizados para las 4 funciones
discriminantes
» o . e - ; —
s [C12:0 -0.24652 0.28299 -0.20348 -0.144869
a
L C14:.0 0.17480 -0.14198 0.086522 -0.07184
‘: C15:0 -0.07901 -0.93460 0.28114 -0.06084
a C17:0 0.13065 1.16008 0.23415 O 885686
g C18:0 -0.16334 -0.40488 -0.32519 0.50730
s
[ hidroxiacido | C14:0 3CH -0.07359 0.08125 0.06955 0.03105%
n ‘
s m |
o !
f : - iC 16 1° 0.06102 0.03839 -0.0463 0.005675
u e
] e C18:1° trans -0.00956 0.07002 0.00039 -0.07333
a \ n C18:1" s
d [0}
o 1
s o}
Q
Ciclopropano C17:04 -0.13152 -0.02305 0.00062 -0.05439
Constante 1.18163 -2.62582 -2.842486 2.10174

Takla 11

Andlisis discriminante para las cinco especies

Porcentaje de

_Funcién discriminante __Eigenvalor varianza acumulado  Correfacion candnica
1 Z21.55b986 71.78 0.97758
2 7.3538486 24.49 0.93824
3 0.778732 2.59 0.66167
4 0.343842 1.15 0.60689
Takla 12 Valor de los centroides para cada una de las cinco especies
N Especie Grupo centroide Funcién 1 Funcidn 2
K. ozaenae 1 8.69819 -1.40284
K. prneumoniae 2 -1.12431 -3 11534
K., cxytoca 3 -5 43105 -1 68212
K planticola 4 -0.25794 3.61565
K. rhinoscleromatis 5 -0 58265 298701

87
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Tabla. 13. Areas normalizadas de los dcidos grasos (%) respecto al 4cido graso de mayor concentracién (C 16:0) en
un aislamiento ambiental {agua) de Klebsiella pneumoniae (087380},

Tamano de C12:0 C14:0 €150  Ci40  C140 C161° Ci160  C17:0  C17:0 C18:13  C18:0 C19:0
Nr']”fsgg"’ 2-OH 3-OH cis 9,10 181" o5 9,10
AN 3 AN 7 AN 10 AN 11 AN 12 AN 14 AN 15 AN 17 AN 18 AN 22 AN 23 AN 24

1 0.60 12.49 2.58 0.65 9.08 35.68 100 34.77 4 15 69.25 4.84 17 60
2 0.32 14.62 2.75 1.18 9.69 33.50 100 36.40 5.7C 63.71 5,43 15.83
3 0.41 12.86 2.72 0.73 9186 35.69 100 34.63 4.02 68.83 5.09 17.45
4 0.54 7.48 3.10 045 5.44 33.76 100 36.01 4.26 66.75 3.26 18.29
5 0.57 16.02 3.28 1.01 10.56 36 11 100 34.88 4.72 66.63 5.18 16.83
6 0.49 10.26 4.65 0.46 5.09 29.08 100 43.40 6.49 56 30 3.57 21.45
7 0.50 15.02 3.46 1.20 10.83 38.99 100 35.42 520 66.69 4.65 17.05
a 0.69 14.56 2.69 1.24 10.25 33.51 100 35.43 4,12 66.48 7.72 17.91
9 0.53 15.40 4.12 i.56 10.82 32.18 100 32.89 5.74 67.79 4,92 19.16
10 0.39 9.40 3.97 0.50 5.59 29.44 100 43.61 6.06 60.60 3.28 21.74
11 0.47 12.93 2.70 1.16 9.41 33.08 100 37.63 517 63.868 5.47 18.16
12 0.99 9.67 4.11 1.75 5.73 29.18 100 42,77 5.95 58.39 8.96 20.28
13 0.77 15.01 2.83 1.52 9.58 33.47 100 36.24 4.31 51.29 518 17.71
14 0.56 10.62 3.48 0.31 5.18 33.28 100 37.50 4 70 683.77 3.09 18.68
15 0.52 14.66 3.18 1.23 9.94 35.95 100 35.55 4.71 67.68 452 17.41
16 0.66 15.20 4,00 1.45 10.30 31.24 100 40.23 5.87 64.99 4.83 2Q 92
17 0.869 14.85 3.74 1.38 11.02 34 18 100 38.05 569 66 07 518 18 84
18 0.58 11.39 3.08 0.61 6.22 34 65 100 36.26 5.00 82 46 2.87 17.47
19 0.48 10.66 3.50 1.42 4.98 32 53 100 36.93 4.60 60.85 2.91 17.38
20 0.93 10.99 3.57 0.56 5.15 3302 100 36.75 4,56 60 59 2.87 17.25
21 1.02 10.86 2.94 0.86 4,70 33.67 100 356.89 382 59.60 2,68 16.67
22 0.41 10.18 3.41 1.02 7.73 27.23 100 44 52 4,82 54 66 3.7% 22.42
23 0.43 9.58 380 Q.71 615 30 78 100 43.04 5,92 64,61 3.32 22.04
24 0.42 8.62 3.67 (.62 4.98 31.21 100 42.74 617 66.12 4,26 22.44
25 0.33 8.88 3.45 032 3.57 1902 100 48.27 5.560 41 51 376 27.77
26 0.48 923 3.60 0.60 4.70 20.11 100 50 21 5.86 43.15 355 28.67
27 034 10.10 3.956 0.64 6.04 26.46 100 44 .4 511 53.53 3,58 22.59
28 1.31 11.60 3.65 1.36 4.97 33.20 100 35.79 4 39 56 83 257 16 16
29 2.00 9.85 335 2.24 7.29 26.04 100 45.97 4 96 52 61 9.09 23.80
30 G.77 912 3.71 151 4.78 20 08 100 49 89 5 90 12 69 3 80 27 77
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C19:0

