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1 RESUMEN

La cromatografia de gases, en especial la de A&cidos grasos
celulares, es una herramienta muy @til y eficaz que cada dia es
mas usada entre los taxdnomos bacterianos para resolver los
problemas de identificacién y clasificacién de las especies
microbioldégicas. Esta técnica provee mayor informacién gque las
bioguimicas tradicionales, se realiza en menor tiempo y a menor
costo, reduce el nimero de personal del laboratorio, cantidad de
materiales, reactivos y sobre todo reduce el error humano.

Para aplicar dicha técnica a los campos de la ecologia
ambiental, microbiologia, ingenieria sanitaria, industria
alimentaria, clinica, etc., Yy resolver los problemas de
identificacién bacteriana, es necesario contar con un banco de
datos con los perfiles cromatogrdficos de 1los &cidos grasos
celulares del mayor nimero posible de especies provenientes de

diversas fuentes y &areas

La familia Enterobacteriaceae estad formada por varios de géneros
de importancia médica y econdmica. A pesar de ello y de los
estudios de homologia de ADN, existe gran controversia para la
ubicacién y subdivisién taxonémica de las enterobacterias.

El andlisis cromatografico de lipidos bacterianos podria
representar una alternativa, para establecer relaciones y
diferencias taxondmicas que ayuden a resolver éstos problemas.

El presente trabajo es una aportacién a este banco de datos, cuyo
objetivo fué establecer el perfil cromatogridfico de los Acidos
grasos de Klebsiella ozaenae, enterobacteria patégena oportunista,
que provoca en el ser humano infecciones graves como rinitis
crénica, atroéfica y fétida. Ocurre también en emfermedades
respiratorias, urinarias, bacteremias, meningitis, lepra,
septicemia, infecciones del colon Yy sangre, dgue pueden ser
mortales.

El perfil cromatografico quedd establecido por 13 &cidos grasos
cuya presencia y concentraciones son caracteristicas para esta

especie.



2 INTRODUCCION

La cromatografia es un método de separacién de mezclas Yy
sustancias. Este método tal como se practica actualmente fué
establecido por Michael Tswett (1872-1919) botanico ruso gquien
publicé en 1906 el uso de é&sta técnica para la separacién y
aislamiento de los pigmentos clorofilicos, verdes y amarillos,
gran parte de la nomenclatura cromatogridfica se debe a &l (53)
(58) .

Desde entonces 1la cromatografia ha sufrido un sinnGmero de
modificaciones, que aunadas al desarrollo tecnolégico y comercial,
nos permite contar con una herramienta de gran utilidad, en una
amplia gama de aplicaciones, que para algunos autores es casi
ilimitada, (58) (22) (54).

En la clasificacidén mAs general de la cromatografia tenemos 2
divisiones, 1) La cromatografia de gas y 2) La cromatografia de
liquido o solucién, pero 1la combinacidén de estas dos
divisiones y tomando en consideracién 1los tipos de fase
estacionaria, dan como resultado 1la cromatografia: gas liquido,
gas sélido, liguido liquido y 1liguido sélido. Existen otras
subdivisiones en funcién al tipo de columna, tipo de separacidn,
etc. (58) (57) (47)-.

La cromatografia gas 1liquido, es un campo tan activo como
prometedor para la investigacién en diferentes &reas. En
laboratorios tanto cientificos como industriales y comerciales
se presentan y desarrollan constantemente nuevos avances en el
disefio y construccién del cromatégrafo y sus elementos, asi como
de sus aplicaciones. (53) (24) (32) (41).

La quimiotaxonomia es una disciplina que se apoya en diferentes
métodos como la espectrofotometria de masas, la espectrometria en
el infrarrojo, la electroforesis, la cromatografia de gases, la
cromatografia de liquidos, etc, para resolver uno de los problemas
mds complejos de la microbiologia moderna: 1la identificacién y
clasificacién de los microorganismos. Para ello el taxénomo



bacteriano tradicionalmente necesita realizar gran nGmero de
pruebas bioquimicas, serolégicas y genéticas, ademés de considerar
morfologia, fisiologia y cultivo del microorganismo; proceso que
consume mucho tiempo de trabajo en el laboratorio, material,
presupuesto, etc. y produce un cGmulo de informacién gque no
siempre puede ser procesada en su totalidad por falta de tiempo y
de aplicacién practica (22) (26) (25) (2) (23).

