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1 RESUMEN.

El objetivo principal de esta investigacién es la implemen-
tacién de una técnica rdpida y precisa para la identificacidn de
microorganismos, usando para este fin el método analitico de la
Cromatografia de gases liquida y como caracter taxonémico el con
tenido de dcidos grasos.

El principio de este método se basa en la retencidén, rela -
cidén y concentracién de los &cidos grasos contenidos en la célu-
la bacteriana (0’Leary, 1962). Estos icidos son determinados por
cromatografia de gases en forma de ésteres metilicos y compara -
dos contra un patrén o estdndar constituido por una mezcla de
ésteres metilicos de los &cidos grasos bacterianos, bajo condi -
ciones idénticas de operacién, tomando como base la comparacidn
entre los tiempos de retencidén de los dcidos grasos de cada bac-
teria con los obtenidos en el estdndar (Gonzdlez, 1987); ejecu -
tando previamente la liofilizacidén y esterificacidn del cultivo
(Kabat, 1968; Brown, 1978; Holum, 1978; Christie, 1982).

El an&lisis cromatogrdfico da como resultado un cromatogra-
ma caracteristico para cada cepa bacteriana estudiada, observidn-
dose en este paso la disimil composicién quimica de los diferen-
tes grupos bacterianos (Abel et al, 1963; Boe y Gjerde, 1980;
Hdusler y Richter, 1983).

Se analizaron un total de 10 cepas bacterianas correspon -
diendo a las siguientes:

Citrobacter amalonaticus Escherichia coli
Citrobacter freundii Klebsiella oxytoca
Enterobacter aerogenes Klebsiella ozaenae
Enterobacter agglomerans Klebsiella pneumoniae
Enterobacter cloacae Klebsiella rhinoscleromatis

Encontrindose que si existe una diferencia en la concentra-
cién y la ausencia y/o presencia de uno o varios dcidos grasos
en la composicién quimica de cada cepa bacteriana, lo cual permi
te diferenciarlas de una manera clara y precisa.



2 INTRODUCCION,

Una de las necesidades que tiene la bacteriologia es el con -~
tar con técnicas de identificacidén adecuadas, por lo que en este
trabajo se pretende implementar una técnica utilizando la cromato-
grafia de gases para el andlisis de &cidos grasos bacterianos.

Para comprender el fundamento de esta tesis es necesario con-

templar los los siguientes temas:

2.1.1 Caracteristicas de la familia Enterobacteriaceae.

Las bacterias de la familia Enterobacteriaceae constituyen un
grupo amplio y heterogéneo que engloba varios géneros estrechamen-
te relacionados de bacterias cortas, no esporuladas, gram negati -
vas, anaerobias facultativas, aerobias, capsuladas y no capsuladas
crecen en medios simples y en medios con sales biliares, quimio-or
ganotrb6ficas, metabolismo respiratorio y fermentativo, méviles con
flagelos peritricos y no mdviles, que habitan el intestino del hom
bre y otros animales homeotermos como comensales de potencialidad
patdégena. Hoy en dia se sabe que miembros de esta familia bacteria
na son notables como agentes causales de infecciones urinarias y
pueden aislarse de miGltiples focos infecciosos distintos del trac-
to digestivo. Las enterobacterias son probablemente causa de més
padecimientos humanos que cualquier otro grupo (Burrows, 1974; -
Lapage et al, 1979; Lorraine, 1980).

2.1.2 Escherichia coli.

Coliforme relacionado con contaminacidn fecal; varios seroti-
pos producen frecuentemente gastroenteritis caracterizada por una
diarrea profusa con moco, nalseas, etc. Este microorganismo es lo-
calizado en un gran nlmero de habitats, siendo quizd entre los més
importantes el agua potable, piscinas piblicas en donde es posible
si no se tienen las medidas adecuadas el llegar a adquirir una in-

feccidbn (Geldreich, 1972; Tobin y Ward, 1984; Favero, 1985).



Grupo indicador de contaminacién fecal asociado a infecciones
intestinales ademds de ser cosmopolita encontrdndose en aguas re -
creacionales, aguas municipales, agua potable; sobreviviendo a los
detergentes al igual que otros grupos de la familia Enterobacteria
ceae, también se llega a encontrar en chocolates y cacao en polvo
(Clark et al, 1982; Kramer y Nickerson, 1984; Robertson, 1984; De-
Simén Serra, 1986).

2.1.4 Citrobacter amalonaticus,

Citrobacter freundii.

Grupo indicador de contaminacién fecal, también asociado con-
infecciones gastrointestinales, ademids de infecciones del tracto
digestivo también del tracto respiratorio, infecciones cutdneas,
septicemias en fluidos intravenosos infectados y meningitis, conta
minante de aguas municipales, agua potable y acuarios ornamentales
siendo resistente a los detergentes (Clark et al, 1982; Kramer y
Nickerson, 1984; Austen y Trust, 1981; Guarino et al, 1987).

2.1.5 Klebsiella oxytoca,
Klebsiella ozaenae,

Klebsiella pneumoniae,

al hombre gravemente, por ejemplo rinitis crénica, sinucitis, atro
fio nasal y neumonfa, ademis de ser bacterias que también resisten
a los detergentes y habitar, ademds del ser humano, las aguas mu -
nicipales y potables (Clark et al, 1982; Domenico, 1985; Kramer vy
Nickerson, 1984; Bae et al, 1981; Murray et al, 1984).



2.2 CROMATOGRAFIA DE GASES,

La cromatografia de gases ha sido hasta la fecha un invalua -
ble auxiliar en muchos campos de la investigacidén cientifica. Den-
tro del campo tan amplio de aplicacién que tiene dicha técnica, se
han incrementado de un tiempo a la fecha (aproximadamente a partir
de 1962) las investigaciones sobre los constituyentes de las célu-
las bacterianas especificamente el contenido de Acidos grasos, ob-
teniendo con esto un vertiginoso avance en aspectos taxondmicos,
tomando en cuenta que cada dia se requieren estudios més ripidos vy
precisos (0’Leary,1962; Hdusler y Richter, 1985).

La cromatograffsa de gases difiere en dos formas: la cromato -
grafia gas liquido (GLC) y la cromatografimm gas s6lido (GSC)
(Burchfield y Stoors, 1970).

2.2.1 FUNDAMENTOS DE LA CROMATOGRAFIA DE GASES.

Keulemans ha propuestoc la siguiente definicién: La cromatogra
f{a es un proceso fisico de separacidén en el que los componentes a
desplazar se distribuyen entre dos fases, una de las cuales consti
tuye un lecho estacionario de gran desarrollo superficial y la
otra es un fluido o gas que pasa a través o a lo largo del lecho
estacionario (Storch De Gracia, 1975).

El principio de la cromatografia de gases se basa en la sepa-
tacidén de los componentes voldtiles de una mezcla, por medio de la
elucién de estos a través de una fase estacionaria adsorbida sobre
un soporte y el paso de una fase mévil o gas acarreador (Dabrio, -
1973; Storch De Gracia, 1975).

En la cromatograffa de gases la fase mévil esta integrada por
la mezcla a resolver y por un gas inerte, que sirve para eluir Ila
muestra (Storch De Gracia, 1975).

La fase estacionaria puede ser un sbélidec (GSC), en cuyo caso

la retencidén selectiva de los componentes de la mezcla a resolver_
se debe a fendmenos consecutivos de adsorcién y desadsorcién.



La fase estacionaria puede ser un liquido depositado sobre un
soporte sélido (GLC), en cuyo caso los fendmenos son de absorcién
y desabsorcién. El soporte sélido puede ser el empaqua de la colum
na o bien la pared interior del tubo que la forma (Burchfield y
Stoors, 1970; Storch De Gracia, 1975).

La absorcidén es la retencién de una especie quimica por parte
de una masa, debido a la tendencia que tiene esta a formar mezcla
con la primera, y el fendémeno de adsorcién es la retencidn de una
especie quimica por parte de los puntos activos de la superficie
de un sélido, quedando delimitado el fenémeno a la superficie que
separa las fases o superficie interfacial (Storch De Gracia,1975).

La separacidn de los componentes de la mezcla a resolver se
realiza emergiendo estos de la columna por separado. A la salida
de la columna cromatogrdfica se encuentra un dispositivo de andli-
sis (detector) y uno de recoleccidn (colector), el detector cuyo -
objetivo es recibir la informacidn procedente de la columna, pos -
teriormente esta es convertida en una sefial el&ctrica para que pa-
se al graficador donde es registrada finalmente como un cromatogra
ma (Gonzdlez, 1987).

El cromatograma aparece representado por una serie de picos y
cada pico corresponde a un componente; la resolucién de cada pico
en un cromatograma depende de dos factores: la eficiencia de la
columna y la eficiencia del solvente.

Al inicio del proceso de separacién existe una banda compacta
inicial formada por los compuestos que integran la muestra; esta
banda es arrastrada a través de la columna por el gas acarreador y
sus componentes van siendo eluidos de la columna segin nuevos fac-
tores como son polaridad, punto de ebullicién, peso molecular, tem
peratura de operacidn, etc, (Gas Chromatography, ; Gonzilez, -
1987).

Cada componente de la muestra suministra tres unidades de in-
formacidén: posicidn, altura y drea de los picos en el cromatograma.



La posicién es representada o expresada como un parémetro de
retencidn, suministra la informacidén cualitativa y las otras dos
unidades representan informacién cuantitativa (Dabrio, 1973).

El tiempo de retenciém absoluto (ATR) se mide del punto de
inyeccidén a la punta del pico, en cm, pulgadas o minutos y como
se menciond anteriormente este constituye un indicio cualitativo
de cada componente bajo las mismas condiciones de andlisis (Gonzi
lez, 1987).

Los elementos esenciales de un cromatégrafo de gases analiti
co son:

Cilindro de alta presién de gas acarreador (He, N, H), regu-
ladores de presidén y vdlvulas de flujo, inyector, columna cromato
grifica, detector, colector, sistema de programacién, sistema de
amplificacién, registrador grdfico e integrador.

DIAGRAMA DE UN SISTEMA DE CROMATOGRAFIA DE GASES

TERMOSTATO

CROMATOGRAMA

INYECTOR

REGISTRADOR

CONTROLADOR
DE FLUJO

COLUMNA

DETECTOR

CILINDRO
DE GAS



CROMATOGRAMA

ATR —

t_-_----_--__-;--.
>
o
O

{f 4.1

INYECCION AIRE SOLVENTE

Se pueden hacer varias observaciones sobre este cromatograma:

1.- Esta formado por tres compuestos ademds del aire y del
solvente.

2.- El pico que tiene el tiempo de retencién més corto, pro -
bablemente tiene menor peso molecular.

3.- El compuesto "B" tiene una concentracidén mayor, y los com
puestos "A" y "C" tienen una concentracién similar y me -
nor que "B".



2.2.2 IDENTIFICACION CROMATOGRAFICA.
DATOS DE RETENCION.

El pardmetro usado para determinar la elucién de un compuesto
es el tiempo de retencidém absoluto (ATR), bajo condiciones constan
tes de presidn, flujo y temperatura, tomando en cuenta que el ran-
go de flujo es lineal con respecto al tiempo. Este tiempo de reten
cién es caracterlistico de la muestra y la fase estacionaria, ade -
mis es usado para identificar la muestra problema. La identifica -
cidén se basa en una comparacidn de los tiempos de retencidn de el
componente desconocido con los datos obtenidos de un compuesto co-
nocido, analizado bajo las mismas condiciones (Mc Nair y Bonelli,
1968).

REPRODUCIBILIDAD DEL TIEMPO DE RETENCION

Tiempo de Retenciém (segundos)

Compuesto | Corrida 1| Corrida 2| Corrida 3| Corrida 4 | Promedio
C, 231 231 232 230 231
Cq 302 301 305 300 302
Cq 389 389 395 387 390
010 521 522 528 519 523
C12 863 864 868 865 865
Ci4 1191 1190 1195 1193 1192




IDENTIFICACION POR MEDIO DE ESTANDARES

ALCOHOL DESCONOCIDO

] | '
I lll l] b ll B —1
0 116 112 }13 26 3p 36 42 48
| i
N : | '
1y H
B | '
ID i
| ESTANDAR ESTANDAR
1
E A) Alcohol Metilico.
B) Alcohol Etilico.
C) Alcohol n-propilico.
D) Alcohol n-butilico.
L 2 " ; ” & " E) Alcohol n-amilico.

0 6 12 18 24 30 36 42 48

Cromatograma que muestra la mezcla de un alcohol desconocido
y una solucidén de alcohol estdndar analizados bajo las mismas con
diciones. Por comparacién de cromatogramas es posible identificar
los siguientes picos 2,3,4,7 y 9 como metflico, etilico, n-propi-
lico, n-butilico y n-amtlico.



2.3 ACIDOS GRASOS CONSTITUYENTES DE LA CELULA BACTERIANA.

El contenido total de Acidos grasos de la mayoria de las es-
pecies de bacterias se encuentran distribuidos en la pared celu -~
lar, membrana plasmitica e inclusiones citoplasmidticas (0’Leary,-
1962).

Incluyendo todos los lipidos, estos son mucho mas abundantes
en la pared de las células gram negativas que en la de los gram
positivos. Los diagramas de difraccidén de rayos "X'" indican que
en la pared de Escherichia coll hay lipidos cristalinos formando
capas de unos 200 A, en la que las cadenas carbonadas no polares

estdn ordenadas en direccidén perpendicular a la superficie
(Sénez, 1876).