cis 9,10

Tabla 14. Areas normalizadas de los acidos grasos {%) respecto al acido graso de mayor concentracién (C 16:0) en
un aistamiento amhiental (are) de Klebsrefla pneumoniae (089711},
“Tamafio de C12:0  C14:0 C15:0 C14:0 Cl4:0  C16:1°  C16:0 C17:0 C17:0 C18:1°  C18:0
Muoss 2-OH 3-OH cis 9,10 c18:17"

"= AN 3 AN 7 AN 10 AN 11 AN 12 AN 14 AN 15 AN 17 AN 18 AN 22 AN 23
1 0.62 12.77 3.29 1.08 7.21 25.05 100 46.57 4,72 46.26 3.59
2 .81 12,95 2.94 1.06 8.21 26.44 100 46.40 4,50 52.29 4.32
3 1.49 917 2.93 1.85 5.18 24.44 100 45.23 4.59 51.29 4.04
4 0.70 13.30 2.84 1.24 10.11 2b5.36 100 48.11 4.53 52.47 4.08
5 0.60 11.57 3.15 0.86 6.96 27.17 100 45.83 4.90 56.48 4.26
6 0.74 12,63 3.31 1.05 8.87 26.78 100 49.72 518 51.18 4.52
7 0.91 9.41 0.94 3.99 5.31 24.38 100 47.25 6.36 48.85 3.81
8 1.11 3.71 3.42 3.60 6.10 24,94 100 45,74 5.10 50.20 3.92
9 0.66 12.11 3.41 0.82 7.36 24.63 100 49.37 5.47 51.01 3.65
10 093 6.69 0.32 408 68.15 23.77 100 46,53 5.73 45,10 4.22
11 0.865 12.64 3.01 1.04 8.38 26.16 100 48.59 4.86 55,25 4.18
12 0.9 9.33 2 b6 1.83 4.73 24,22 100 45.38 4.57 51.73 3.93
13 1.87 9.79 6.08 3.01 5.85 23.14 100 47.73 4.90 49.23 3.83
14 0.66 11.43 364 199 5.63 25.18 100 46.44 .45 52.13 3.87
15 0.62 10.16 3.09 1.47 5.05% 22.58 100 48.13 4.97 46.31 3.71
16 186 14 G3 7 B% 1.62 9.07 23.38 100 47.65 4.92 438.88 4.16
17 1.80 9 55 4 10 0.00 4.13 24 .15 100 46.56 6.32 46.43 3.88
18 0.61 13 86 2.84 0.86 9.89 24.24 100 41.53 4.41 55.50 3.67
19 1.88 16.04 2,78 1.27 10.29 27.16 100 43.60 4.21 48.89 3.86
20 0.54 13.562 2.81 0.00 8.80 31.22 100 40.92 4.46 57.68 3.70
21 0.64 12.09 2.84 0.85 9.05 30.43 100 43.36 4.72 60.91 4.06
22 0.37 1217 2.81 0.82 8.89 27.93 100 44,97 4.70 55.60 3.82
23 1.00 12,93 2.73 1.12 10.32 27.46 100 45.07 4.85 56.94 4 85
24 0.81 14.43 1.03 1.10 8.48 31.81 100 99.56 8.81 51.69 474
25 0.76 11.73 208 2.77 7.1b6 27.45 100 44.38 5.79 56.08 5.33
26 141 13.04 3.20 0.77 8 26 27.31 100 43.97 5.08 55.93 4.31
27 124 13.26 270 0.00 8.90 26.15 100 46.44 4,62 4.81 4.81
28 112 12.76 249 0.00 8 91 26.27 100 46.64 143 h4.44 4 47
29 2.02 13.69 3.06 0.00 7.54 26.13 100 42.11 4,71 47.76 4.14
30 238 1578 3.27 0.00 9.34 26.68 100 43.79 5.53 58.04 4.10
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un aislamiento ambiental (agua) de Kiebsjella pneumnoniae (087885),