Existen en el mercado algunos métodos por micropruebas como el
API 20E que es un sistema de identificacién comercial, que se basa
también en las propiedades bioquimicas de los microorganismos. La

identificacién por esta técnica sigue siendo complicada, ya que

es necesario realizar pruebas complementarias a este sistema (30).

Los métodos gquimiotaxondmicos permiten obtener informacién
cualitativa y ~cuantitativa de 1los microorganismos, de su
composicién quimica, metabolitos y estructura celular y no sélo
informacién binaria como la de los métodos tradicionales (15)
(14) .

Todas las células bacterianas tienen una composicidén guimica muy
similar, el agua representa el 90% de la biomasa (52) (54) y sus
componentes principales son el carbono, hidrégeno, nitrégeno,
fésforo, azufre, calcio, cloro, manganeso, magnesio, potasio,
sodio y zinc. La deteccién de componentes fGnicos y la medicién
de la concentracién relativa de sustancias comunes, se usa cada
vez mas en la identificacién y clasificacién de bacterias, amibas,
hongos y algas (10) (41) (8).

La cromatografia gas liquido ofrece varias ventajas en comparacién
con los métodos tradicionales de andlisis pues permite separar
mezclas complejas de gran variedad de sustancias, como
aminodcidos, carbohidratos, &cidos grasos, etc, reduce el tiempo
de proceso total y proporciona informacién que si puede
procesarse numéricamente. A través de ella se obtienen los
patrones cromatograficos, patrones que usualmente son especificos
para géneros y especies (34) (15). También se reduce el error
humano que implica una técnica manual (19) (2) (32).



En las areas de clinica, calidad del agua, industria alimentaria e
ingenieria sanitaria, se busca simplificar y acelerar la
identificacién, pues el tiempo de obtencién de resultados es
importante para decidir la accidén a tomar.

La técnica de cromatografia de gases utilizada en este trabajo se
basa precisamente en el anilisis de un componente: los lipidos.
Los lipidos (principalmente los fosfolipidos) forman parte de las
paredes y membranas celulares. Los &cidos grasos son pozos de
energia y propagadores de energia, de importancia taxonémica. Son
insolubles en agua y solubles en solventes organicos como el
cloroformo, acetona, alcohol, hexano o benceno (14) (6).

Los lipidos y los acidos grasos celulares estin presentes en todas
las bacterias, su analisis por cromatografia de gas-liquido en
especial de los &cidos grasos y sus ésteres metilicos ha sido
estudiado mas que cualquier otro tipo de componente gquimico (11)
(5) (10) (49) (42) y es considerado por diversos autores como una
herramienta eficaz y con gran futuro en la taxonomia bacteriana
(22) (5) (10) (41) (15) debido a las siguientes consideraciones:

Estdn presentes en todos los microorganismos con excepcién de

cierto tipo de virus.

- La composicién de los A4cidos grasos celulares es muy estable
genéticamente y su andlisis cromatografico es comparable en
resultados al de homologia de ADN.

- Las mutaciones simples no alteran la composicidén de los A&cidos
grasos celulares.

- Las clases de 1lipidos han sido aisladas y analizadas por
separado. Han sido objeto de andlisis en estudios metabdlicos.

- Se usan con fines taxonémicos de identificacién y clasificacién

radpida, pues cada perfil cromatogrdfico es como una huella

digital especifica para géneros y especies (4) (17) (34). Las
caracteristicas de los lipidos y del método cromatografico nos
promete un andlisis seguro, exacto, reproducible, cualitativo,

cuantitativo y réapido (19).



En la actualidad, no existe un método estandarizado y reconocido
mundialmente para la extraccién de lipidos bacterianos, se aplican
una gran variedad de técnicas (17) (10).

Generalmente los métodos liberan los &cidos grasos de los lipidos
saponificables y son los ésteres metilicos de estos &cidos grasos
los que sirven para indicar la presencia de dichos 1lipidos (6)
(40) (45) (35).