ACIDOS GRASOS BACTERIANOS

Nombre Nombre

Comin Sistemdtico Férmula
Acido Dodecanoico CHj—(CHz}ld-CODH
Latrico

Acido Tetradecanoico CHj—(Cﬂzliz—COOH
Miristico

Acido Hexadecanoico CHS—{CHz)lg—COOH
Palmitico

Acido Octadecanoico CHE—{CHZ)ig-COOH
Estedrico

Acido Eicosanoico CH§~(CH2)15-COOH
Araquidico

Acido Docosanoico CHj—{Cﬂzizd—COOH
Behénico

Acido Tetracosanoico CHj—[CHz)zi—COOH
Lignocérico

Acido Octacosanoico CH3~ECH2}26-COOH
Montdnico

10
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Nombre Comin Nombre Sistemdtico Férmula
Acido CHj—CH(OH)-CHj—COOH

-Hidroxibutirico 3~Hidroxibutirico

: g
Acido 3,5-Dihidroxi- T T e s T i
Mevalénico 3 metil pentanoico Hp~Chg~Chy ? e
CH3

Acido 3-Hidroxioctanoico

-Hidroxioctanoico CH3=(CH, ) /-~ CH(OH)—CH,—COOH
Acido

-Hidroxidecanoico| 3~Hidroxidecanoico CH4—(CH,) g~CH(OH)~CH,—COOH
Acido -Hidroxi 3-Hidroxidodecanoi y o T
ol asanntes = £ = CH3 (CHZ)B CH(OH) CH2 COOH
Acido ~Hidroxi 3~Hidroxitetradeca " _ P
miristico £ noico - CHy—(CH, ) 4 G~CH(OH)-CH;~COOH

Acido Di-Hidro-

Di-Hidroxioctadece

C17 H33(OH)2 COOH

xiestedrico noico
Acido == s —CH-
Corinomicélico CH3 (CHZ)IQ CH(OR) ?H COOH
C14H99
Acido CH.—(CH., ) — CH=CH~(CH,, )-CH (OH)-CH-COOH
Corinomicolénico 3 25 2 |
Ci4Ba9

Cont. Acidos grasos bacterianos.
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Nombre Comin -Nombre Sistemitico Férmula
Acido - w e _ "
By talil Lot CH3 CH(OH) (CH2)7 ?H CH(OH) ?H CH CH3
CH3 CH3
CHS—(CHZ)15-?H—(CH2)17-?—COOH
CH3
Acido
Isooctanoico Metilhepatanoico CHg—(CHZ)if?H-(CHZ)i-COOH (x+y =24)
 CH3
6-Metiloctanolico CHj—QHi-?H-—(CHZ)A—COOH
CH3
13-Metiltetradeca
il e = CHj—?H—-(CHZ)lf—COOH
.CH3
15-Metilhexadeca-
ey CH3 ?H-—(CHz)lg—COOH
CH

|8

Cont. Acidos grasos bacterianos.
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Nombre Comin Nombre Sistemdtico Férmula
H H : i
Metileno-Hexadeca- ?
s CHB—(CHZ)X /C (CHZ)y—COOH (x+y=12) i
\./ \/ |
B o
H “H
H\\ //H
Acido cis-11,12-Metileno - -
Lactobacilico Octadeéanoico CH3 (CHZ)S //C\\ (CH2)9 CRe
\ f
L——c.
H H
Tetradecenoico CH3—(CH2)£-CH==CH—{CH2)j—COOH (x+y=10)
Hexadecenoico CHj—(CHz)i—CH==CH-{CH2)i—COOH (x+y=12)
Acido cis-9-Hexadecenoico = T .
Palultelelos CH3 (CHZ)S CH=CH (CH2)7 COOH
Acido cis-11-Hexadecenoico | CH;=(CH,) ;~CH==CH—(CH,) 4~COOH
Palmitvaccénico
Octadecenoico CHj—(CHZ)i-CH==CH—(§H2)j—COOH (x+y=14)
Acido cis-9-Octadecenoico - L .
Oleico CH3 (CH2)7 CH=CH (CH2)7 COOH
Acido cis-11-Octadecenoico . AT _
cis-Vaccénico CH3 (CH2)5 CH=CH (CHZ)9 COOH

Cont. Acidos grasos bacterianos
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Nombre Comin

Nombre Sistemdtico

Férmula

Eicosanoico CH3—4CH2)i—CH==CH—(CH2)i—COOH (x+y=16)
Eneicosanoico CH3—(CH2)i—CH=-CH—(CH2)y—COOH (x+y=17)
Docosenoico CH3—(CH2)£—CH==CH—(CH2)j-COOH (x+y=18)
Tetracosenoico CH3—(CH2)k—CH-CH—(CHZ)y—COOH (x+y=20)
Octacosenoico (x+y=24)

CH3—(CH2)i—CH-=CH—(CH2)y-COOH

Cont. Acidos grasos bacterianos




2.4 BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS BACTERIANOS.

Las bacterias no acumulan lipidos como material de reserva,
sin embargo contienen cantidades considerables de ellos como cons-
tituyentes de sus sistemas membranosos (Gottschalck, 1979).

Los &cidos grasos de las bacterias pueden ser saturados o no
saturados, o tener uno o mis dobles enlaces, y el precursor de di-
chos dcidos grasos es el Acetil Coenzima A (Acetil CoA) (Gotts -
chalck, 1979).

La biosintesis es llevada a cabo por un proceso que difere
significativamente del proceso opuesto de la oxidacién de Aacidos
grasos y tal vez la diferencia mids inesperada estriba en que el
diéxido de carbeno (002) es esencial para la sintesis de dcidos
grasos en los extractos celulares (Lehninger, 1979).

El Acetil CoA procedente de glisidos y aminodcidos, es el pre
cursor primordial de todos los dtomos de carbono de la cadena de
dcido graso. Sin embargo de las ocho unidades de acetilo requeri -
das para la biosintesis del &cido palmitico solamente una es apor-
tada por el Acetil CoA, mientras que las otras siete llegan en for
ma de Malonil Coenzima A (Malonil CoA) formado a partir de Acetil
CoA y bicarbonato (HCOB_), mediante una reaccidén de carboxilacién
(0’Leary, 1962; Lehninger, 1979).

La Gnica molécula de Acetil CoA requerida para el proceso sir
ve como iniciador o cebador; los dos &tomos de carbono de su grupo
acetilo se convierten en los dtomos de carbono terminales (15 y
16) del &cido palmitico formado. Asi, el crecimiento de la cadena
durante la sintesis del acido graso comienza en el grupo carboxilo
del Acetil CoA y continGa por la adicibén sucesiva de restos aceti-
lo al extremo carboxilo de la cadena en crecimiento.Una caracteris
ca distintiva del mecanismo de biosintesis del &cido graso consis-
te en que los productos intermedios del proceso de alargamiento de
la cadena son tioésteres, pero no del CoA, como en la oxidacién
del 4cido graso sino de una proteina conjugada de bajo peso mole -
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cular, denominada Proteina Portadora de Acilos (ACP). Esta protef-
na puede formar un comple jo, o complejos, con las otras seis pro -
tefnas enzimiticas requeridas para la sintesis completé del &cido
palmitico (Rose, 1976; Gottschalck, 1979; Lehninger, 1979).

Una vez formado el Malonil CoA a partir del Acetil CoA y el
HCOB_ (HCO3" que es la especie activa en vez del CO,) por la reac-
cién compleja de la Acetil CoA-Carboxilasa, las reacciones siguien
tes de la sintesis del &cido graso se realizan en seis etapas su
cesivas, catalizadas por las sels enzimas del sistema de la acido-
graso-sintetasa. La séptima protel{na no posee actividad catalitica
alguna, es la ACP a la cual esta unida covalentemente la cadena
del &cido graso en crecimiento (Gottschalck, 1979; Lehninger,

1979).
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2.5 ESTERIFICACION DE ACIDOS GRASOS.

La reaccldn para efectuar la esterificacidén es el ejemplo mds
importante de sustitucién nucleofflica, en donde los dcidos grasos
réaccionan con el alcohol metilico {CHBOH} o con una molécula seme
jante a este y que realice la misma funcién, como es el caso del
metdxido de sodio (CHSONa]; necesarios para la metilacidén del &ci-

do graso o dcidos grasos.

Esterificacidén con Alcohol Metilico.
J_Acido Catalitico

nt 0]

I
— — - £Z"2F - -C-0-
CH,—(CH,) , +~CO[OH + H]O-CH, Z_CHy~{CH,)=C~0-CHy + H,0
ACIDO GRASO  ALCOHOL ESTER
METILICO METILICO

Esterificacién con Metéxido de Sodio.

Acido Catalitico
r + 0

—————

CH4—(CH,) , 5~CO o—cu34---a_cn3~(cnz)10——0-5—0}{3 + NaOH
ACIDO GRASO METOXIDO ESTER
DE SODIO METILICO
La reaccidn de esterificacidn requiere la presencia de un
dcido catalizador. El primer paso de la reaccidn, es la protona -
cidén del grupo carboxilo hacia el doble enlace de oxigeno del

acido graso.

:0: :0,

.
+ m———— —_
CH3—(CH2)10—-C—9H + H ===Z CH3 (CHZ)IO
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El grupo carboxilo protonado es rdpidamente atacado nucleofi-

licamente,
H H
e 7/
:?: :?:"
S o P # o 5N g% g [
CHj—(CH2)1d—E 9 H < CH3 ? 9 H
(0]
3ch"‘on

:0:
3Hc7 “oH

El producto formado por este ataque bajo una transfererencia
del ién hidronio y una eliminacién, dan el producto final (Glass,
1971; Monson y Shelton, 1974).

Ve :0:
2 . :?: -ut 5 6 g
+ PSR 4 CH3— (CHzllo—' “"‘ H3

c
''''' | sH”
+H,0 :0: ESTER

He” METILICO
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3 OTRAS TECNICAS UTILIZADAS PARA EL ANALISIS DE ACIDOS
GRASOS.

3.1 Destilacién.

La destilacidén fraccional es usada para separar 4cidos grasos
en base a la longitud de sus cadenas. Los dcidos grasos son trans-
formados a ésteres metilicos por calentamiento y llevar a cabo la
destilacién al alto vacio y usando bajas temperaturas. La tempera-
tura a la que cada componente es obtenido, indica el nimero de &to
mos de carbono presentes &n las moléculas destiladas, sin embargo,
no se puede distinguir la diferencia entre compuestos saturados e
insaturados que tienen la misma longitud; para ello es necesario
utilizar otras técnicas las cuales ayuden a elucidar el tipo de
compuesto que se esta tratando (0O’Leary, 1962).

3.2 Cristalizacidn.

Durante mucho tiempo se ha usado la cristalizacién diferen -
cial como un método de separacién de dcidos saturados e insatura -
dos, tomando en cuenta la formacidn de sales. Esta cristalizacién
fraccional de los 4cidos grasos libres se realiza abajas temperatu
ras. Con este procedimiento es posible realizar completamente la
separacién de los 4cidos saturados y de los insaturados. Los proce
sos de cristalizacién a_bajas temperaturas se realizan de - 20 a
%« 70 % y solventes apropiados (0’Leary, 1962).

3.3 Distribucién a contracorriente.

En esencia este método consiste en el tratamiento de una mues
tra a lo largo de un nimero de extracciones liquido - liquido suse
civas en un aparato de tubos miltiples, en donde se permite el pa-
so de un solvente al préximo tubo de la serie, independientemente
del otro solvente usado. Los componentes de la muestra son distri-
buidos de acuerdo a su relativa solubilidad en cada solvente.

La separacidén de los &cidos grasos por contracorriente se ve
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afectada por la longitud de la cadena y el grado de insaturacién
de los componentes de la muestra (0O’Leary, 1962).

3.4 Cromatografia.

Existen algunos métodos planeados para el andlisis de &cidos
grasos. Estas técnicas varlan en aplicacién y en efectividad, para
el presente propésito pueden ser divididos en tres grupos: Cromato
grafia de adsorcién, Cromatograffa de particién y Cromatografia de

gases.
3.4.1 Cromatograffa de adsorcién.

Las técnicas de adsorcién usan carbén, &cido silfcico o alimi
na. Sin embargo este método se ha probado y no ha dado el resulta-
do esperado en el andlisis de 4dcidos grasos. Una variacién de la
cromatografia de adsorcidén y que ha sido prdspera para el andlisis
de dcidos grasos, es la técnica empleada por Holman y otros, quie-
nes han usado con resultados satisfactorios la cromatografia de
los ésteres de los &cidos grasos en papel de fibra de vidrio im -
pregnada con silica gel denominada "Thin Layer Chromatography" o
Cromatografia de Placa Fina {(Christie, 1982).

3.4.2 Cromatografia de particidnm.

La cromatografia de particién tanto en columna como en papel-
han sido utilizados para la investigacidén de Acidos grasos, y en
particular los procedimientos en papel de fase invertida. La técni
ca de Baldingh’s usa polvo de caucho como soporte para la fase es-
tacionaria no polar, y mezcla de acetona - agua como solvente para
la elucién (0’Leary, 1962).

La cromatografia de papel en fase invertida es usada cuando
se trata con cantidades muy pequefias. Desafortunadamente, es nece-
sario impregnar el papel con varios materiales como son litex, hi-
drocarburos o silicones, lo que introduce otras variables dentro
de esta compleja operacidn (Stock y Rice, 1974),.
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3.5 Espectroscopia.
3.5.1 Espectroscopia de adsorcién infrarroja.

La espectroscopia infrarroja fué la primera de las técnicas
espectroscbdpicas aplicadas al andlisis de lipidos en general y en
particular los &4cldos grasos (Christie, 1982).

La frecuencia de la regién infrarroja es absorvida por una
molécula, de este modo se incrementa la amplitud de las vibracio-
nes en enlaces especificos, entre los dtomos de las moléculas. La
regién de medida mds conveniente del espectro infrarrojo esta en-
tre el ambito de 2.5 - 15 m. Los enlaces entre Atomos especifi -
cos en sistemas moleculares definidos absorven energfa a una cier
ta frecuencia, la cual es caracteristica y puede ser usada como
diagndstico en el estudio de enlaces especificos en moléculas des
conocidas (Christie, 1982).

El andlisis por el espectro infrarrojo tiene tres aplicacio-
nes esenciales: la determinacién en detalle de la estructura mole
cular de un compuesto; detectar la presencia de sustancias no
identificadas en mexclas complejas y por Gltimo la determinacién
individual de compuestos por comparacidén de su espectro con otros
de espectro ya conocido (0O’Leary, 1962).

3.5.2 Espectroscopia de absorcién de luz ultravioleta.

La espectroscopia de luz ultravioleta es hoy en dia utiliza-
da principalmente para detectar o confirmar la presencia de dci -
dos grasos con sistemas de dobles enlaces. lLos isbmeros geométri-
camente distintos tienen espectros significativamente diferentes
(Christie, 1982).

3.6 Espectrometria.
3.6.1 Espectrometria de masas.

Una gran variedad de &cidos grasos sintéticos y saturados
han sido examinados por espectrometria de masas.Una alta proporcidn
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de datos han sido obtenidos de los ésteres metilicos de los &cidos
grasos de donde se obtiene que los 4cidos grasos de cadena larga
son rdpidamente identificados.

El espectro de masas de ésteres metilicos de 4cidos grasos in
saturados difieren grandemente de los que corresponden a compues -
tos saturados (Christie, 1982).

3.6.2 Espectrometria de resonancia magnética nuclear.

En afios recientes la Resonancia Magnética Nuclear (NMR) ha si
do aplicada a la identificacién de estructuras lipidicas y en par-
ticular a la deteccién y localizaciém de los sistemas con doble en
lace en cadenas de &cidos grasos (Christie, 1982).

De los estudios hechos ha dichos compuestos es conocido que
la posicién de los dobles enlaces afectan el espectfo de la NMR de
los &cidos grasos de cadena larga. Por ejemplo del cis 2 al cis 5-
y cis 14 al cis 17 que son isdémeros monoendicos es posible puedan
ser distinguidos por esta técnica (Christie, 1982).

Los esteres metf{licos son generalmente disueltos en tetraclo-
ruro de carbono para el andlisis de espectrometria de NMR, pudien-
do también ser usados el cloroformo o el cloroformo deuterado
(Christie, 1982),
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4 ANTECEDENTES.

La Bacteriologia se ha desarrollado por hace mas de 100 atios
como una disciplina cientifica, sirviendo principalmente a propd -
sitos sanitarios y epidemiolégicos. En los dltimos afios se ha pres
tado una especial atencién a los aspectos ecoldgicos ambientales
(Hdusler y Richter b, 1987).

Uno de los puntos principales de esta disciplina cientifica,
es el que se ha enfocado a la determinacién de polucién fecal, ha-
ciendo énfasis en el grupo coliforme incluyendo los patégenos (en-
terobacterias), los cuales son claros indicadores de contaminacién
fecal y en consecuencia un peligro potencial para la salud. Por es
ta razén, es necesario acelerar los procesos de identificacidén de
microorganismos que de una manera u otra afectan directamente al
hombre y su ambiente (Hdusler y Richter b, 1987).

De 1962 a la fecha se han desarrollado trabajos de gran impor
tancia Bacteriolégica, en donde se ha procedido a analizar los com
ponentes quimicos celulares de bacterias que interaccionan conti -
nuamente con el hombre. Estos andlisis se han realizado y se reali
zan hasta la fecha mediante la cromatografia de gases.