“Tamato de C12:0 C14:0  C150  C14.0 C14:0 Ci81° Cv0  C170  C17:0 c181°  C18:0 C19:0
Muestra 2-0OH 3-0OH cis 9,10 c18:1"M ¢is 9,10
n=32 AN 3 AN7  AN10 AN 17 AN12  AN14  AN15  AN17  AN18 AN 22 AN 23 AN 24

1 2.02 17.68 3.61 1.22 13.02 36.23 100 41.59 5.43 70.64 7.19 2Q 48
2 1,22 16.76 3.40 2.00 13.71 31.74 100 46.57 5.62 67.70 2.97 24.85
3 1.92 16.48 3.56 0.00 11.28 34.66 100 41.91 4.98 65.29 3 49 19.46
4 1,59 16 04 1.17 4.49 10.59 34 39 100 43.71 5.93 70.34 416 22.07
5 1.55 17.15 3.47 1.50 13.12 35.27 100 43.16 5,31 72.55 3.41 22.19
8 2.97 16.65 2.82 0.00 10.05 3415 100 42 36 5.49 67.25 4.28 20.72
7 1.03 12.83 3.80 1.23 10.02 32 24 100 45.57 6.00 61.67 4.14 25.48
8 0.60 10.52 2.16 0.30 4.59 45.66 100 24 48 3.82 80,08 3.23 10.38
9 0.59 10.39 2.88 0.39 5.92 40.08 100 33.44 5.42 81.64 3.26 15.49
10 0.63 10.47 2.14 0.26 4.00 45.04 100 24,37 3.64 89.71 3.37 10.49
11 0.52 10.27 3.45 0.67 8.52 33.24 100 45.70 5.61 71.52 2.53 23.98
12 0.52 10.27 3.45 0.67 8.52 33.24 100 45.70 5.61 71.52 3.26 23.98
13 1.6 16.02 2.50 1.51 11.45 34 79 100 42.99 5.40 72.10 3.84 21.80
14 0.55 10.54 2.92 0.48 6.05 39.27 100 33 24 5.02 77.77 3.23 15.11
15 1.28 17.94 2.94 1.66 11.35 35.86 100 35.16 4.35 71.69 2 88 14.98
16 1,31 17.82 3.05 2.38 15.14 33.23 100 45.01 5.10 71.35 291 23.57
17 1.76 20.15 3.48 1.88 13.79 35.63 100 40 74 4.93 56.50 2.57 18.71
18 3.46 17.49 2.36 0.00 12.75 33.69 100 36.99 4.50 64 65 3.28 16.85
19 1.36 17.72 2.28 1.64 10 72 41 28 100 29 66 3.79 77.30 2.89 12.56
20 0.78 14.82 1.88 2.6 8.77 36.19 100 34,20 5.10 77.23 3.50 15.96
21 0.85 15.11 1.91 2.24 8.82 36.60 100 33.83 5.00 73.13 3 63 16.25
22 1.26 20.23 3.40 2.49 15.01 33.18 100 42 84 5.66 60.21 2.63 19.12
23 0.98 19.12 2.50 1.75 10.99 35.49 100 35 21 3.98 65.15 2.95 16.10
24 0.96 16.66 2.25 1.26 9.92 38.40 100 31.83 3.90 71.89 3.01 13.89
25 0.93 16.70 3.40 2.16 15.87 33.96 100 40.29 5.04 67.08 2 88 19.55
26 0.86 17.89 343 2.11 12.36 33.02 100 44.42 5.31 65.08 2.90 21.66
27 1.12 18.34 2.36 1.67 10 66 41 56 100 30.54 4.29 79.94 3.16 12.89
28 1.07 18.67 3.55 2.38 16.14 35.81 100 41 24 4.99 64.69 2.25 18.41
29 1,02 15.80 3.69 155 11.29 34.84 100 42 98 5.51 70.53 402 21.43
30 0.47 9.89 3.38 0.55 8.71 32.32 100 37 51 5.53 7040 30 00 23.40
31 0.58 10.64 2.30 0.47 5 22 7319 100 35 69 4.04 66.97 316 15.64
32 0.82 14.98 2.34 1.58 1082 36544 100 35 28 4.13 89.01  3.23 16.50
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Tabla 16. Areas normalizadas de los dcidos grasos (%) respecto al 4cido graso de mayor concentracién (C 16:0) en un aislamiento
clinico de Klebsiella oxytoca.