En México la aplicacién de la cromatografia de gases como técnica
para la identificacidén de enterobacterias por andlisis de sus
dcidos grasos, es muy reciente (46) (48) (28) (29).

En la ENEP-Iztacala de la UNAM, a través del Proyecto de
Conservacidén y Mejoramiento del Ambiente (CyMA), se viene
desarrollando desde 1985 la implementacién y estandarizacién de
una técnica cromatogrédfica para la elaboracién de un banco de
datos que favorezca la identificacién méds expedita de algunas
bacterias responsables de 1la calidad del agua, wutilizando el
perfil cromatografico de sus &cidos grasos. El proyecto fué
apoyado en su primera fase por el "CONACYT" y se mantiene un
convenio de asesoria con el Instituto de Investigaciones del Agua
en Praga, Checoslovaquia, a través de los Doctores Hausler y
Richter, especialistas a nivel mundial en el tema. Por otro lado
en México se cuenta con el asesoramiento de los M. en C. Santiago
Capella, Francisco Rojo y Carmen Labastida especialistas en
cromatografia de gases en la Divisién de Posgrado de la Facultad
de Quimica de la UNAM.

Para utilizar esta técnica como método de identificacién es
indispensable contar, en primer término, con los perfiles
cromatograficos de bacterias tipificadas. De ahi la importancia
del presente trabajo, que se propuso obtener el perfil
cromatogrdfico de Klebsiella ozaenae. Esta bacteria pertenece a la
familia Enterobacteriaceae (Abel, 1893) y es considerada no
como una especie, sino como subespecie de K. pneumoniae por los

estudios de su ADN gque demostraron gue ambas junto con



K. rhinoescleromatis pertenecen al mismo grupo (33) (18).

Este microorganismo es de interés clinico, ya que causa
enfermedades del tracto urinario, neumonias, atrofia fétida de las
mucosas nasales, produce dafio irreversible de tejido, es patdgeno
oportunista y de actividad variable (44) (33).

Es importante el diagnéstico clinico temprano de neumonias
producidas por Dbacilos Gram negativos oportunistas, para
administrar una terapia preventiva y efectiva, pero los "métodos
rdpidos de diagnéstico" que se basan en pruebas biogquimicas
y seroldgicas tardan varios dias (1 & 2, para el aislamiento
e identificacién, o para su deteccidén por inmunoelectroforesis)
(9) (44). El método de cromatografia de gases puede dar resultados
en unas horas.



3 ANTECEDENTES

La cromatografia de gases se considera en la actualidad una de las
herramientas mas importantes en el campo de 1la investigacién

cientifica y tecnolégica.

La utilizacién de la forma gas liquido, tiene su inicio en 1952
cuando Martin y James, obtienen por primera vez la separacién
de algunos &cidos grasos volatiles, (53) (25) (24).

En 1954 N.H. Ray, demuestra la posibilidad de extender el campo de
aplicacién de esta técnica, a la investigacién de muchas especies
orgadnicas e inorganicas. A partir de 1955, se observa un avance
vertiginoso de la cromatografia de gases, ampliandose
constantemente sus aplicaciones, aumentando 1la investigacién
tedbrica, técnica y de aparatos nuevos para su instrumentacién,
(53) .

En 1963, K, Abel y colaboradores encontraron mediante 1la
cromatografia de gases, diferencias entre las diversas familias de
microorganismos, y similitudes entre las especies de 1la familia
Enterobacteriaceae. A partir de entonces se han realizado
numerosos trabajos de identificacidn y diferenciacidén de bacterias
por medio del anilisis de su composicién quimica, y de la
composicidén quimica de sus productos metabélicos y de degradacién
celular ya sea (quimica o térmica), utilizando la cromatografia de
gases (4) (39) (12):

- 1968 Ceccini y O‘brien, trataron de identificar Escherichia coli
por medio de la cromatografia de gases, sin tener éxito.

- 1967-1980 Moss y colaboradores lograron avances en microbiologia
clinica de diagnéstico.