En 1963 Kaneda efectud el aislamiento e identificacidn de 4ci
dos grasos provenientes de Bacillus subtilis (ATCC 7059), los &ci-
dos identificados fueron los sigulentes: 12 - metiltetradecanoico,
14 - metilhexadecanoico, isopentadecanoico, isopalmitico, palmiti-
co, ischeptadecanoico, isomiristico y miristico, en orden de abun-

dancia respectivamente. En 1966 Cho y Salton estudiaron la compo -
sicidén de dcidos grasos en la membrana y pared, encontrando que en
la membrana de gram positivos aerobios se presenta una alta concen
tracién del metiltetradecanoico. El organismo termofflico, Baci -
l1lus stearothermophilus contiene una cantidad substancial de metil

hexadecanocico y metiltetradecanoicon. La pared de bacteria gram ne-
gativas esta compuesta de acido palmitico, dcido palmitoleico y
4cido oleico. En 1968 Cechini y O’brien y en 1975 Newman y O’brien
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procedieron a identificar Escherichia coli. Brooks et al, en 1969
diferenciaron a Clostridium sordelli y Clostridium bifermentans por

cromatografia de gases; Moos y Dunkelberg estudiaron los dcidos gra
sos de Haemophilus vaginalis. En 1971 Brooks et al analizaron los

dcidos grasos provenientes de extractos de especies de Neisseria.
En 1971 Kaneda estudié los factores que afectan la concentracién de

dcidos grasos en Bacillus cereus, como son la temperatura y el me -

dio de cultivo usado, los cuales afectan a los precursores de las
porciones terminales de los #&cidos grasos de cadena ramificada (L -
leucina, L - isoleucina, L - valina) y los substratos relacionados.
Amstein y Hartman en 1972 diferenciaron algunos enterococos usando
la cromatograffa de gases. En 1973 Machtinger y O’Leary enfrentaron
problemas para distinguir los géneros Arizona, Citrobacter y Provi-

dencia de acuerdo al contenido de &cidos grasos celulares. Antes en
1972 Kaneda estudidé la preferencia posicional de los &cidos grasos
en los fosfolipidos de Bacillus cereus y su relacién con la tempera

tura de crecimiento. Después en 1975 Vas jurenko et al diferenciaron
gracias a la cromatografia de gases bacterias del grupo Proteus-Pro
videncia. Nuevamente Vas jurenko junto con Sinjak en 1976 establecie
ron diferencias minimas en la mayoria de las especies pertenecien -
tes a los géneros Escherichia, Salmonella y Shigella.En 1977 Morbes

et al desarrolaron un procedimiento cromatogrdfico para aislar y
cuantificar la transformacién de hidrocarburos aromdticos policfcli
cos por microbios, y en este mismo afioc Drucker y Veazey analizaron
los 4cidos grasos de Streptococcus mutans (NCTC 10832) crecido a va

ria temperaturas; por otro ladc Alshamaony et al estudiaron la com-

posicién de dcidos grasos y Acidos micélicos de Bacterionema matru-

chotii y organismos relacionados, también este mismo afio Vas jurenko
et al distinguieron 13 especies del género Erwinia. En 1980 Boe y

Gjerde establecieron patrones de dcidos grasos en la clasificacién
de algunas especles representativas de las familias Enterobacteria-
ceae y Vibrionaceae. Dees et al en 1981 estudiaron los Acido grasos
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de Brucella canis y Brucella suis, encontrando que en Brucella

suis se hallaba el 4cido ciclopropano siendo este la caracteristi-
ca distintiva entre ambos, en este mismo afio, nuevamente Dees et
al establecieron la composicién celular en cuanto a 4cidos grasos
se refiere en microorganismos frecuentemente asociados con infec -
ciones humanas resultado de mordeduras de perros: Pasteurella
multocida. En 1981 Mc Garrity y Armstrong estudiaron los efectos
de la temperatura de crecimiento y otros factores en la composi -
cién de acidos grasos en Escherichia coli, en donde encontraron
que al descender la temperatura de crecimiento también decrece 1la

concentracién de dcidos grasos saturados e insaturados, un segundo
tipo de cambio posicional se da durante el crecimiento cuando los

dcidos grasos insaturados se ven reemplazados por sus andlogos ci-
clopropanos y también se da un aumento en la concentracién del pal
mitato, concluyendo que el incremento del palmitato se da propor -
cionalmente de acuerdo al decremento de dcidos grasos insaturados.
Posteriormente en 1982 de nueva cuenta Vas jurenko et al estable -
cieron marcadas diferencias entre Providencia alcalifaciencis y

Providencia stuartii, en este mismo afic Hofstad y Jantzen estudia-
ron los dcidos grasos de Leptotrichia buccalis, Tisdall et al iden
tifican micobacterias aisladas de pacientes, Dees et al estudian -
los &cidos grasos de especies del género Capnocytophaga. Para 1983
Cernjauskaja y Vasjurenko distinguieron Salmonella por la presen -
cia del 2 - hidroxitetradecanoico de los géneros Escherichia vy
Shigellalas cuales no tienen este Acido, Lambert et al distiguie -
ron 10 especies del género Vibrio, 2 especies Aeromonas, 3 espe =
cies Photobacterium y una especie del género Plesiomonas, Athayle
et al estudiaron los &cidos mocélicos para identificar una bacte -
ria coriniforme de importancia médica, Bausfield et al realizaron
andlisis del perfil total de 4cidos grasos en la identificacidén de

coriniformes, nocardiformes y algunas otras bacterias; Osipov et
al estudia los lipidos de Methanosarcina vacuolata y Methanococcos
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halophilus y Alvin et al determinan los &cidos grasos y carbohidra
tos monoméricos en Mycobacterium gordonae y Mycobacterium

scrofulaceum. En 1984 Cernjauskaja y Vasjurenko investigaron la

composicién de dcidos grasos en 17 cepas del género Proteus. Min -
nikin et al realizaron una comparacién cuantitativa de los dcidos
grasos y adcidos micblicos de Mycobacterium leprae y Mycobacterium

gordonae, nuevamente Minnikin et al estudiaron los lipidos libres
de Mycobacterium leprae en armadillos de nueve bandas infectados,
0’Donnell et al realizaron anélisis numéricos del perfil de &cidos
grasos en la identificacién de estafilococos, Hidusler y Richter
realizaron la identificacién de bacterias de la familia Enterobac-
teriaceae por cromatograffa de gases, todo ello durante el afio de

1985, Para 1986 Portaels et al realizaron un estudio taxondmico
comparativo de micobacterias aisladas de armadillos infectados con
Mycobacterium leprae, Fontaine et al efectuaron estudios taxondémi-

cos numéricos de bacilos gram negativos anaerobios clasificados co
mo Bacteroides ureolyticus aislados de pacientes con uretritis go-

nococal, Rasoamanjara et al caracterizaron especies de Flavobacte-
rium por el anflisis de dcidos grasos. En 1987 Portaels et al rea-
lizaron estudios de la composicién de Acidos grasos de algunas mi-
cobacterias y su relacidén con Mycobacterium gordonae provenientes
de armadillos; An Verhulst et al realizaron un andlisis sistemiti-

co de los &cidos grasos de cadena larga de Eubacterium lentum.
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5 JUSTIFICACION.

En la actualidad, las técnicas tradicionales de identifica -
cién de microorganismos se basan principalmente en sus caracteris
ticas fisioldgicas, morfclégicas, ademds de pruebas serolégicas.

Para la identificacién de especies, es necesario efectuar un
sin nGmero de pruebas en diferentes medios de cultivo. Estos in-
convenientes son eliminados por la técnica de cromatografia de ga
ses, pués el proceso completo de identificacién es de aproximada-
mente 32 hrs (Hidusler y Richter a, 1985).

El desarrollo de esta tecnologia en nuestro pais abre las
puertas de aumentar la investigacién bacteriol6gica, dentro de
las dreas clinica (epidemiolégica y sanitaria), alimenticia, agri
cola, ecolégica (agua, tierra y aire), petrolera, etc.

Por las razones antes expuestas es necesario implementar es-
ta metodologfa, tomando en cuenta que en nuestro pais ain no se
han realizado trabajos sobre esta li{nea. Por otro lado, en México
existen diversas instituciones como Universidades, Centros de In-
vestigacién , Instituciones Gubernamentales,incluyendo industrias
Paraestatales e industrias Privadas que cuentan con cromatdgrafos
de gases y que solo tendrfan que implementar esta técnica como
‘una 1{nea mis en sus investigaciones, optimizando de esta manera

SuUsS recursos.
Las 10 cepas que se utilizardn para este trabajo, se selec -

cionaron debidc a la importancia que estas tienen como agentes -
contaminantes, presentdndose comc problemas serios en la indus -
tria alimenticia, farmacia, etc, ademds de encontrarse en cuerpos
de agua tanto recreacionales como residuales. En consecuencia la
contaminacidén del ser humano y la importancia clinica que esta re

viste.

27



6 OBJETIVO,

El objetivo del presente trabajo fué la implementacién de una

técnica rdpida y precisa para la identificacidn de microorganismos

de la familia Enterobacteriaceae, usando para este fin la Cromato-

grafia de Gases y como caracter taxondmico el contenido de dcidos

grasos celulares.

Las

1.,=

2.~
3.-

metas para conseguirlo fueron:

Liofilizacidén de cepas puras de:
Citrobacter amalomaticus.
Citrobacter freundii,

Enterobacter aerogenes,

Enterobacter agglomerans,

Enterobacter cloacae,

Escherichia coll,
Klebsiella oxytoca,
Klebsiella ozaenae,

Klebsiella pneumoniae.y

Klebsiella rhinoscleromatis.

Esterificacién de acidos grasos de las cepas puras.
Andlisis cromatogrdfico de los &cidos grasos transformados

en ésteres metilicos.

Normalizacidén de los resultados obtenidos en el cromatogra
ma. _

Elaboracidén de cuadros y gréficas comparativas para cada
cepa, empleando el tiempo de retencién y concentracién de
cada dcldo graso (cualitativo y cuantitativo respectivamen
te), indispensables para la identificacién.
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7 METODOLOGIA.

A. MATERIALES.
a) BIOLOGICOS.

# CATALOGO ENCB NOMBRE
- 0068 Citrobacter amalonaticus
- 0088 Citrobacter freundii
- 0100 Enterobacter aerogenes
- 0093 Enterobacter agglomerans
- 0089 Enterobacter cloacae
- 0029 Escherichia coli ATCC 25922
- 0077 Klebsiella oxytoca
- 0099 Klebsiella ozaenae
- 0094 Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
= 0103 Klebsiella rhinoscleromatis
b) MEDIO Y SOLUCIONES.
= Agar Nutriente MERCK
- Solucidn Fisiolégica al 0.85%
- Solucidén de Formaldehido al 0.5% J.T. BAKER
= Solucién "A". Metilato de Sodio MERCK
- Solucién "B". Metanol saturado con HC1l gas J.T. BAKER

Solucidn

"C'". Solucién Fisiolégica al 0.85%

Sulfato de Sodio (NaZSOQJ J.T. BAKER
Hexano grado reactivo J.T. BAKER
Estandares de Esteres Metf{licos

- SUPELCO, INC. CAT. N° 4-7080

LOTE

N° LA 16143

BACTERIAL ACID METHYL ESTERS MIX-CP
10 mg/ml Metyl Caproato.
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c) EQUIPO DE LABORATORIO.

- Cromatdégrafo de Gases HEWLETT PACKARD HP 5890 A.

- Integrador Gas Chromatography HEWLETT PACKARD
HP 5890 A.

- Centrifuga Refrigerada SUPER SPEED DU PONT
Instruments SORVALL RC-5B.

-~ Liofilizadora LABCONCO CORPORATION, Prospect, K.C.
Mo. 64132 816-333-8811 Model. 75200.

- Computadora Personal IBM INC.

- Viales con agitador magnético ALL TECH.

- Microjeringa de Cristal 10 M1 HAMILTON.

- Pipetas de 10, 5 y 1 ml PYREX.

- Gradillas de 4 X 10 espacios.

- Tubos de Ensaye.

- Autoclave.

- Incubadora

- Cajas Petri.

- Asas de Siembra.

30



CROMATOGRAFO DE GASES HEWLETT PACKARD HP 5890 A

INTEGRADOR GAS CHROMATOGRAPHY HEWLETT PACKARD HP 5890 A
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B. METODO.
1.- Preparacién del Cultivo Puro.

Se partié de 10 cepas diferentes, resembradas previamente
en tubos con agar nutritivo inclinado. El objetivo principal del
uso del agar nutritivo es que el medio sea general y que cubra los
requerimientos minimos indispensables para el crecimiento de las
bacterias. Posteriormente. Cada cepa bacteriana por regla se sem -
braba por duplicado, con el propésito de obtener una cantidad abun
dante de biomasa (se obtienen aproximadamente de 20 a 30 mg.
Hiusler b, 1985).

Al inicio se seleccionaron 2 cepas al azar, con las cuales
se hicieron 5 repeticiones por separado para estandarizar la téc -

nica para posteriormente analizar las cepas por duplicado.

2.- Condiciones de Cultivo.
Una vez inoculadas todas las cepas se procedidé a incubarlas
a 37 °C durante 24 hrs.

3.- Lavado de la Biomasa.

Después de incubar las cepas por 24 hrs. se adicionaron
5 ml de formaldehido al 0.5% a cada una de las cajas con el propéd-
sito de de colectar la biomasa de la superficie del medio; para fa
cilitar la colecta de la biomasa se utilizdé una varilla de vidrio
en forma de "L".

El contenido de las 2 cajas Petri (10 ml) se transfirid a
un tubo para centrifuga y se centrifugdé a 12,000 RPM durante 10
min. transcurrido este tiempo se lavd 2 veces mds, utilizando solu-
cidn fisioldgica al 0.85%.

4.- Liofilizacidén del Paquete Celular.

El sobrenadante del Gltimo lavado, fué desechado cuidadosa-
mente y el paquete celular fué transferido a un vial para liofili-
zar la muestra durante 2 hrs. aproximadamente (Hdusler y Richter,
1983).
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5.~ Esterificacidén de los Acidos Grasos (Glass, 1971).

Aproximadamente a 20 mg de la materia seca proveniente del
paquete celular se le adicioné 1 ml de solucidn "A" y se agitd du-
rante 5 min., posteriormente se le adiciondé solucién "B" gota a go
ta con la ayuda de una pipeta Pasteur, hasta alcanzar un pH 4cido
de 1 6 2; una vez que se alcanzd este pH se agité durante 30 min.
Transcurrido este tiempo se agregaron 2 ml de solucién "C" para
posteriormente realizar la extraccidén de los &cidos grasos trans -~
formados en ésteres metilicos, para lo cual se realizaron 3 extrac
ciones, cada una con 1 ml de hexano, agitando entre cada extrac -~
cién durante medio minuto aproximadamente, después de cada agita -
cién se deja reposar hasta que hay una diferenciacién de capas,
procediendo a extraer la capa superior correspondiente al hexano y
donde se encuentran los é&steres met{licos. El volumen obtenido de
la extracidén se transfirid a un tubo de ensayo con sulfato de so -
dio anhidro (Nazsoai, este reactivo se utilizé para absorver peque
fios volGimenes de agua que se hubiesen podido colar durante las ex-
tracciones. La capa de hexano conteniendo los ésteres metilicos se
regresd nuevamente a un vial limpio y se evapord con nitrdgeno gas
hasta obtener un volumen aproximado de 0.25 ml. De este volumen se
tomé 1 ul con una microjeringa y se inyecté en el cromatédgrafo.

6.— Andlisis de los Acidos Grasos Transformados en Esteres
Metilicos.