Tamafio de  C12:0 c14.0  ci150 €140 C16.1° ‘c1e:0 Ci17C C17:0 c1g:1¢ c18:0  C19:0
I\j]uesét;a 3-OH s 9,10 C18:1% ois 9,10
- AN 3 AN 7 AN 10 AN 12 AN 14 AN 15 AN 17 AN 18 AN 22 AN 23 AN24
1 0.71 16.52 3.05 9.22 16.12 100 71.12 2.91 39.13 2.17 7.20
2 0.94 15.74 2.98 12.61 16,92 100 59.63 3.00 39.25 2.30 0.92
3 1.00 15.64 3.05 13.73 14.98 100 71.23 2.99 37.91 2.01 7.48
a 6.70 16.58 3.02 13.66 17.19 100 70.69 2.68 40.70 1.89 6.60
5 1.01 13.13 2.76 9.02 16.42 100 69.00 2.66 40.50 1.73 .39
6 0.79 13.81 2.67 7.40 17.42 100 68.56 2.80 40.87 2.13 6.11
7 3.18 13.64 4.68 8.34 9.15 100 60.00 4.63 35.92 3.68 30.62
8 0.94 17.27 2.96 15.90 16.87 100 70.46 2.73 39.41 1.72 6.60
9 0.91 15.36 2.99 13.04 16.98 100 70.19 2.85 40.94 1.73 6.84
10 5.22 13.83 2.88 10.89 17.13 100 68.73 2.63 40.97 1.91 6.16
11 5.14 14.57 2.83 11.94 16.37 100 70.27 2.81 40.24 1.72 6.69
12 0.93 12.02 2.94 7.84 14.99 100 69.30 2.94 39.10 1.86 7.25
13 2.51 18.93 402 13.85 20.18 100 51.25 4,18 45.79 2.64 21.44
14 1.27 16.70 3.6 16.19 25.41 100 48.81 5,32 55.00 3.13 21.45
15 1.28 18.13 3.15 14.57 16.75 100 70.76 2.85 38.20 2.13 6.92
16 4.02 12.29 3.04 9.50 9.81 100 85.02 4.04 29.66 5.12 0.84
17 412 10.66 313 7.32 8.99 100 73.83 3.33 26.28 4.58 0.68
18 1.30 10.61 313 6.86 5.06 100 73.92 3.32 26.00 3.89 0.74
19 1.40 10.83 338 8.72 8.49 100 69.82 3.51 24.71 453 0.64
20 1.32 10.70 3.37 7.73 8.12 100 73.92 3.48 23.77 4.39 0.75
21 1.17 7.30 223 6.55 12.68 100 72.40 3.65 47.52 3.29 1.12
22 0.61 6.12 2.18 5.27 13.48 100 69.12 3.65 49.64 3.35 1.11
23 1.28 7.19 458 5.91 12.46 100 61.98 3.24 44.13 3.18 0.93
24 2.60 6.73 2.15 5.56 12.54 100 69.73 3.85 46.75 3.29 2.73
25 0.93 5.04 1.50 3.36 11 03 100 45.87 271 31.88 4.98 0.7
26 0.83 5 85 2.04 6 55 10 01 100 56.45 3.05 37.07 2.73 0.93
27 1.32 1072 3.45 8.66 6 80 100 71.40 3.33 18.57 3.85 0.64
28 1.60 11.28 325 9.09 902 100 72.51 3.34 24.21 4,31 0.49
29 1.00 8.23 239 5.11 10 21 100 72.36 4.25 42.69 3,32 1.10
30 114 6.81 2 46 5.49 10.18 100 72.94 4.23 42.12 3.35 1.16
31 1.24 10 89 319 786 10 03 100 7310 3.39 27.17 4.23 0.53




ambiental (aire) de Klebsiella oxytoca (097806)
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Tamafio de C 12:0 C14:0 T 15:0 c140  C16:1° €160  C17:0 C17:0 €18:1® €180  C19:0
Muestra 3.OH c1s 9,10 c18:1" cis 9,10
=33 AN3 AN7 AN10 AN12 __AN14 AN15 AN17 _AN18 AN22 AN23 AN24
1 2.25 12.29 2.86 10.23 21.02 100 64.44 3.69 44,04 2.07 5.4
2 2.02 12.15 3.66 9.89 20.20 100 66.86 4.65 43.36 2.29 7.95
3 2.02 12.56 3.54 9.82 20.73 100 63.83 4.34 41.96 2.17 .90
4 2.18 12.58 3.54 7.33 10.67 100 65.04 4.35 42 .55 2.31 10.45
5 1.90 10.86 2.85 8 81 19.02 100 67.77 4.13 44,52 2.18 7.66
6 2.18 12.58 3.54 7.33 19.867 100 65.04 4.35 4255 2 31 10.45
7 1.98 11.21 3.37 7.10 18.04 100 66.42 4.39 42.29 2.21 8.11
8 2.50 12.97 3.23 9.29 19.34 100 66.38 4.02 41.31 1.97 7.32
9 3.63 16.37 3.75 8.52 20.89 100 56.14 3.28 28.29 1.30 3.68
10 1.58 10.57 3.18 7.86 19.13 100 70.31 A4.70 48,59 2.40 8.92
11 2.17 11.97 3.51 7.46 17.93 100 66.95 4.65 39.56 2.22 9.19
12 1.82 11.37 3.30 . 7.17 18.87 100 66.86 4.53 43.52 2.35 8.30
13 2.02 12.48 3.59 7.15 19.96 100 65.01 4.49 41.14 2.22 7.15
14 1.086 9.87 3.03 5.92 10.16 100 67.15 4.44 46.85 2.41 7.94
15 1.51 11.19 3.18 7.1% 19.43 100 67.27 4.29 46,42 2.27 8.59
16 1.75 11.87 3.14 7.94 21.09 100 65.08 3.76 44,71 2.08 6.89
17 2.26 14.24 2.96 12.67 22.01 100 63.47 3.21 47.89 236 7.95
18 2.64 14.60 2.87 15.53 21.73 100 79.96 3.36 44,13 2 51 6.47
19 2.67 14.24 3.37 10.97 22 36 100 64.50 337 45,18 2.28 6.82
20 2.64 14 49 2.82 16.47 23.15 100 66.70 3.03 49.29 1.93 5.48
21 1.49 12.24 3.14 11.25 20.12 100 65.97 3.18 48.01 2.35 5.67
22 2.13 12.85 2.26 10.68 22.64 100 65.77 2.99 49.53 251 5.61
23 2.29 14.01 2.85 16.57 21.02 100 64.38 2.80 42,15 4.35 5.27
24 2.40 14.49 3.03 12.05 272.88 100 61.89 2.87 44.04 A.35 .25
25 2.26 13.51 2.53 11.43 23.08 100 66.04 2.63 49,57 2.02 5.24
26 2.45 14.16 3.01 10.03 23.12 100 65.58 2.79 51.26 2 25 6.94
27 2.57 14.32 2.69 10.36 21.45 100 65.08 3.01 44.32 2.58 6.17
28 2.04 12.78 2.82 9.23 20.59 100 67.23 3.25 48,41 238 6.09
29 2.25 13.70 2.56 11 42 2213 100 67.01 302 49.17 229 5.69
30 2.08 12.68 3.24 10.32 22.66 100 64.49 324 47.65 2 24 5.40
31 1.23 12.93 3.00 9.33 27 80 100 55 14 5.75 48.74 394 21.95
32 2.08 13.78 3.02 10.97 23.87 100 62.90 3.31 46.99 2 59 8.44
33 1.22 12.74 2.22 8.92 22.66 100 56.76 811 52.68 417 2408
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K. pneumoniae 087380 (aislamiento ambiental de agua} sp6