Las muestras fueron analizadqs con el siguiente equipo: cro-
matdgrafo de gases HEWLETT PACKARD HP 5880 A, acondicionado con un
detector de ionizacidn de flama alcalina; una columna capilar de
30 m X 0.25 cm de difmetro interno, en heliflex, RSL 150 y espesor
de pelicula de 0.2§)L; usando hidrbgeno como gas acarreador con un
flujo de 30 ml/min.; las temperaturas de inyector y detector fue -
ron isotérmicas(170 °C); el programa de temperatura del horno fué
de 120°C, 4°C X min. hasta alcanzar 270°C, el tiempo de andlisis -
varié segin las necesidades de cada muestra entre 30-40 min.
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Ya inyectado 1}11 de la muestra en la columna, los resulta -
dos fueron registrados e integrados por un integrador electrénico
HEWLETT PACKARD HP 5880 A Gas Chromatography.

7.- Normalizacidén del Cromatograma.

Los datos obtenidos y registrados por el integrador aparecen
en un cromatograma y en él aparecen los tiempos de retencién de al-
gunos de los 4dcidos grasos que constituyen la célula bacteriana. To
dos los cromatogramas fueron comparados contra un estindar de &ci -
dos grasos y as{ lograr identificar los Acidos necesarios para la
posterior determinacién de la bacteria.

Por informacién bibliogrédfica se utilizé el hexadecanoato
(16:0) como el &cido caracteristico para el grupo de las Enterobac-
terias y fué tomado como el 100% sobre los valores del tiempo de re
tencién y concentracién. Ya establecido este &cido como el 100% se
obtienen los porcentajes de los demds &clidos en cuanto a tiempo de
retencién y concentracién (los &cidos van desde n 12:0 a n 20:0) vy
asi efectuar la determinacidn. Una vez obtenidos todos los porcenta
jes se procedié a la elaboracién de cuadros y grdficas comparativas
para cada cepa (Hiusler y Richter b, 1985), los resultados obteni -
dos se analizaron por el método estadistico del '"Método de Rango"
para estimar la precisidén relativa (Kramer y Twigg, 1970).

8.- Método de Rango.

Precisién Relativa.- Este método es utilizado para calcular
la diferencia entre duplicados 6 mids de dos muestras. Particularmen
te cuando se comparan los valores de las medias y son substancial
mente diferentes y el coeficiente de variabilidad no puede ser uti-
lizado como un dato de precisidén, entonces se utiliza para estos ca

sos la precisién relativa.
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Se

a)

b)

c)

d)

e}

£)

calcula de

Se calcula
(Z2).

Se calcula
(X7).

Se calcula
(R).

Se calcula

d,= Valor de tablas y se obtiene tomando en cuenta el

la
la

la

el

la

siguiente manera.

sumatoria de los datos obtenidos

media

Rango

Desviacién Estéandar

nimero de repeticiones o de andlisis.

Ejemplo: Para prueba con tres repeticiones.

Nimero de andlisis

Factor para estimacidn

en grupo "X". de "s'. (d2)'
2 1.128
3 1.693
4 2.059%9

Se calcula el Coeficiente de Variabilidad

Ve

X

Se calcula la Precisién Relativa

2

§

donde la u.m. es el valor que nos ampliari o disminuira
el nimero de repeticiones, y este es considerado de
acuerdo al tipo de analisis, a las posibilidades econé-
micas del laboratorio y a la experiencia que tenga el

analista.
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"n" nos da el nimero de repeticiones para la precisidn

deseada con un 95% de confianza.

37



8 RESULTADOS.

Los resultados del presente trabajo se presentan en forma de
cuadros y grdficas, independientes para cada microorganismo.
Cada cuadro se codifica de la manera siguiente.

E & 1.~ Nimero de Cromatograma.
3 4 3 2.- Fecha de Anilisis.

3.- Namero clave de la férmula del
&cido graso (pg.39 ).

4.- Area Normalizada de cada 4cido
graso aislado de la cé&lula bac
teriana. -

5.~ Tiempo de Retencidén de cada -
dcido graso aislado de la cé -
lula bacteriana.
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FORMULAS DE LOS ESTERES DE LOS ACIDOS GRASOS

1, 11:8

2. 2-0H 18:8

3. 12'8

4. 138

6. 3-6H 12:8

7. 48

8. i-15%0

9.-15:8

1. 280 14:8

12. 30 148

3. i-16:8

u. 161"

15, 16:0

16. i-17:8

17. o-17:8

18. 178 _

19, 17:8

2. 2-0H 168
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Citrobacter amalonaticus

fcron a2 7-4-89 | Cron a1 7-4-89
| N AN ™ | | N AN ™ |
3 4.26 39.08 : 3 6.73 19.12
? 16.60 6666 ? 21.96 66.82
18 an 82,85 10 2.9 83.18
12 7.46 88,92 12 434 #9.58
14 26.89 95.22 14 26,59 95,43
15 188,60 109,00 15 189,89 199,00
18 .57 143.43 18 7.0 113,62
19 3.79 116.62 19 3.60 116.80
22 5,28 127.92 22 5.58 128,31
23 46.49 129.85 23 36.73 129,39
24 8.73 133.30 ) 1322 133.78
CRON 37 __3-12-87 [cRon 36 3-12-87 |
I N AN T "N | AN ™ |
3 2.36 17.78 3 2.28 37,49
? 16.58 66.09 ? 2.3 66,34
18 3.39 82.85 18 2.59 83.3
12 1.24 89.43 12 3.82 88,67
14 13.79 95.32 14 7.48 95,54
15 100,89 160, 0 15 | 100.00 190. 88
18 52.85 113.75 18 43.79 113.98
19 | 2.2 147.45 19 8.59 116,69
22 1.32 128.93 2 2.0 126.93
2 22.55 129.76 2 15,76 129,98
24 3.85 134.44 24 3.95 134.59
fcron 35 18-1i-87 | fcron 34 i8-411-87 |
I N AN TN | I N AN TN |

4.9 84,54 3 1.99 44,48
7 21.38 74.31 7 17.38 71.27
10 5.09 §5.54 18 6.82 85.49
12 7,70 98.67 12 6.55 98. 62
14 32,90 96.22 14 .72 96.17
15 189, 9 189,00 15 168,99 109. 08
18 39.49 111.33 18 38,52 111,27
19 2.61 113.75 19 2.44 143,75
22 T 124.83 2 .33 123.19
2 29.59 125.20 2 24.66 123.95
24 .78 127.3 24 1.85 127,32

K= Formula de] ester acido graso/ Al-frea wormalizada/ TN=Tiempo normalizado



Citrobacter amalonatious

!CRDH 33 41B8-1i1i-87 i

N AN ™
3 5.72 44.58
7 24.89 .14

10 5.07 85.34

12 9.07 98. 46

14 33,80 96.96

15 100,80 169,00

18 366 | 144.43

19 2.47 113,49

22 4.24 122.91

23 24,87 123.79

24 2.3 127,03

W= Formla del ester acido graso/ A-frea worealizads/ TH-Tiewpo wormalizado
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Citrobacter amalonaticus

ANALISIS 3 7 10 12 14 15 18 19 22 23 24
33 18/11/87] 5.72| 24.89) 5.07| 8.07| 33.80|100.00| 33.65| 2.17| 4.24] 24.07| 3.36
34 18/11/87| 1.99| 17.38| 6.02| 6.55| 31.72{100.00| 38.52] 2.44] 1.33| 24.66] 1.85
35 18/11/87} 4.99) 21.38| 5.09| 7.70| 32.00}100.00| 39.40| 2.61| 3.11| 29.59{ 3.78
36 03/12/87{ 2.28| 27.31} 2.59| 3.02| 7.48[100.00( 43.79] 0.59| 2.01{ 15.76| 3.95
37 03/12/87] 2.36| 16.58] 3.30| 1.24| 3.79[100.00| 52.05} 2.23| 1.32| 22.55| 3.85
41 07/06/89) 6.73| 21.061 2.91| 4.34| 26.59{100.00] 37.02} 3.60] 5.58] 36.73]13.22
42 07/04/89f 4.26{ 16.60] 4.73| 7.46} 28.89{100.00) 46.57} 3.79) 5.28] 46.49| 8.73
s 28.331145.20129.71138.38|164.27}700.00{291.01}17.43|22.871199.85|38.47
X 4.04) 20.74) 4.24) 5.48] 23.46|100.00) 41.57| 2.49] 3.36| 28.55| 5.49
R 4,741 10.74}) 3.11] 6.83| 30.01|000.00| 18.39{ 3.20{ 4.26| 30.73{11.37
s 1.75)] 3.96] 1.15) 2.52| 11.09{000.00{ 6.80( 1.18] 1.57} 11.36{ 4.20
\Y 0.43| 0.19] 0.54| 0.45{ 0.47[000.00 0.16{ 0.47} 0.48} 0.39] 0.76
n;u.m. 2 3.06| 15.68) 1.32) 6.35}122.98 000.00} 46.24 ) 1.39} 2.46}129.73|17.64
nju.m. 3 1.36} 6.96] 0.58} 2.82] 54.66]000.00] 20.55} 0.61f 1.09] 57.65} 7.84
nju.m. 4 0.76| 3.92§ 0.33} 1.58] 30.74|000.00} 11.56} 0.34{ 0.61] 32.43| 4.41
nju.m. 5 0.49}) 2,50} 0.21] 1.01] 19.67]000.00} 7.39] 0.22] 0.39| 20.75{ 2.82
%, =Sumatoria R= Rango V= Varianza u.m.= unidad de medicién X = Media

s= Desviacidén Esténdar n=

nimero de repeticiones
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Cromatograma Normalizado
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Cromatograma Normalizado

Citrobanter amalonaticus
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Cromatograma Normalizado
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Cromatograma Normalizado
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Cromatograma Normalizado
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Citrobacter freundii

[cron 8 28-i0-87 [Croniz___2z-12-87 ]
N AN TN N | AN | TN
1 4.9 33.82 ' 1 3.49 26.51
3 3.68 45,88 K] 6,17 36,86
2 7.49 £4.44 % 16,28 66.14

i9 4,69 81.17 i8 4,95 82.88
14 25.28 94,47 14 Q.7 94,33
15 109,00 109,00 15 190.08 100.00
18 29,90 109,141 13 32.62 113.94
19 1,69 110.33 19 4.45 117,65
22 2.9 | 1.1 22 4,45 129.15
23 38,12 122.23 23 36.33 129.92
24 3.94 124,94 24 10.41 134.62
25 | 467 137,60 25 2.99 148,41

[CRon i3 3-12-87 | [CROn 21__za-w@2-85
N AN TN ' N AN ™
1 8.20 26.62 1 6.15 25.22
3 5,40 36.87 3 6.79 36.83
7 10.50 66.29 ? 13.43 65.89

19 5.60 81,37 10 5.4 82.63
14 44.93 95.48 14 | 23.94 95.27
15 190,98 109, 09 15 109,09 190, 08
18 33.44 113,97 : 18 56.78 114,04
19 6.45 115.76 19 5.26 117,77
22 3.82 129.34 22 8.97 129.54
33 49.89 129. 86 23 43.63 138.58
24 5.45 134.69 24 10.72 135,23
33 3.13 149.32 25 6.81 149.16

{crOn 28 3-@3-89 ﬂ

. N AN ™

I 6.67 29,06

§ 3 4.79 39,40

P2 19,24 67.89

|10 8.080 83.32

b4 26,87 | 95.55

i 15 100. 60 100. 80

|18 51.49 113.66

| 19 4.82 117.13

' 22 11,50 128.38

Lo23 33,56 129.36

I 24 +9,32 133.80

i 2% 4,28 147,99

K= Formula del ester acido graso/ AiN-Area wormalizada/ ™N-Tiempo normalizado
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Citrobacter freundii
ANALISIS 1 3 7 10 14 15 i8 19 22 23 24 25
9 28/10/87| 4.90| 3.68| 7.49| 4.69 25'28,100°00 29.90} 1.69) 2.96| 38.12] 3.91] 4.67
12 02/12/87| 9.40] 6.17|16.28} 4.95) 42.77}100.00] 32.62§ 4.15| 4.45) 36.33[10.41) 2.59
13 03/12/87] 8.20{ 5.40]10.50} 5.60] 44.03|100.00| 33.41] 6.45} 3.02| 40.89] 5.45] 3.13
21 24/02/89} 6.15) 6.79)13.43] 5.11] 23.94}100.00} 56.78| 5.26| 8.97| 43.63]10.72} 6.81
28 03/03/89| 6.67| 4.79{19.24| 8.00] 26.87{100.00) 51.49{ 4.82}11.50] 33.56] 9.32} 4.28
z 33.52 22.04 66.94128.35{162.89}600.00}204.90122.37130.90{192.54|39.81}21.48
X 7.06] 4.40]13.38] 5.67| 32.57]100.00| 40.84) 4.47| 6.18] 38.50| 7.96} 4.29
R 4.50{ 3.11(11.75] 3.31| 20.09]000.00| 26.88] 4.76] 8.54| 10.07} 6.81| 4.22
s 1.93) 1.33} 5.05] 1.42 8.63}1000.00] 11.55f 2.04}) 3.67 4,33} 2.92] 1.81
v 0.271 0.30} 0.75] 0.25 0.26]000.00 0.281 0.45] 0.59 0.11] 0.36 0.42_
ju.m. 2 3.49] 1.78{25.50|] 2.02}] 74.59}000.00(133.54 é.18 13.47 | 18.74{ 8.56} 3.29
su.m. 3 1.55¢ 0.29}11.33] 0.89]| 33.15|000.00| 59.35| 1.86] 5.98 8.33| 3.80] 1.46
yu.m. 4 0.87) 0.16] 6.37} 0.50) 18.64]000.00§ 33.38]| 1.04} 3.36 4.68| 2.14) 0.82
nju.m. 5 0.141] 0.10) 4.08} 0.32) 11.93}000.00] 21.36}) 0.70} 2.15 3.00}] 1.37}) 0.52
2= Sumatoria R= Rango V= Varianza u.m,.= unidad de medicidn

X"= Media

s = Desviaclén Esténdar

n= nimero de repeticiones
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Enterobacter aerogenes

3-@82—-89

CRON

CRON 5

M AN ! TN

7 16,87 5".88
i@ 20.13 §3.57
iz 5.4 89.94
14 36.89 35.59
15 188. 20 188.00
18 46.34 113.82
19 9.68 116.28
23 4.7 128.15
24 2.63 132.24

B
f CROM 22 24-802-89

N AN TN

7 18,32 63.85
i8 19.28 82,50
i2 7.45 88.84
14 34.98 55.18
13 160. 080 180.00
18 47,54 112.68
19 18.98 117.66
23 36.77 138.57
24 4,25 135.31

CROM 43 2—12—-87

N AN TH

? 24,24 65.96
ie 8.61 82,64
12 7.9 88.78
14 30.20 95.11
15 108. 08 168,08
18 47.35 113.63
19 4.61 117.89
a3 38.82 129.59
24 1.75 134,04

9 19-©2-89
N AN ™
7 19,49 €4.85%
10 19.41 81.69
12 9.19 87,88
14 34.99 94.71
15 100.80 109,090
18 47,84 114.90
19 9.91 117.33
2 38.97 138,59
24 6.0t 134,99
CROM 4@ 97-@4-89
N AN ™
? 24.26 66.84
10 8.88 83.12
12 9.49 89.15
14 46,83 95. 44
15 109,00 100,60
18 48.94 113,64
19 9,98 116.96
23 61.04 129.28
24 9.61 133.69
CROM 44 2-12-87
N AN TN
7 22.5? £5.81
18 9.29 82,45
12 7.18 89,48
"] 28,77 95.83
15 109,88 109,20
18 47.13 113,55
19 4.78 116.94
23 34.28 129.44
24 4.35 133.99