Clasificacionde Media Error Intervalc de confianza
dcidos grasos Acido graso Pico n aritmética Varianza estandar Mediana Mintmo Maximo de la media al 85%
T T ez 3 30 0.64 0.12 0.06 0.54 0.32 2 (0.52, 0.76)
C 14:0 7 30 11.73 6.29 0.46 10.93 7.48 16.02 {10.83, 12.63)
Saturados C 15:0 10 30 3.44 .26 0.09 3.47 0.268 4.65 (3.26, 3.62)
(13.73%) C17:0 18 30 §.12 0.58 0.14 5.06 3.82 5.49 {4.85, 5.39)
] C 18:0 23 30 4.47 2.79 0.31 4.03 2,57 9.09 (3.87. 5 07)
T C16:1° 14 30 31.23 23.66 0.89 33.06 19.02 38.99 (29.49, 33.29)
Monaoenowcos | C 18:19 21 * * * * * * # *
G 18:19v 1 22 30 60.60 58.51 1.40 63.08 41,51 69.25 {57.86, 63.34)
Insgzrurados Dienoico ! o 18‘.29'12 20 * * % * % " % "
B Foxidodos | € 14:0 208 11 30 1.01 0.23 0.09 1.02 0.31 2.24 (0.84, 1.18)
C 14:0 3-OH 12 30 7.30 6.00 0.45 6.19 3.57 11.02 16.42, 8.18)
T Ciclopropanos C17:0A 17 30 39.54 24.50 0.80 37.22 32.89 50.21 {3.77. 41.31)
(32.13%) C19:0 A 24 30 19.89 12.89 0.65 18.49 15.16 28.67 (18.62, 21.16)
n = tamado de muestra / * = ausencra de dcidos grasos en la especie
K. pneumoniae 089711 (aislamiento ambiental del aire) sp7
Clasificacionde Media Errar Intervalo de confianza
4cidos grasos Acido graso Plco n artmética Varianza estandar Mediana Minimo Méximo de la media al 95%
N R 30 1.086 0.28 0.10 0.86 037  2.38 087, 128
C14:0 7 30 12.05 4.15 0.37 12.64 6,79 15.78 {11.32, 12.781
Saturados C 15:0 10 30 2.88 0.98 0.18 2.89 0.32 6.08 {2.53, 3.23)
{13 80%) C17:0 18 30 5.01 1.22 0.20 4.88 1.43 8.81 (4.61, 5.41)
__jc1so0 23 30 412 0.18 0.08 4.07 3,68 5.33 (3.97, 4.27)
o [ | een® 14 30 25.17 21.20 0.84 25.75 3.43 31.81 (23.52, 26.82)
wMOnoenoIzos C 18.’19 21 * ® * * * " % M
C 18:18v 1 22 30 50.64 a1.11 1.74 51.71 4.81 60.19 47.22, 54.06)
tnsaturados I 7 oanace C 18:2912 20 x . ® * * * * *
146 58) ST
| Hdomandges | C014-0 2-04 11 0 134 1.32 0.21 1.07 0 4.08 (0.93, 1 75)
w ] C14:03-0H 12 30 7.67 323 0.33 g 24 4,13 10.32 (7.03, 8.31)
 Cuclopropanos C17:0 A 17 30 47.59 101.09 184 46.42 40.92 99.56 (43 99, 51.19)
143 62%) C190A 24 30 2455 24.27 0 90 24.30 17.36 45.91 (22.79, 26 31)

/1

tarnadio do muestra

woausenma de dcidos grases en la especie
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Clasificacion de Media Error Intervalo de confianza
acidos grasos Acido graso Pico n aritmética Varsanza esténdar Mediana Minimo Maxima de la media al 95%
ST T Teh1zo 0 3 T T3z Mg aaas T o2 1030 047 346 {096, 1.420
C 14:0 7 32 15.38 10.78 0.58 16.57 9.89 20.23 (14.24, 16.52)
Saturados C 15:0 10 32 2.89 0.44 0.12 3.00 1.17 3.69 {2.66, 3.12)
(13.88) C17:0 18 32 4.94 0.49 012 5.07 3.62 6.00 (4.70, 5.18)
C 180 23 32 4.18 22.90 0.85 3.23 2,25 30.60 {2.53, 5.80)
C16:1° 14 32 37.18 55.26 1.31 35 36 31.74 73.19 (34.60, 39.76)
Muoroenoicos C 18:13 21 * * * * * * * *
C 18:19¥M 22 32 71.33 48.57 1.23 70.59 60.21 90.08 (68.92, 73.74)
Insaturados Denoico C 18,29,12 20 * * * * * * * *
58.49 )
( ’ Hdeoxdados | G 14.0Q 2-0OH 11 32 1.39 0.94 0.17 1.53 0. 4.49 [1.05, 1.73}
C 14:0 3-0OH 12 32 10.54 10.39 0.57 10.77 4.00 16.14 {9.42, 11.66}
Ciclopropanos C17:04A 17 32 38.38 37.90 1.09 40 52 24.37 46.57 {36.25, 40.51}
(27.63%} C19:0 A 24 32 18.52 17.85 0.75 18.92 10.38 25.48 {(17.06, 19.98)
n = tarnafio de muestra /¥ = ausericia de dcidos grasos en la especie
K. oxytoca {de un aislamiento clinico) sp 9
Clasificacion de Media Error Intervalo de confianza
acidos grasos Acido graso Pico n aritmética Varianza estédndar Mediana Minimo Méximo de la med:a al 95%
C12:0 3 31 1.88 244  0.28 1.26 061 6.70 (1.33, 2.43)
C14:0 7 31 11.84 16.29 0.73 12.02 5.04 18.93 (10.52, 13.36)
Saturados C150 10 31 3.03 0.48 0.12 3.02 1.50 4.68 {2.79, 3.27)
{14.87) c170 18 31 3.37 Q.43 0.12 3.32 2.63 5.32 {3.14, 3.60)
___iCc180 23 31 3.07 116 0.19 3.18 1.72 5.12 (2.69, 3.45)
C 16:1° 14 31 13.25 19.81 0.80 12.68 5.06 25.41 {11.68, 14.82}
Monoenocos C 18:19 21 * * ¥ * * * * *
; d C18:1%ym 22 31 37.29 74.05 1.55 3925 18.57 55.00 (34.286, 40.32)
nsarurados Dignoico G 182912 20 * * * » * * x »
20%) b :
(38 2 /u) Hidroxiacidos C 140 2_OH 1 1 * x * * » # * *
C 14:0 3-0H 12 31 9.28 11 80 0.62 8 66 3.36 16.19 (8 07, 10.49)
Ciclopropanos C17:0A 17 31 68.21 65 00 1.45 70 27 45,87 85.02 (65.37, 71 05)
(46.93) C19:0 A 24 31 5.28 50.48 1.28 1.16 0.49 30.62 (2.78, 7.78)