N-Formula de| ester del acido graso/ AN-firea normalizada/ TH-Tiewpo mormalizado
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Enterobacter aerogenes

ANALISIS 7 10 12 14 15 18 19 23 24
5 03/02/89) 16.67[20.13{ 5.46| 36.89]100.00| 46.34} 9.68) 34.07| 2.63
9 10/02/89] 19.49}19.42] 9.19} 34.80]100.00 47.81) 9.91] 38.07} 6.01
22 24/02/89] 18.32{19.20 7.45) 34.98|100.00 47.51]110.98] 36.77} 4.25
40 07/04/89| 24.26 8.88] 9.49% 46.03]100.00] 40.91| 9.98| 61.04}| 9.01
43 02/12/87| 24.21} 8.61}-7.91 30.20]100.00| 47.35| 4.61| 32.02| 1.75
44 02/12/87) 22.57| 9.29( 7.18] 28.77{100.00| 47.13] 4.78} 34.28] 4.35
b 125.52{85.52|46.68]211.671600.00{277.0549.94}242.25]28.00
X 20.92|14.25} 7.78] 35.27]100.00} 46.17] 8.32| 40.37| 4.60
R 7.59111.52| 4.03] 17.26}000.00 6.90f 6.37} 26.97| 7.26
s 2.99] 4.54| 1.59 6.811000.00( 2.72] 2.51} 10.64| 2.86
' 0.14| 0.31] 0.20 0.19]000.00 0.05] 0.30 0.26] 0.62
nju.m. 2 8.97]120.66| 2.52] 46.,39]000.00 7.29] 6.31}§113.27} 8.20
nju.m. 3 3.98] 9.18] 1.12} 20.61{000.00 3.24] 2.80} 50.34] 3.64
ju.m. 4 2.24f 5.16} 0.19] 11.60](000.00 1.82] 1.58] 28.31} 2.05
su.m. 5 1.43] 3.30{ 0.12} 7.42]000.00] 1.16] 1.01] 18.12] 1.31

$ = Sumatoria R= Rango V= Varianza u.m.= unidad de medicidn

s= Desviacidén Estindar

X = Media

n= nimero de repeticiones
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CROMATOGRAMA NORMALIZADO
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CROMATOGRAMA NORMALIZADO
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CROMATOGRAMA NORMALIZADO
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CROMATOGRAMA NORMALIZADO
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Enterobacter agglomerans

[cRon 27 11-11-87 | [cron 11-11-87 |
N AN ™ | N AN TN |
3 7.53 44,62 3 5.14 49,56

7 21.63 7.4 ? 18,25 .42
8 2.2 30,81 8 2.38 30,59 |

12 7.20 99.89 12 6.10 90,84

14 9.40 96,33 1 9.38 3,39

{5 100. 80 100. 00 15 108, 90 100. 80

13 47,50 441,42 1 60,60 111,48

23 19,00 124,20 23 11,77 124,20

24 12.90 127,28 24 5.56 127,57

| 25 19.52 138,52 25 23.96 138,52
[CrROM 32 17-©3-89 | crom a6 28-Pa-89 |
N AN ™ - | N AN ™ |

3 5.97 38.79 3 121 37.06

7 28,55 §6.49 7 29.29 65.24

8 3.64 76.54 8 3.85 75.62

12 7.56 88.91 12 1.23 88.47

14 4.99 95.18 14 1.60 | . 94.5

15 100. 00 100,00 15 100. 00 109, 90

18 | a7 113.74 18 68.18 114,42

23 12,68 129.22 23 16.74 131,30

24 21.18 133,66 24 1.32 136,08

25 27.56 147,13 25 52.22 150,25

[CroM 47 28-@4-89 |

| N AN TN
3 9.01 38.22
? 31.45 65.24
8 3.49 75.62
12 1.2 89.78
14 6.08 §5.22
15 109.90 100.09
18 M.13 114.42
23 17.48 131.22
24 4.2 136.88
25 50.58 150.25

N= Forsula del ester acido graso/ AN-firea narmalizada/ TH=Tiempo normalizado
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Enterobacter agglomerans

ANALISIS 3 7 8 12 14 15 18 23 24 25
27 11/11/87{ 7.53] 21.63] 2.88] 7.20{ 9.10}100.00 67.50'10.00 12.90) 19.52
28 11/11/87] 5.14] 18.25f 2.381 6.10] 9.30}100.00} 60.60§11.77] 5.56] 23.96
32 17/03/89} 5.07] 28.55f 3.64) 7.56| 4.90/100.00| 41.79112.68}21.18| 27.56
46 28/04/89)11.21} 29.29) 3.85} 1.23] 1.60|100.00| 68.10}16.71] 1.32] 52.22
47 28/04/89] 9.01) 31.45| 3.49] 1.21] 6.08}100.00] 71.13}17.48] 4.21)] 50.58
= 37.961129.17]15.74123.30{30.98}600.00]289.12}68.64]45.171137.84
X~ 7.59) 25.83 3.14} 4.66} 6.19]|100.00} 57.82|13.72] 9.03| 34.76
R 6.14] 13.20} 1.47} 6.35] 7.70000.00| 29.34) 7.48]19.86) 32.70
s’ 2.64 5.67] 0.63}] 2.73) 3.31]000.00§ 12.61| 3.21] 8.53} 14.05
\Y4 0.34 0.21} 0.20] 0.58] 0.53}000.00 0.21} 0.23} 0.94 0.40
nju.m. 2 7.00} 32.00| 0.40} 7.00}§11.00]000.00)159.00}10.00]73.00]198.00
nju.m. 3 3.00| 14.00} 0.20} 3.00]|] 5.00}000.00] 71.00] 5.00]32.00] 88.00
n;u.m. 4 2.00 8.001 0.10} 2.00| 3.00j000.00] 49.00] 3.00]18.00] 49.00
n;u.m. 5 1.00 5.00{ 0.064 1.00}| 2.00}000.00| 25.00] 2.00}12.00| 32.00
2= Sumatoria R= Rango V= Varianza X"= Media

s= Desviacidn Estandar

u.m.= unidad de medicién

n= namero

de repeticiones
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CROMATOGRAMA NORMALIZADO
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CROMATOGRAMA NORMALIZADO
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CROMATOGRAMA NORMALIZADO
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Enterobacter cloacae
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CRONM 23 25-11-87

Enterobacter cloacae

N AN TN

3 2,76 43.4

? 9.54 70.4
10 2.8 84.6
14 30.88 95.8
13 188,08 100. 68
18 31.49 111.4

19 1.68 113.6
22 4,25 123.2
24 4.7 127.4

ECHOH 25 25-11-87 a

N AN ™
3 2.9 43.3
K 8.63 70.3
10 2.23 84.8
14 13,06 95.8
15 188. 00 100. 80
18 48.5 14,4
19 1.6 113.7
22 5.70 133.2
24 6.56 122.6
CRON 20 24-92-89 |

N AN N
3 2.29 3.6
? 9.67 §5.7
18 4.9 82.59
14 27.29 55.16
15 109,20 109,88
18 52,4 114,11
19 5.5 117.7
22 6.58 129.5
24 8.35 135.2

Ecnon 24 25-14-87 |
N ] AN | T

-3 W

14
15
18
19
2z
24

AN TN
2.47 43,53
8.13 70.64
.44 85.12
38.64 96.95
108.00 108,980
43.61 111.48
1,36 113,4¢
2.95 123.00
4.17 127.8

iCROﬂ 45 28-84—-89 H

N AN TH

1.28. 7.9

19.48 65.38
18 2.8 83.4
14 49,28 95.2
15 109, 88 108. 69
18 26.33 114.5
19 4.39 118.2
2 2.9 138.0
2 1106 136.11

cron aa zB-@a-89 |
| N AN TN |

3 1.3 3.2
7 1.4 65.38
ie 3.4 83.2
14 41.1 95.3
15 199,09 109.88
18 27.44 114.5
19 5.0 147.7
22 2.2 129.8
24 13.5 136.11

= Formula del ester acido graso/ fli=Area normalizada/ ™=Yiespo narmalizado
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Enterobacter cloacae

[cron 7 1i©-©2-89 |
I N AN ™™ |
3 3.04 37.24
? 12.23 65.47
10 5.25 87.89
14 32.86 95,81
15 100, 08 100 00
18 50,58 114,23
19 5.79 £47.9
22 2.48 129.9
24 5,64 135.7

| CRON_ B 12-82-89 |

N AN TN
3 1.33 37.28
7 12.89 65,36

i@ 6.41 82.3%

14 35.89 95.17

15 108.08 100.00

18 45.24 114,33

19 5.84 118.10

22 6.73 130.44

24 7.47 136.84

N=Formula del ester acido graso/ AM-Area normalizada/ TH=Tiempo normalizade
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Enterobacter cloacae

ANALISIS

3

7

10

14

15

18

19

22

24

7 10/02/89

8 10/02/89
20 24/02/89
23 25/11/87
24 25/11/87
25 25/11/87
44 28/04/89
45 28/04/89

3.03
1.33
2.29
2.76
2.47
2.99
1.30
1.28

12.73
12.89
9.67
9.54
8,13
8.63
18.40
19.48

5.25
6.11
4.00
2.00
2411
2,23
3.10
2.80

32.86
35.89
27.29

30.88

38.64
33.08
41.10
40.28

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00

50.50
45.21
52.40
51.49
43.61
48.50
27.44
26.33

5.79
5.04
5.50
1.68
1.36
1.60
5.00
4.39

2.48
6.73
6.58
4.25
2.95
5.70
2.30
2.90

5.64
7.47
8.35
4.70
4.17
6.56
13.50
11.06

=

X

. R
s

v
nju.m. 2
nju.m. 3

nju.m. 4
nju.m, 5

17.46
2.18

. 1.76
0.701

0.32
0.49
0.21
0.12
0.07

99.47
12.43
11.35
4.56
0.36
20.79
9.24
5.19
3.32

27.60
3.45
4.11
1.65
0.47
2.72
1.21
0.68
0.43

280.02
35.00
10.22

4.10
0.11
16.81
7.47
4.20
2.68

800.00
100.00
000.00
000.00
000.00
000.00
000.00
000.00
000.00

345.48
43.18
26.07
10.48

0.24

109.83
48.81
27.45
17.57

30.36
3.79
4.43
1.78
0.46
3.16
1.40
0.79
0.50

33.89
4.23
4.43
1.78
0.46
3.16
1.40
0.79
0.50

61.45
7.68
9.33
3.75
0.48

14.06
6.25
3.51
2.25

€ - Sumatoria
X" = Media

R= Rango
n= ndmero de repeticiones

V= Varianza

s= Desviacién Esténdar
u.m.= unidad de medicidn
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Cromatograma Normalizado
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Cromatograma Normalizado
Enterobacter cloacae
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Cromatograma Normalizado
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Cromatograma Normalizado
Enterobacter cloacae
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Cromatograma Normalizado
Enterobacter cloacae
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Escherichia coli

CROAM 1 __14-18-87 ] [cron z__31a-10-867 |
N AN ™ I N | AN ™
1 8,84 33.22 1 4 1.25 33.12
3 4.85 44,64 3 6.92 44,57
? 18,87 71.83 ? 21.68 71.24
10 26.33 95.35 10 34,00 85.50
12 9,00 99.5 12 14,88 99.49
14 53.48 96,27 14 59.25 96,22
15 100,08 109.90 15 100,90 109. 00
18 23.8 111,00 18 24,7 110,87
19 15.5 113.46 19 15.8 113,30
22 2.18 122.73 22 2.79 122.43
23 50,05 123.78 23 52.98 123.65
24 5.45 126.86 24 4.55 126.55
CRON 5__25-11-87 | CRON 6 _25-11-87 |
N AN ™ I N | AN | TN |.
1 . 5.43 32,14 1 2.78 32,14
3 . 5.89 43.56 3 4.67 43.56
? 16,48 70,68 ? 14.23 78,60
10 22.59 85.18 18 22,07 85,48
12 1717 90.34 12 13.27 90.34
14 61.94 96.45 14 62.47 96.141
15 110000 109, 89 15 108,00 108,00
18 14,82 111.42 18 17.07 | 1.4
19 17.39 114,03 19 18.13 114.83
22 9.63 123,69 22 4.43 123.63
23 53,74 124.60 2 56.21 124,67
24 9.43 127.95 24 6.74 127.95
[CRon 7 #s-3i-87 ] [cRorn s =2s-11-87 ]
I N AN TH | I N | AN | TN |
1 2.67 32.98 1 3.75 32,14
3 6.39 43,46 3 5,06 43.56
7 16.54 78.46 7 15.22 70,60
18 27.88 85.05 10 24,35 85.48
12 11.93 99,87 12 16,62 99,34
14 68.49 96,07 14 82,65 96.17
15 100,08 100,88 15 100,00 18908
18 15.67 111,88 18 15.79 111,42
19 12.37 113,74 19 16.52 114,83
22 4.38 123.31 2 9.48 123.69
2 59,39 124,46 23 51,54 124.61
24 5.65 127.54 24 9.87 127.95

N= Tormula del ester acido graso/ Ak=firea normalizads/ TH=Tiempo mormalizado
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Escherichia coli

ATCC 25922

ANALISIS 1| 3 7 10 | 12 14 | 15 18 19 22 | 23 | 24
1 14/10/87 0.81] 4.85] 18.07| 28.33| 9.00[ 53.40(100.00| 23.80] 15.50| 2.18] 50.05} 5.45
2 14/10/87 1.25) 6.92| 21.68} 34.00}11.00| 59.25}100.00} 24.70| 15.80} 2.79] 52.90| 4.55
5 25/11/87 5.43] 5.09| 16.48] 22.59|17.17| 61.94]100.00| 14.82] 17.39] 9.63} 53.74]| 9.43
6 25/11/87 2.78] 4.67| 14.23] 22.07]13.27] 62.47|100.00| 17.07| 18.13} 4.43] 56.21| 6.74
7 25/11/87 2.67) 6.39] 16.51} 27.88[11.03| 68.49}100.00| 15.67| 17.37{ 4.38| 59.39] 5.65
8 25/11/87 3.75) 5.06} 15.22§ 21.35]16.62} 62.65|100.00} 15.79] 16.52] 9.40| 51.54] 9.07
= 16.69132.98|102.19[156.22(78.17}368.20|600.00|111.85}100.71}32.81}323.80(40.89
X~ 2.78] 5.49{ 17.03| 26.03}13.02| 61.36{100.00| 18.64| 16.78| 5.46} 53.96| 6.81
R 2.944 2.25 7.45] 12.65| 8.17] 15.091000.00 9.88 2.63) 7.45 9.341 4.88
s 1.16{ 0.88 2.94 4.991 3.22| . 5.95|000.00|  3.89 1.03] 2.94 3.68) 1.92
v 0.411 0.16 0.17]1 '0.19] 0.24 0.09]000.00 0.20 0.06| 0.53 0.06} 0.28
nju.m. 2 1.341 0.78 8.64| 24.92(10.39| 35.46/000.00 15,19 1.07]| 8.64] 13.57}) 3.70
nju.m. 3 | 0.59] 0.34| 3.84) 11.07]| 4.61] 15.76|000.00} 6.75| 0.47| 3.84{ 6.03]| 1.64
nju.m. 4 | 0.33]0.19} 2.16| 6.23] 2.59| 8.86{000.00| 3.79] o0.26} 2.16] 3.39]| 0.92
nju.m. 5 0.211 0.12 1.38 3.98] 1.66 5.67|000.00 2.43 0.17} 1.38 2.17} 0.59
R= Rango V= Varianza u.m.= unidad de medicién

€ = Sumatoria
X~

= Media

s= Desviacién Esténdar

n= nimero de repeticiones
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Klebsiella oxytoca
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Klebsiella oxytoca

@nn 1@ 10-92-89 | [CrOM 14 1©-©2-89 |
N aN —TN | | N AN TN |
3 i.82 37.12 3 2.82 37.18
? 18.71 §5.25 ? 14,47 65.2
10 19.29 82,59 19 19,14 82.23
12 2.99 88.72 12 g.7a | ¢8.90
14 14.99 95.89 14 12.9 95.25
15 109,00 100, 00 5 109,99 100,08
18 57,20 114,31 18 64,34 114,41
19 15.85 147,94 19 15,54 118.10
22 5.26 129.93 22 4.8 138.14
23 43,9 130.99 23 50, 65 131,12
24 8.74 135.73 2 §.58 135.95
25 10,05 149.88 25 8.32 150.12
CROM 19 24-©2-89 | CROM 34 2-12-87
N AN | TN I N AN ™~ |
3 1.76 17.82 ) 3 3.60 37.69
? 14.92 65.79 7 15,47 66.09
10 20,60 82.45 10 10.27 81.26
12 1.34 88.94 12 4,49 89.85
14 20.75 95,27 14 24,64 95.24
15 100,20 100,90 ' 15 10¢. 00 109,00
18 63.24 114,18 18 54,60 143.75
19 16.36 117,63 19 6.85 117.38
22 5.67 129.49 22 4.89 128.78
23 55.99 130,53 23 7,55 129.7%6
24 10.43 135.18 24 18,38 134,37
25 8.59 149,42 25 5.78 147.89
{cron 3z z-12-87 |
i H “AN “TH |
H 3 2.97 37.64
| 7 12.62 66.06
fo1e 6,78 82.69
12 4.69 89.04
14 25.54 95,24
15 109. 20 109. 08
18 54,77 113.73
19 2.32 117,39
22 .44 128,99
2 56.32 129.78
24 7.2? 134.39
25 5.13 147,50

N= Formula del ester acido graso/ AN=firea normalizada/ TH=Tiempo normalizado



Klebsiella oxytoca

ANALISIS 3 7 10 12 | 14 15 18 19 22 23 24 | 25
10 10/02/89{ 1.62/10.71}19.29| 2.89|14.89}100.00) 57.20|15.85| 5.26| 43.96] 8.71[10.05
11 10/02/89| 2.82}14.47}19.14} 0.70{12.09|100.00} 64.34115.51) 4.78] 50.65] 8.50| 8.32
19 24/02/89} 1.76{11.82[20.00] 1.34|20.75}100.00| 63.21116.36| 5.67] 55.99}10.13] 8.59
31 02/12/87] 3.60{15.47§10.27} 4.48)121.611100.00} 54.60| 6.85| 4.89} 47.55}10.80] 5.78
32 02/12/87} 2.97}12.62| 6.78| 4.69{25.51(100.00} 54.77] 7.32] 3.11| 56.32] 7.27| 5.13
= 12.77065.09}75.48114.10194.85]600.00}294.12161.89|23.71}254.47|45.41]37.87
X 2.55/13.01{15.09| 2.82|18.97}000.00] 58.82)12.37} 4.74| 50.89| 9.08] 7.57
© R 1.98) 4.76(13.22| 3.99113.42}000.00} 9.74] 9.51]| 2.56| 12.36] 3.53] 4.92
= s 0.85§ 2.04| 5.58{ 1.71} 5.76{000.00{ &.18} 4.08( 1.10| 5.31} 1.51} 2.11
\Y 0.33) 0.15] 0.37| 0.60f 0.30}000.00} 0.07} 0.33] 0.23} 0.10] 0.16} 0.55
n;u.m. 2 0.72] 4.18132.26| 2.94133.38/000.00{ 17.53{16.71| 1.21] 28.22} 2.30} 4.47
nju.m. 3 0.32} 1.86(14.33}] 1.30}14.79}000.00}1 7.79| 7.42| 0.53| 12.54| 1.02] 1.98
nsu.m. 4 0.18] 1.04| 8.06] 0.73} 8.32]000.00} 4.38] 4.17} 0.30} 7.05| 0.57] 1.11
nju.m. 5 0.11] 0.66| 5.16| 0.47; 5.32}000.00] 2.80) 2.67} 0.19} 4.51] 0.86} 0.71
% = Sumatoria R= Rango V= Varianza u.m.= unidad de medicidn

X = Media

Desviacidén Estéindar

n= nimero de repeticiones
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CROMATOGRAMA NORMALIZADO

Klebsiella oxytoca

AN Crom. 19
18
100 -
80
18
60 - e
40 -
10
20 . 14 10
3 ¥ 22
12
0 1 ,T T I 1 t ) ] 1 I I T I
0 20 40 60 80 100 120 140 160
TRN

TRN - TIEMPO DE RETENCION NORMALIZADO
AN - AREA NORMALIZADA i Feb. 24 1989



€01
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Klebsiella oxytoca
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Klebsiella ozaenae

N AN ™™ N AN TN |
? 25.50 66.23 ? 16.26 66.46
10 3.59 83.27 10 10.36 82.70
14 38.29 93.33 14 44,58 95.25
13 160. 00 100,90 13 10000 108. 80
19 3.45 117.48 19 6.93 116.69
22 5.73 128.86 22 12.50 128.18
23 34,09 129.77 2 31,05 129.23
24 9.97 134,44 _ 2 18.45 133.68

CROM 35 17-3-89 f cnnufqzﬁ 2—12—:871

N AN TN N AN TN

7 14.48 66,07 7 14.98 66.77
18 .83 82.99 ie 9.33 83.12
14 38.73 95.33 14 2.8 95.47
15 100,00 100.00 3 108,08 100.80
1% 2.93 116.93 19 6.39 117.41
22 12.54 128.33 2 12.63 128.55
23 41.33 129.35 3 33.24 129.55.
24 19.86 133.79 24 18.97 134,00

[cron 1e 33295 |
| N | AN | N
7 21.90 45,89
10 8.78 82,66
14 28.61 94,94
15 108,00 100,00
19 6.96 117,98
22 18,99 127,83
2 36,79 129.53
24 51,50 135,38

106

K= Formula del ester acido greso/ M-irea worwalizads/ T-Tiewpo noralizado



LOT

Klebsiella ozaenae

ANALISIS 7 10 14 15 19 22 23 24
18 24/02/89 j21.90| 8.78) 20.61]100.00) 6.96]/10.90] 36.79] 51.80
33 17/03/89 |14.98| 9.53| 42.06/100.00| 6.39|12.63] 33.24| 18.97
35 17/03/89 |14.48| 9.02| 38.73}100.00]| 7.53|12.51] 41.33]| 19.06
36 17/03/89 |16.2610.36| 41.58/100.00( 6.93}12.50| 31.85| 18.46
42 02/12/87 |25.50( 3.59| 30.29|100.00| 3.45| 5.73] 34.09 9.97
= 93.12141.281173.27/600.00(31.26{54.27|177.30}118.26
X 18.62 | 8.25| 34.65{100.00| 6.25]/10.85| 35.46} 23.65
R 11.02} 6.77| 21.45]000.00] 4.08] 6.90 9.48) 41.83
] 4,731 2.91 9.22 000.06 1.75] 2.96 4.07) 17.98
\% 0.25] 0.35 0.26]000.00{ 0.28{ 0.27 0.11 0.76
nju.m. 2 22.37 | 8.46) 85.00]000.00] 3.06] 8.76] 16.56}323.28
nju.m. 3 9.94 | 3.76} 37.78|000.00) 1.36| 3.89 7.36|143.68
n;u.m. 4 5.59] 2.11] 21.25(000.00| 0.76] 2.19 4.14] 80.82
nju.m. 5 3.57] 1.36]| 13.60]000.00} 0.49] 1.40 2.65) 51.72
Z = Sumatoria R= Rango V= Varianza = Media

s= Desviacidén Estéandar

u.m.= unidad de medicidn

n= nimero de repeticiones
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Cromatograma Normalizado
Klebsiella ozaenae
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Cromatograma Normalizado
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Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
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Rlebsiella pheumoniae

CROHM 47 7—1@8-87

CROH 48 7—-41@-87

N AN ™
3 2.95 28.34
29.52 66.21

8 5.5 75.3
10 4.69 82.23
12 24,41 98,38
14 . 50.00 95,06
15 109,99 169,60
18 26.08 112,98
19 a.18 116.04
2 1.9 127.56
24 2.28 132,97

.CRDH 46 26-—11-87

N AN TN
3 17.27 43.66
7 44,64 78.79
] .08 80.42

10 7.48 85.43

12 18,39 98. 67

14 38,95 96.28

15 108,69 180.00

18 24,56 111,77

19 6.2 114,14

2 17,47 124.85

24 13,43 128,35

CROH 34 417-@3-89

N AN TN
3 8.95 - 38.73
7 23.22 66.21
8 5.7 75.12
19 5.8 82.49
12 .59 88.58
14 33.58 95,08
13 169,80 180,00
18 35,87 113,24
19 5.26 146,43
22 0.9 128,23
24 1.8 133,33
CRDON 45 26-414-87
T N AN ™
3 11.43 Q.72
7 - 29.25 78.85
8 7.25 80.42
18 8.41 85,43
12 11,20 98.73
14 3.3 96.28
15 . 109,08 |  108.08
18 26.13 111,77
19 7.3 114,30
22 18.96 124.89
24 18.18 128.41
i CROH 14 1@
N AN ™™
8.26 20.75
14,45 €8.94
7.50 76.50
10 16.26 84,27
12 18.85 89.16
14 15,14 95.86
15 109,09 100,00
18 38.12 112,63
19 12,89 15.73
g 12.17 126,22
2 16,38 iM.42

N AN TN

. -
3 8.37 38.60
42.94 66.72
[} 8.58 76,69
18 14,82 82.98
12 20.67 89.26
14 26,48 95,40
13 100,89 109.00
18 2.75 113,68
19 10,94 117.82
2 15,24 128,53
24 25.70 133.97

N Forsula del ester acido greso/ fli-frea normalizads/ TH-Tienpo normalizado

114
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Klebsiella pneumoniae ATCC 10031

ANALISIS 3 7 8 10 12 14 15 18 19 22 24
14 17/02/89| 8.26] 14.45] 7.50{16.26[18.05] 15.14|100.00{ 38.12(17.08(12.17]|16.58
34 17/03/89] 8.37| 43.94| 8.58 14,.82]20.07{ 26.40]100.00| 43.75}10.3115.2125.70
45 26/11/87)11.43] 29.95| 7.25| 8.11|11.20] 34.31[100.00] 26.13}| 7.30}10.96{10.10
46 26/11/87]17.27| 44.61] 6.08] 7.40]|10.39] 30.95]|100.00] 24.56| 6.20{17.47|13.45
47 07/10/87] 0.96] 23.22] 5.70} 5.80}11.59| 33.58]100.00] 35.07]| 5.26| 0.97{ 1.80
48 07/10/87] 2.95{ 29.52] 5.50( 4.69{21.11{ 50.00(100.00{ 26.08| 4.10] 1.07| 2.28
b 49.241185.69140.61(57.08]92.41{190.38}600.00[193.71]50.25}54.85}69.91
X~ 8.20{ 30.94} 6.76} 9.5115.40} 31.73|100.00{ 32.28| 8.37] 9.14}11.65
R 16.31] 30.16( 3.08111.57]10.72 34.86 000.00} 19.1912.98]16.50]23.90
s 6.43] 11.90) 1.21)| 4.56| 4.23} 13.75(000.00 7.57] 5.12| 6.51} 9.43
v 0.78 0.38] 0.17} 0.47] 0.27 0.43}000.00 0.23} 0.61} 0.71| 0.80
nj;u.m. 2 41.34|141.61] 1.46120.79}17.89[189.06}000.00| 57.30}26.61 |42.38|88.92
nj;u.m. 3 118.37] 62.93] 0.65] 9.24 7.95| 84.02]000.00| 25.46|11.65[18.83}39.52
nj;u.m. 4 10.33) 35.40] 0.36} 5.19} 4.47| 47.26|000.00} 14.32]| 6.55]10.59]|22.23
nju.m. 5 6.61] 22.65} 0.23] 3.32} 2.86{ 30.25]000.00 9.16} 4.19] 6.78|14.22
€ = Sumatoria R= Rango V= Varianza . u.m. unidad de medicidn X = Media
s= Desviacidn Esténdar ns= ‘

nimero de repeticiones:
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Cromatograma Normalizado
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Cromatograma Normalizado
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Cromatograma Normalizado
Klebsiellia preumonlae
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Cromatograma Normalizado

Klebslalla pnoumoniae
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Cromatograma Normalizado
Klebslella pneumoriae
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Klebsiella rhinpsgleromatis
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klebsiella rhinoescleromnatis

N AN TN N AN ™™

i S.08 32.64 i 6.38 32.69

? 18.62 74.08 7 13.3 .32
18 2.97 85,23 : 18 3.5 84.38
12 9.9 90.40 it .M %.58
14 53.8 96.16 14 1.8 8.2
15 168,00 108.89 15 168.00 100.00
17 2.9 112.00 1?7 3.48 112.29
23 33.13 123.6 23 33,45 123.83
a4 4,39 126, % 24 3.38 128.86

CROM 356 4-441-87

N AN T
1 3.38 93,22 1 %.64 32,60
? 16.20 74.37 7 9.86 21,81
10 3.5 85,60 10 4.4 85.08
12 8.13 99,65 12 8.7 99.29
14 47,44 96.30 14 $3.24 96.44
15 100,08 189,00 135 19800 100, 68
17 2.48 109,75 17 9.88 118,24
2 2.4 123.98 2 2.9 129.53
24 6.83 126,08 24 5,20 134,60
CRON 26  3-93-89 CRON 27 3-93-89
5 AN ] TN | N | AN TH
1 3.47 29.83 1 2.8 33.22
? 16,60 66.97 ? 16.28 7.37
10 2.9 84,82 10 3.15 #5.68
12 a.09 §9.44 12 8.13 98.65
14 54,88 95.48 1 .4 96.30
15 100,08 190,00 13 120.08 100, 8
1 8.38 142,07 17 2.4 109.75
28 50.64 129,49 2 a4 122.98
24 9.40 133,63 24 6.63 126,00

F= Tormila del ester acide graso/ Al-firea normalizads/ TH-Tiempo wormalizado
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Klebsiella rhinoscleromatis

VAt

ANALISIS 1 7 10 12 14 15 17 23 24
26 03/03/89] 3.47]|16.80| 3.96] 4.09 54.00]100.00) 8.38] 50.64| 9.40
27 03/03/89) 5.30|16.90| 3.97| 4.24] 54.07]100.00 8.19] 51.58| 9.65
52 14/10/87) 5.00|18.62| 2.87| 9.90] 53.80{100.00| 2.90 55.13] 4.39
54 14/10/87 | 6.30]15.30] 5.50]| 8.71] 51.09}100.00| 3.48 - 55.45| 5.38
56 04/11/87 | 3.30|16.20]| 3.15{ 8.13| 47.44]/100.00 2.48] 42.421 6.83
58 26/11/87| 3.64| 9.86| 4.40| 8.71| 53.24|100.00| 9.08 27.99| 5.20
> 27.01193.68123.85143.78 |313.64|600.00134.511283.16)40.85
X 4.50|15.61 3.97] 7.29)] 52.27/100.00} 5.75) 47.19] 6.80
R 3.00) 8.76) 2.63] 5.81 6.63]1000.00] 6.60) 27.51| 5.26
s 1.18)] 3.45] 1.03] 2.29 2.611000.00| 2.60| 10.85| 2.07
v 0.26 ]| 0.22] 0.25| 0.31 0.041000.00] 0.54 0.23} 0.30
ni;u.m. 2 1.39]11.90) 1.06| 5.24 6.81]000.00]| 6.76|117.72} 4.28
n;u.m. 3 0.61] 5.29] 0.47] 2.33 3.021000.00| 3.00] 52.32] 1.90
nju.m. 4 0.34]1 2.97] 0.26] 1.31 1.704000.00) 1.69| 29.43] 1.07
n;u.m. 5 0.22§1.90| 0.17] 0.83 1.08{000.00| 1.08| 18.83{ 0.68
¥ = Sumatoria R= Rango V= Varianza X = Media
s= Desviacién Estadndar n4 nimero de repeticiones

u.m.= unidad de medicién
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9 ANALISIS DE RESULTADOS.