145)

n = tamano de muestra

/% = gusencia de dcidos grasos en la especie
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Clasificacién de Media Error Intervalo de confianza
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acidos grasos Acido graso Pico n aritmética Varianza estandar Mediana Mirnimo Maximo de la media al 95%
T o T Tcizo h 3 W”mmé“é___ R " ub?é_é_i"m -"(j.OQM 213 108 3.63 {1.93, 2.27‘)‘&—_—‘
C 14:0 7 33 12.87 1.91 0.24 12.74 2.87 16.37 (12.40, 13.34)
Saturados C 15:0 10 33 3.08 0.14 0.07 3.03 2.22 3.75 (2.95, 3.21)
{14.03%) Cc17:0 18 33 3.82 0.73 0.15 3.69 2.63 6.11 (3.53, 4.11}
C 18:0 23 33 2.48 0.48 0.12 2.29 1.30 4.35 (2.24, 2.72)
C 16:1° 14 33 20.98 2.71 0.29 21.02 17.93 23.87 (20.42, 21.54)
MO0ENOICOS C 18:19 21 * * * * * * * £
insaturados |- _lc 18:1%7 11 22 33 45 11 19.35 0.77 44,71 28.26 h2.68 (43.61, 46.61)
Saturaaos Dienoico .9.12 * * * * * * * *
#8160 | o G a0 20n 11 - : : : : : * u
C 14:0 3-OH 12 33 9.88 6.50 0.44 2.82 5.92 16.47 (8.01, 10.75)
Ciclopropanos “ C17:0A 17 33 65.25 17.46 0.73 65.58 55.14 79.96 (63.82, 66,68}
(42.21%) C19:0A 24 33 8.01 17.41 0.73 6.94 3.68 24.08 (6.59, 9.43)
n = tamano de muestra * = gusencia de dcidos grasos en la especie



ai19. Distribucidon de los grupos de acldos grascs identificados en ias diferentes especies de
Klebsiella aisladas del ambiente.

Acidos grasos*®

ies Saturados Insaturados Caciopropanoé
sumoniae  (sp 2)** 18.1 43.5 38.4
symoniae  (sp 8) 13.7 ha . 327
sumoniae  (sp 7) 13.8 46.6 39.86
sumorifae  (sp 8) 13.8 58.5 27.6
vtoca isp 3y %% 13.1 33.7 53.2
vtocs sp 9) 14.9 38.2 486.9
ytoca {sp 10) 14.0 43.8 42.2
xpresados en porcentales

specie tipo

la 19 A. Distribucién de &areas vy porcentajes’ de acidos grases nsaturados identificados en las
rentes especies de Kiebsiella aisladas del ambiente v la clinicas.

Insaturados
MoNoenoicos l hidroxiécidos
C18:1° trans

c16:1° C18:1" ¢cis C14.:0 20H C14:0 3CH
cies area % area % drea Y% érea %
neumoniage {sp 2)** 29.03 39.73 32.256 44.09 1.58 2.10 10.30Q 14.08
neumoniag  (sp 6) 31.23 31.20 60.60 60.62 1.01 1.00 7.3C 7.28
neurrioniag  (sp 7) 25.17 29.67 50.64 58.70 1.34 1.58 7.67 2.04
neumoniae {sp 8/ 37.18 30.87 71.33 58.22 1.39 1.16 10.564 8.75
xytoca fsp 3)** 15.58 32,70 30.27 63.70 * - 1.72 3.81
xytocs {sp 9) 13.25 22.158 37.29 62.34 * - 9.28 15.51
xytoca {sp 10) 20.98 27.62 45,11 59.38 * - S.88 13.00
mandeo como 100% la suma de las areas de los insaturados
\usencia
specie tipo
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Tapta 20 Vaiores de los coeficientes no estandarizados para las 4 funcicneas
discriminantes (especies tipificadas y ambientales)