Durante el desarrollo de este trabajo se utilizé un estédn -
dar de Esteres Metflicos de los Acidos grasos, consistente en 27
dcidos, contra el cual se compararon los resultados proporcionados
por los cromatogramas de las diferentes cepas bacterianas analiza-
das, obteniéndose los siguientes resultados; haciendo constar que
las anotaciones dentro del paréntesis corresponden al nimero de
carbones del &cido y el porcentaje de éste, tomando como 100% el
dcido Palmitico.

Citrobacter amalonaticus

Presenté 11 Acidos caracteristicos para su identificacién,
los cuales corresponden a los siguientes: Dodecanocato (12:0; &4%),
Tetradecanoato (14:0; 20%), Pentadecancato (15:0; 4%), 3-Hidroxite
tradecanoato (3-OH 14:0; 5%), Cis-9-Hexadecanoato (16:19; 23%),
Hexadecanoato (16:0; 100%), Cis-9-10-Metilhexadecanocato (17:0";
41%), Heptadecanoato (17:0; 2%), Cis-9-Octadecanoato (18:19 3%),
Trans-9-Octadecanoato y Cis-11-Octadecanoato (18:19, 18:111 28%)
y Octadecanoato (18:0; 5%).

Citrobacter amalonaticus difiere quimicamente de Enterobac-

;]
E]

ter agglomerans por la presencia en esta Gltima del Iso-13-Metil -
tetradecanoato (i-15:0) y del Cis-9-10-Metiloctadecanoato (19:07);
de Enterobacter aerogenes por la presencia en Citrobacter amalona-
ticus del Cis-9-Octadecanoato (18:19l; de Enterobacter cloacae por
la ausencia en esta del 3-Hidroxitetradecanmocato (3-OH 14:0) de
Escherichia coli por la presencia en esta del Undecanoato (11:0);
de Citrobacter freundii por la ausencia en esta del 3-Hidroxitetra
decanoato (3-0OH 14:0); de Klebsiella oxytoca por la presencia en
esta del Cis-9-10-Metiloctadecanocato (19:07); de Klebsiella rhinos
cleromatis por la ausencia en esta del Dodecanoato (12:0), Cis-9-
10-Metilhexadecanoato (17:0%), Heptadecancato (17:0) y Cis-9-Octa-
decanoato t18:19); de Klebsiella ozaenae por la ausencia en esta
del Dodecanocato (12:0), 3-Hidroxitetradecanoato (3-OH 14:0) y
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y Cis-9-10-Metilhexadecanoato (17:0%) y por Gltimo de Klebsiella
pneumoniae por la ausencia en esta del Trans-9-Octadecanoato y
Cis-11-Octadecanoato (18:1° y 18:111),

De acuerdo al método aplicado de la "precisién relativa” se
tiene que es conveniente realizar 32 repeticiones para obtener el
100% de reproducibilidad; y para alcanzar el 80% es conveniente
realizar 25 repeticiones con una "precisidén deseada" de 4 u.m.

Citrobacter freundii

Presentd los siguientes 12 &cidos caracteristicos en su
constitucidn quimica: Undecanocato (11:0; 7%), Dodecanoato (12:0;
4%), Tetradecanocato (14:0; 13%), Pentadecanoato (15:0; 5%), Cis-9
-Hexadecanoato (16:19; 32%), Hexadecanoato (16:0; 100%), Cis-9- -
10-Metilhexadecanoato (17:07; 417%), Heptadecanoato (17:0; 47%),
Cis-9-Octadecanoato {18:19; 6%), Trans-9-Octadecanoato y Cis-11--
Octadecanoato (18:19 y 18:111; 38%), Octadecanoato (18:0; 8%) y
Cis-9,10-Metiloctadecanoato (19:0%; 4%).

Citrobacter freundii difiere quimicamente de Escherichia
coli por la ausencia en esta del Cis-9,10-Metiloctadecanoato
(19:07); de Enterobacter cloacae por la ausencia en esta del Un -
decancato (11:0), Trans-9-Octadecanoato y Cis-11-Octadecanoato
(18:1% y 18:111) y c1s-9,10-Metiloctadecancato (19:07); de
Enterobacter agglomerans por la ausencia en esta del Undecanoato-
(11:0). Pentadecancato (15:0), Heptadecanoato (17:0) y Cis-9-Octa
decanoato (18:19}; de Enterobacter aerogenes por la ausencia en
esta del Undecanoato (11:0), Dodecanoato (12:0), Cis-9-Octadeca -
noato (18:19) y Cis-9,10-Metiloctadecancato (19:0%); de
Citrobacter amalonaticus por la ausencia en esta del Undecanoato-
(11:0) y Cis-9,10-Metiloctadecancato; de Klebsiella pneumoniae
por la ausencia en esta del Undecanocato (11:0), Trans-9-Octadeca-
noato y Cis-11-Octadecanocato (13:1g y 18:111) y Cis-9,10-Metiloc-
tadecanoato (19:0%); de Klebsiella rhinoscleromatis por la ausen-
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cia en esta del Dodecanocato (12:0), Cis-9,10-Metilhexadecanoato
(17:07), Heptadecanoato (17:0), Cis-9-Octadecanoato {18:191 y
Cis-9,10-Metiloctadecanocato (19:07); de Klebsiella oxytoca por la
ausencia en esta del Undecanoato (11:0); de Klebsiella ozaenae
por la ausencia en esta del Undecanoato (11:0), Dodecanoato (12:0)
Cis-9,10-Metilhexadecanoato (17:07) y gSs—g,10—Metiloctadecanoa -
to (19:07). :

Se establecid que el nimero de repeticiones convenientes
para alcanzar el 100% de reproducibilidad es de 33 y para el 80%
es de 26 repeticilones, con una precisién deseada de 4 u.m.

Enterobacter aerogenes

Presentdé 9 Acidos caracteristicos para su identificacidn
quimica: Tetradecanoato (14:0; 21%), Pentadecanoato (15:0; 14%),
3-Hidroxitetradecancato (3-OH 14:0; 8%), Cis-9-Hexadecanoato
(16:19; 35%), Hexadecanoato (16:0; 100%), Cis-9,10-Metilhexadeca-
noato (17:07; 46%), Heptadecanocato (17:0; 8%), Trans-9-Octadeca -

9 y 18:111; 40%) y Octadecanoa-

noato y Cis-11-Octadecanoato (18:1
to (18:0; 5%).

Enterobacter aerogenes difiere quimicamente de Citrobacter
amalonaticus por la presencia en la primera del Dodecancato(12:0)
de Klebsiella pneumoniae por la presencia en esta del Dodecanoca -
to (12:0), Iso-13-Metiltetradecanoato (i-15:0) y Cis-9-Octadeca -
noato (18:19]; de Klebsiella ozaenae por la ausencia en esta del
3-Hidroxitetradecanocato (3-OH 14:0) y Cis-9,10-Metilhexadecanoato
(17:07); de Klebsiella rhinoscleromatis por la ausencia en esta
del Cis-9,10-Metilhexadecanocato (17:07); de Klebsiella oxytoca
por la presencia en esta del Dodecanoato (12:0), Cis-9-Octadeca -
noato {18:19) y Cis-9,10-Metiloctadecanocato (19:07); de
Citrobacterfreundii por la ausencia en esta del 3-Hidroxitetrade-

(3-0H 14:0;; de Escherichia coli por la presencia en esta del Ug—
decanoato (11:0), Dodecanocato (12:0) y Cis-9-Octadecancato(18:17)

133



de Enterobacter cloacae por la ausencia en esta del 3-Hidroxitetra

decanocato (3-OH 14:0) y del Cis-11-Octadecanocato y Trans-9-Octade-
11

canocato (18:17" y 18:19} y de Enterobacter agglomerans por la au -

sencia en esta del Pentadecanocato (15:0) y Heptadecanoato (17:0).

Para obtener el 100% de reproducibilidad es conveniente rea-
lizar 28 repeticiones y para alcanzar el 80% es conveniente reali-
zar 22 repeticiones con una''precisiéndeseada" de 4 u.m.

Enterobacter agglomerans

Presentd los siguientes 10 &cidos en su codificacién quimica:
Dodecanoato (12:0; 7%), Tetradecanocato (14:0; 26%), Iso-13-Metilte
tradecanoato (1-15:0; 3%), 3-Hidroxitetradecanoato (3-OH 14:0; 5%)
Cis-9-Hexadecanoato (16:19; 6%), Hexadecanoato (16:0; 100%),
Cis-9,10-Metilhexadecancato (17:07; 58%), Trans-9-Octadecanocato y
Cis-11-Octadecanoato (18:1% y 18:111; 14%), octadecancato (18:0;
9%) y Cis-9,10-Metiloctadecanoato (19:0%; 35%).

Enterobacter agglomerans difiere quimicamente de Klebsiella

ozaenae por la ausencia en esta del Dodecanocato (12:0), Iso-13-Me-
tiltetradecanoato (i-15:0), 3-Hidroxitetradecanoato (3-OH 14:0),
Cis-9,10-Metilhexadecancato (17:07) y Cis-9,10-Metiloctadecanocato-
(19:07); de Klebsiella rhinoscleromatis por la ausencia en esta
del Dodecanoato (12:0), Iso-13-Metiltetradecanoato (i-15:0), Cis—-
9,10-Metilhexadecanocato (17:07) y Cis-9,10-Metiloctadecanoato
(19:07); de Enterobacter aerogenes por la ausencia en esta del Do-
decanoato (12:0), Iso-13-Metiltetradecanoato (i-15:0) y Cis-9,10--
Metiloctadecanocato (19:07); de Klebsiella oxytoca por la ausencia
en esta del Iso-13-Metiltetradecanoato (i-15:0); de Citrobacter
amalonaticus por la presencia en esta del Pentadecanocato (15:0),
Heptadecanoato (17:0) y Cis-9,---0Or" 1ecanoato (18:19}; de

Klebsiella pneumoniae por la av- 2n esta del Trans-9-Octadeca
noato y Cis-11-Octadecanoato |. ‘:111) y del Cis-9,10-Metil-
octadecanoato (19:07); de Citrobact. undii por la ausencia en
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esta del Iso~13-Tetradecanocato (1-15:0) y 3-Hidroxitetradecanoato
(3-0OH 14:0); de Escherichia coli por la ausencia en esta del Iso-
13-Tetradecanoato (1-15:0) y del Cis-9,10-Metiloctadecancato
(19:07); de Enterobacter cloacae difiere por la ausencia en esta
del Iso-13-Metiltetradecanoato (i1-15:0), 3-Hidroxitetradecanoato
(3-OH 14:0), Cis-11-Octadecanocato y Trans-9-Octadecanoato (18:19
y 18:111) y Cis-9,10-Metiloctadecanoato (19:07).

Para este anflisis es conveniente realizar 49 repeticiones
para obtener el 100% de reproducibilidad y para cbtener el 80% es
conveniente realizar 39 repeticiones con una "precisidén deseada"

de 4 u.m.

Enterobacter cloacae

Presentd 9 &cidos caracteristicos para su identificacidn:
Dodecanoato (12:0; 2%), Tetradecanoato (14:0; 12%), Pentadecanoca-~
to (15:0; 3%), Cis-~9-Hexadecanoato (16:19; 35%), Hexadecanoato
(16:0; 100%), Cis-9,10-Metilhexadecancato (17:07;43%), Heptadeca-
noato (17:0; 4%), Cis-9-Octadecanocato (18:19; 47%) y Octadecanoato
(18:0; 7%).

Enterobacter cloacae difiere quimicamente de Klebsiella

ozaenae por la ausencia en esta del Dodecanocato (12:0) y Cis-9,
10-Metilhexadecanoato (17:07); de Klebsiella oxytoca por la pre -
sencia en esta del 3~Hidroxitetradecanoato (3-OH 14:0), Trans-9 -
Octadecanocato y Cis-11-Octadecanoato {18:19 y 18:111} y Cis-9,10-
Metiloctadecancato (19:07); de Enterobacter aerogenes por la au -
sencia en esta del Dodecanoato (12:0) y Cis-9-Octadecanocato
(18:193; de Enterobacter agglomerans por la ausencia en esta del
Pentadecanoato (15:0), Heptadecanoato (17:0) y Cis-9-Octadecanoa-
to {18:19); de Citrobacter amalonaticus por la ausencia en esta
del Cis-11-Octadecanoato y Trans-9-Octadecanoato {18:111 y 18:19}
de Klebsiella pneumoniae por la presencia en esta del Iso-13-Me -
tiltetradecanoato (i-15:0) y 3~Hodroxitetradecanocato (3~0H 14:0);

135



de Citrobacter freundii por la presencia en esta del Undecanoato-
(11:0), Cis-11-Octadecancato y Trans-9-Octadecanocato (18:111 y
18:19) y Cis=9,10-Metiloctadecanoato (19:07); de Escherichia
coli por la presencia en esta del Undecanoato (11:0), 3-Hidroxite
tradecanoato (3-OH 14:0) y Trans-9-Octadecanoato y Cis-11-Octade-
noato {18:19 y 18:111); Klebsiella rhinoscleromatis por la ausen-
cia en esta del Dodecanocato (12:0), Cis-9,10-Metilhexadecanoato

(17:0%), Heptadecanoato (17:0) y Cis-9-Octadecanoato (18:1%).

Con una '"precisién deseada' de 3 u.m. es conveniente reali-
zar 49 repeticiones para obtener el 100% de reproducibilidad y
39 repeticiones para alcanzar el 80%.

Escherichia coli ATCC 25922

Presenté los siguientes 12 &cidos en su constitucidn quimi-
ca: Undecanoato. (11:0; 3%), Dodecanoato (12:0; 5%), Tetradecanoa-
to (14:0; 177%), Pentadecancato (15:0; 26%), 3-Hidroxitetradecano-
ato (3-0H 14:0; 13%), Cis-9-Hexadecanoato (16:19; 61%), Hexadeca-
noato (16:0; 100%), Cis-9,10-Metilhexadecanocato (17:07; 18%),
Heptadecanoato (17:0; 17%), Cis-9-Octadecancato (18:19; 5%),
Trans-9-Octadecanoato y Cis-11-Octadecanoato (18:19 ¥y 18:111
y Octadecanoato (18:1; 7%).