1 2 3 4
S C12:0 -0.259 ©.327 -0.491 0.2856
: C14:0 0.570 -1.130 0. 685 0.449
u C15:0 -0.248 -0.423 0.259 -0.173
; C17:0 0.558 0.289 0.304 -0.451
d C18:0 ¢.0756 -0.011 0.195 -0.205
:
| C14:0 30H -0.139 0.924 0.168 -0.169
A —
: ‘ ° C16:1° 0.412 -0.191 -0.700 0.223
- \ . C18:1° trans 0.338 0.474 0.405 0.493
a n C18:1" cis
d Q
o |
s L \
m C17:0A 0.596 0.287 0.195 0.633
Tabla 21 Anaélisis discriminante para las 8 especies
Funcién Porcentaje de Correlacién
discrimimante Eigenvalor varianza acumulado candnica o
1 8.14 54.0 G.944
2 3.452 76.8 0.881
3 2.681 94.6 0.853
4 0.699 99.2 0.641
Tabla 22 Valor de los centroides para cada una de las ocho especies da
Kiebsiella estudiadas
Especie Grupo centroide Funcidn 1 Funcién 2 Funcioen 3 Fuscion 4
< pneumomae* 2 -8.944E-02  -4.005 598 158
K. oxytoca™ 3 -3.530 G.454 -1.218 -.B8%
K. rhinoscleromatis * 5} 2.481 .345 -3.09% .608
K. pneumonise {agusa) G 2.975% 751 1.181 -1.183
¥, pneumoriae (arel 7 1.374 .998 1.218 -.979
<. pneumoriae (agua) g 4.461 1.084 1.374 .338
{. oxytoca (clinica) 9 -3.581 1.225 1.417 .826
<. oxytoca (are) 10 -1.872 1.400 1.121 1.279

* Especies tipo
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Tabla 23.

Pragencia de los dcidos grasos celulares en ocho especies de Kisbgiella, 3 upmficadas, 1 clituca v 4 ambentales (media t desyiacion

esténdar)
Grupos de Acido Pico K. pneumoniae K. pneurnomae K. prieumonrae K. prreumormnae K riunoscieromalis K oxytoca K. oxytoca K oxytoca
acidos grasos qraso cromat, {sp 2)* {sp B) Isp ) lsp 8) {sp 51 {sp 3)' isp 9) Isp 1O
N s C12:0 3+ 125+087 0.6410.35  1.06+053 119+ 0 68 319188 2341191 1881156 210+05
& C14:0 rAR 20.41 + 6 47 11,73 £ 2,61 12064204 15 38 4. 3 28 10 37+ 2 40 6551 "1 1194+404 1287138
1
. C150 10%* 4,02 1136 3444 0.51 2884 0.9 28910866 2501 036 2.88 40233 3031070 30810237
r c16:0* 15%* 100 100 100 100 100 100 100 100
a Ci7°0 1%+ 286075 5.12 1 0.75 5011110 4.94 £ 0.70 348051 3181040 3.37 £ 0.85 3821085
d
o C18.0 23% 1.91 £0 92 447 +1.57 412 +0.42 419+ 478 22514030 3.45 + 1.60 307107 2481 0,70
5
T T e 14%» 29 02 + 9.05 31.23 + 4.86 2517 + 4 60 3718 + 743 4271 :705 1656 +303 13251445 2098+ 165
n Monoenoicos | C18 1° 21 pa S e o
s c18,19v v 220 32 26+ 7.97 60,60 + 7.65 50.64 + 9.54 7133 6.97 58 81+ 936 30.27 + 3.40 37 29 + 8.60 45 11 + 4 40
a D1EN0IGO c18,2%32 20 - - - e g17+00 -----
. o
u Hidroxidodos | ) o 1 156+156 101£0.48 1.34 £ 115 1394097 L.
r 2 OH
R
d C;‘;ﬁ 12 10.30 £ 9 16 7.30 £ 2 45 787 1180 10 54 ¥ 3 22 4251 212 1724096 9 28 1 3.45 9881255
aQ
23
- B Teyr0oa 175 45.73 £ 8 00 3954+495 475341000 38384 616 3354 1 402 5581742 65821 +8.06 6575418
Ciclopropanos £19.0 A 24+ 18 74 + 4 22 1989t 3 66 24 551 4 93 1852 +4 22 188 .0 26 19.24 £ 353 5281710 80V +4a 1/
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LEx]

t

Fl dcdo grase C16 O representa el pico de mayoer drea, representado como gl 100%, los demmds valores de drea estdn normahzados con raspecto a este
Acidos grasos comunes

| a ausencia de dcidos grasos en cada especie estd representada por la linea pumeada | -

Especie tipo

-
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