Escherichia coli difiere guimicamente de Klebsiella ozaenae
por la ausencia en esta del Undecanoato (11:0), Dodecanoato
(12:0), 3~Hidroxitetradecanoato (3-0OH 14:0) y Cis-9,10-Metilhexa-
decanoato (17:07); de Enterobacter cloacae por la ausencia en es-
ta del Undecanoato (11:0), 3-Hidroxite¢ wadecancato (3-OH 14:0);

3 54%)

de Enterobacter agglomerans por la au * en esta del Undecanoa
to (11:0), Pentadecanoato (15:0), He .oato (17:0) y Cis-9 -
Octadecanoato [18:19); de Citrobactc;_ onaticus por la ausen -
cia en esta del Undecanoato {11:01;13’ iterobacter aerogenes por
la ausencia en esta del Undecanoatr .:0), Dodecanocato (12:0) y
Cis-9-0Octadecanoato (18:19); de K1 _ 21la pneumoniae por la au -
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sencia en esta del undecanoato (11:0), Trans-9-Octadecanoato y
Cis-11-Octadecanoato {18:19 y 18:111
matis por la ausencia en esta del Dodecancato (12:0), Cis-9,10 -
Metilhexadecanoato (17:0"), Heptadecanoato (17:0) y Cis-9-Octade
canoato (18:19}, de Citrobacter freundii por la ausencia en esta
del 3-Hidroxitetradecanoico (3- OH 14:0) y de Klebsiella oxytoca
por la ausencia del Undecanocato (11:0).

Para alcanzar el 100% de reproducibilidad es conveniente
realizar 35 repeticiones y para alcanzar el 80% es conveniente

); de Klebsiella rhinosclero

realizar 28 repeticiones con una "precisién deseada' de 2u.m..

Klebsiella oxytoca

Presentd los siguientes 12 &cidos necesarios para su iden-
tificacidén: Dodecanocato (12:0; 2%), Tetradecanoato (14:0; 13%),
Pentadecanocato (15:0; 15%), 3-Hidroxitetradecanoato (3-0OH 14:0;
3%), Cis-9-Hexadecanoato (16:19; 19%), Hexadecanoato (16:0;
100%), Cis-9,10-Metilhexadecanocato (17:07;59%), Heptadecanoato
(17:0; 12%), Cis-9-Octadecanoato l18:19; 5%), Trans-9-Octadeca -
noato y Cis-11-Octadecanocato {18:19 y 18:111; 51%), Octadecanoa-
to (18:0; 9%) y Cis-9,10-Metiloctadecanocato (19:07; 7%).

Klebsiella oxytoca difiere quimicamente de Escherichia
coli por la ausencia en esta del Cis-9,10-Metiloctadecanoato
(19:07); de Citrobacter freundii por la ausencia en esta 3-Hidro
xitetradecanoato (3-OH 14:0), de Klebsiella rhinoscleromatis por
la ausencia en esta del Dodecanoato (12:0), Cis-9,10-Metilhexade
canocato (17:07), Heptadecanoato (17:0), Cis-9-Octadecanoato
(18:19} y del Cis-9,10-Metiloctadecanoato (19:07); de Klebsiella
preumoniae por la ausencia en esta del Trans-9-Octadecanoato y
Cis-11-Octadecanoato (18:1° y 18:111) y c1s-9,10-Metiloctadeca -
noato (19:07); de Citrobacter amalonaticus por la ausencia en
esta del Cis-9,10-Metiloctadecanoico (19:07); de Enterobacter
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aerogenes por la ausencia en esta del Dodecanoato (12:0), Cis-9-
Octadecanoato (18:19} y del Cis-9,10-Metiloctadecancato (19:0%);
de Enterobacter agglomerans por la ausencia en esta del Pentade-
canoato (15:0), Heptadecanoato (17:0) y del Cis-9-Octadecanoato
(18:19), de Enterobacter cloacae por la ausencia en esta del
3-Hidroxitetradecanoato (3-OH 14:0), Cis-11-Octadecanoato y
Trans-9-Octadecanoato (18:111 y 18:19) y Cis-9,10-Metiloctadeca-
noato (19:07) y de Klebsiella ozaenae por la ausencia en esta
del Dodecanoato (12:0), 3-Hidroxitetradecanoato (3-OH 14:0),
Cis-9,10-Metilhexadecancato (17:07) y Cis-9,10-Metiloctadecanca-
to (19:07).

Con una "precisidén deseada" de 2 u.m. es conveniente reali
zar 33 repeticiones para alcanzar el 1007 de reproducibilidad vy
para alcanzar el B07% es convenlente realizar 26 repeticiones.

Klebsiella ozaenae

Presenté los siguientes 8 &cidos necesarios para su identi
ficacidn: Tetradecancato {(14:0; 17%), Pentadecanocato (15:0; 8%),
Cis-9-Hexadecanoato (16:19; 34%), Hexadecanoato (16:0; 100%),
Heptadecanoato (17:0; 6%), Cis-9-Octadecanoato (18:19; 11%),
Trans-9-Octadecanocato y Cis-11-Octadecancato (18:19 y 18:111;
35%) y Octadecancato (18:0; 23%).

Klebsiella ozaenae difiere quimicamente de Klebsiella

oxytoca por la presencia en esta del Dodecanoato (12:0), 3-Hidro
xitetradecanoato (3-OH 14:0), Cis-9,10-Metilhexadecancato
(17:07) y del Cis-9,10-Metiloctadecanocato (19:0%); de Citrobac -
ter freundii por la ausencia en esta del Undecamoato (11:0),
Dodecanoato (12:0), Cis-9,10-Metilhexadecanocato (17:0") y Cis-9,
10-Metiloctadecanoato (19:07); de Klebsiella rhinoscleromatis
por la ausencia en esta del Heptadecanoato (17:0).y del Cis-9-——-
Octadecanoato (18:19); de Klebsiella pneumoniae por la ausencia
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en esta del Cis-11-Octadecanocato y Trans-9-Octadecanoato (18:19

y 18:111); de Citrobacter amalonaticus por la présencia en esta
del Dodecanoato (12:0), 3-Hidroxitetradecanoato (3-OH 14:0) y
del Cis-9,10-Metilhexadecanoato (17:07); de Enterobacter aeroge-
nes por la ausencia en esta del Cis-9-Octadecancato (18:17); de
Enterobacter agglomerans por la ausencia en esta del Heptadeca -
noato (17:0) y del Cis-9-Octadecanoato {18:19}; de Enterobacter
cloacae por la ausencia en esta del Trans-9-Octadecanocato y Cis-
11-Octadecanoato (18:19 y 18:111) y de Escherichia coli por la
presencia en esta del Undecanoato (11:0), Dodecanoato (12:0),
3-Hidroxitetradecanoato (3-OH 14:0) y Cis-9,10-Metilhexadecanoa-
to (17:07). ' '

Para alcanzar el 1007 de reproducibilidad es conveniente
realizar 52 repeticiones y para alcanzar el 80% es conveniente -
realizar 42 repeticiones con una '"precisién deseada" de 5 u.m.

Klebsiella pneumoniae ATCC 10031

Presentd los sigulentes 11 &cldos caracteristicos para su
identificacién: Dodecancato (12:0; 8%), Tetradecanoato (14:0;
31%), Iso-13-Metiltetradecanoato (i-15:0; 7%), Pentadecanoato
(15:0; 9%), Cis-9-Hexadecanoato (16:19; 32%), Hexadecanoato
(16:0; 100%), Cis-9,10-Metilhexadecanoato (17:0%; 32%), Heptade-
canoato (17:0; 8%), Cis-9-Octadecanoato (18:19; 9%) y Octadeca -
noato (18:0; 11%). '

Klebsiella pneumoniae difiere quimicamente de Entercbacter
agglomerans por la ausencia en esta del Pentadecancato (15:0),
Heptadecanoato (17:0) y Cis-9-Octadecanoato (18:19); de Entero -
bacter cloacae por la ausencia en esta del Iso-13-Metiltetradeca
noato (i-15:0) y del 3-Hidroxitetradecanoato (3-OH 14:0); de
Citrobacter freundii por la ausencia en esta del Iso-13-Metilte-
tradecanoato (i-15:0) y del 3-Hidroxitetradecanoato (3-0H 14:0);
de Escherichia coli por la ausencia en esta del Iso-13-Metilte -
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tradecanoato (i-15:0); de Citrobacter amalonaticus por la ausen-
cia en esta del Iso-13-Metiltetradecanoato (i-15:0); de Entero -
bacter aerogenes por la ausencia en esta del Dodecanocato (12:0),
Iso-13-Metiltetradecanocato (i-15:0) y Cis-9-Octadecanocato
(18:19); de Klebsiella oxytoca por la ausencia en esta del Iso -
13-Metiltetradecanoato (1i-15:0); de Klebsiella rhinoscleromatis
por la ausencia en esta del Dodecanoato (12:0), Iso-13-Metilte -
tradecanoato (i-15:0), Cis-9-Metilhexadecanocato (17:07), Heptade
canoato (17:0) y Cis~9-Octadecanoato (18:19]; de Klebsiella
ozaenae por la ausencia en esta del Dodecanoato (12:0), Iso-13 -
Metiltetradecanoato (i1-15:0), 3-Hidroxitetradecanocato (3-OH -
14:0) y Cis-9,10-Metilhexadecanoato (17:07).

Con una "precisién deseada" de 4 u.m. es conveniente reali

zar 47 repeticiones para alcanzar el 100% de reproducibilidad y
37 repeticiones para alcanzar el 80%.

Klebsiella rhinoscleromatis

Presentd 9 dcidos caracteristicos para su ldentificacidn:
Undecanocato (11:0; 4%), Tetradecanoato (14:0; 15%), Pentadecanoca
to (15:0; 4%), 3-Hidroxitetradecanoato (3-OH 14:0; 7%), Cis-9- -
Hexadecanoato (16:19; 52%), Hexadecanoato (16:0; 100%), Anteiso-
14-Metilhexadecanocato (a-17:0; 6%), Trans-9-Octadecanocato y Cis-
11-Octadecanoato (18:19 y 18:111; 47%) y Octadecanoato (18:0;

7%) .
Klebsiella rhinoscleromatis difiere quimicamente de Entero

bacter cloacae por la ausencia en esta del Undecanoato (11:0),

3-Hidroxitetradecanocato (3-OH 14:0), Anteiso-14-Metilhexadecanoa
to (a-17:0), Trans-9-0Octadecancato y Cis-11-Octadecanoato {18:13
y 18:111}; de Escherichia coli por la ausencla en esta del Ante-
iso-17-Metilhexadecanoato (a-17:0); de Citrobacter freundii por
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la ausencia en esta del 3-Hidroxitetradecanoato (3-0OH 14:0) y
Anteliso-14-Metilhexadecanocato (a-17:0); de Klebsiella pneumoniae
por la ausencia en esta del Undecanocato (11:0), Anteiso-14-Metil
hexadecanoato (a-17:0), Cis-11-Octadecanoato y Trans-9-Octadeca-
noato (18:111 y 18:19); de Citrobacter amalonaticus por la ausen
cia en esta del Undecanoato (11:0) y Anteiso-14-Metilhexadecanoa
to (a-17:0); de Enterobacter aerogenes por la ausencia en esta
del Undecanoato (11:0) y el Anteiso-14-Metilhexadecanoato
(a-17:0); de Enterobacter agglomerans por la ausencia en esta
del Undecanocato (11:0) y el Anteiso-14-Metilhexadecanoato
(a-17:0); de Klebsiella oxytoca por la ausencia en esta del Unde
canoato (11:0) y del Anteiso-14-Metilhexadecanoato (a-17:0) y
por Gltimo de Klebsiella ozaenae por la ausencia en esta del Un-
decanoato (11:0), 3-Hidroxitetradecanocato (3-OH 14:0) y el Ante-
iso-14-Metilhexadecanoato (a-17:0).

Para obtener el 100% de reproducibilidad es conveniente
realizar 52 repeticiones y para obtener el 80% es conveniente
realizar 42 repeticiones con una 'precisidn deseada' de 3 u.m.

El tratamiento estadistico utilizado para el andlisis de
todas las cepas, nos da un intervalo de confianza del 957 (Kramer
y Twigg, 1970).
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10 CONCLUSIONES.

El presente estudio ha dado la pauta para desarrollar esta
técnica cromatogrédfica, como una técnica ripida y precisa.

Analizados los resultados arrojados por esta metodologia,-
se aprecia de una manera muy clara la diferente composicién qui-
mica existente entre las cepas bacterianas estudiadas, afirmando
de manera categbrica que cada microorganismo posee su propla -
"huella quimica'" que la hace diferente a los demds microorganis-
mos de su reino, de esta manera se puede establecer el contenido
de &cidos grasos como perfil taxondmico, para la identificacidn-
de Entercbacterias.

Es importante tomar en cuenta que para mantener una repro-
ducibilidad alta en los resultados, se debe de considerar la tem
peratura de crecimiento (Mc Garrity y Armstrong, 1981; Kaneda, -
1972), el tiempo de incubacién y los recursos en forma de carbo-
hidratos y aminodcidos (0’Donnell et al, 1985; Kaneda, 1971; Ie-
leva y Bragintseva, 1984). _

Estandarizando estas variables podemos esperar resultados-
confiables y precisos. Siempre con la alteracién de alguno de es
tos factores se presentarin resultados errdneos, pués varia de -
forma considerable la concentracidn de un dcido & &cidos. Tam -
bién es importante mantener las siguientes condiciones de anidli-
sis cromatogrédfico constantes: flujo de gas acarreador, las tem-
peraturas de inyector y detector, el programa de temperatura del
horno, la velocidad de papel y el volumen de muestra inyectado.

Se deben de considerar las repeticiones necesarias para ca
da cepa analizada, tomando los resultados proporcionados por el-
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""Método de la Precisién Relativa' en este trabajo y poder esta-
blecer en préximos estudios un banco de datos mds completo y -
preciso.

Las cepas pueden liofilizarse y mantenerse almacenadas -
sin alterar su constitucidén quimica (Kuplestaya, 1985}.

El desarrollo para la estandarizacién de esta técnica ha-
dado los resultados esperados, asi aseguramos que las bases en-
las que se fundamenta esta metodologia son sélidas y sirven co-
mo firme precursor para andlisis posteriores.
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11 ALTERNATIVAS PARA EL EMPLEO DE ESTA METODOLOGIA.

El campo donde se puede desarrollar esta metodologia es
tan amplio como el interesado quiera realizarlo, tomando en
cuenta los recursos econdmicos con que se cuenten.

Por mencionar solo dos &reas de gran importancia, como
son la clinica y la alimenticia, en donde por ejemplo Pseudomo-
na aeruginosa acarrea graves problemas de salud; esta relaciona
da con infecciones de Otitis Externa, que afecta en un namero
muy alto a nadadores, sin que el cloro que se adiciona como de
sinfectante logre eliminarla, debido a la resistencia que ha
adquirido contra este y otros desinfectantes (Seyfried y Cook,
1984; Seyfried y Fraser, 1980). También ha sido aislada de pa -
cientes con fibrosis quistica, encontrdndose esta bacteria rela
cionada con otros microorganismos como Streptococcus sanguis vy

Streptococcus mitis (Komiyama et al, 1986; Komiyama et al;
1987).
Pasando a la industria alimenticia suele encontrarse

Pseudomona aeruginosa em refrescos embotellados (Hernidndez y
Duquino, 1986).
Las infecciones por estafilococos también revisten gran

importancia sanitaria, debido a que estos se encuentran en el
ambiente y afectan directamente a humanos y animales (Brown et
al, 1984).

La aplicacién de esta técnica ayudaria a identificar
rdpidamente microorganismos causantes de infecciones; contamina
cién de alimentos, fdrmacos, cosméticos, etc., ademids de gque se
puede dirigir el estudio a los hongos, en donde se analizan los
dcidos grasos del micelio y conidios (Evans et al, 1986).
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