- 1971 Lechevalier; Blaschy y Zimmerman; MitruKa y colaboradores,
analizaron los adcidos grasos de algunos microorganismos para su
identificacién.

- 1973 Machtiger y O0’leary, diferenciaron los géneros Arizona,
Citrobacter y Providencia a partir de sus &cidos grasos celulares.
- 1977 Vasjurenko y colaboradores, confirmaron la divisién en dos
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especies de Erwinia aroideae y E. carotovora.

- 1982 Vasjurenko y colaboradores diferenciaron entre Providencia
alcalifaciens y P. stuartii.

- 1983 Cernjauskaja y Vasjurenko, determinaron gque el género
Salmonella posee el @&cido 2-Hidroxitetradecanoico, no asi
Escherichia y Shigella y establecieron la filogenia de éstos
géneros de acuerdo al contenido de dicho acido.

- 1984 Cernjauskaja y Vasjurenko, mostraron la relacién
filogenética entre Proteus mirabilis, P. wvulgaris y P. rettgeri y
la confirmacién de P. morganii.

- 1985 Athalye, Noble y Minnikin, utilizaron la cromatografia de
gases para analizar los &cidos grasos de bacterias Coryneformes
presentes en osteomielitis, linfoadenitis, meningitis, pneumonia,
obteniendo datos importantes para la identificacién y
clasificacién de este grupo.

- 1988 Eerola b4 Lehtonen, aplicaron la cromatografia de
gas liquido de Aacidos grasos bacterianos como una herramienta de
identificacién automitica en muestras clinicas.

= 1990 Brooks y colaboradores, demostraron la alta especificidad y
sensibilidad de 1la cromatografia gas liquido con pulsador de
electrones para el diagnéstico ré&pido de meningitis tuberculosa,
(13) (14) (39) (42) (5) (19) (11).

La amplia aceptacidén y éxito de la cromatografia de gas liquido se
debe a su simplicidad, rapidez de andlisis, alta sensibilidad de
los sistemas detectores, eficiencia de las separaciones, variedad
de aplicaciones, seguridad, reproducibilidad, posibilidad de
procesar muestras muy pequefias y a su relativo bajo costo, (24)
(4) (32) (12) (2).



4 GENERALIDADES DE Klebsiella ozaenae

La familia Enterobacteriaceae estd constituida por una variedad de
géneros que tienen importancia médica y econdémica (52). Unos estén
presentes en la "flora intestinal™ normal de los vertebrados
incluyendo al hombre, otros son patdégenos reconocidos como:
Escherichia, Shigella Y Salmonella, y algunos mas gque son
sapr6fitos. Esta familia es uno de los grupos mas estudiados e
importantes, sobre todo en microbiologia médica, diagnéstica y
clinica, pues algunos de sus miembros son la causa de enfermedades
severas, crénicas y epidémicas que afectan principalmente los
aparatos gastrointestinal y urinario, pero que también se pueden
aislar de infecciones de cualquier otra parte del cuerpo (1) (36)
(52).

Las enterobacterias son bacilos Gram negativos, aerobios o
anaerobios, no esporulados, con o sin flagelos periféricos, con
algunas variantes no méviles de especies mdéviles, pueden crecer en
medios simples, fermentan la glucosa con formacién de &cidos y/o
gases, reducen los nitratos a nitritos y son oxidasa negativos.

Los organismos del género Klebsiella son inméviles, con di&metro
de 0.3 a 1.0 um y 0.6-6. um de largo, pueden formar cadenas
cortas, son anaerobios facultativos, su cépsula estd formada de
polisacaridos, por ello las colonias son mucosas, ademds de ser
brillantes y viscosas. Son oxidasa negativos, usan citrato y
glucosa como Gnica fuente de carbono, la prueba Voges-Proskauer es
positiva, fermentan inositol, hidrolizan urea y hay pérdida de
ornitina descarboxilasa. Su habitat es amplio: suelo, agua,
granos, vegetales, intestino de vertebrados y particularmente de
pacientes clinicos.

Las klebsiellas aisladas de infecciones hospitalarias contienen
factores R, que las hacen resistentes a antibidéticos como
B-lactéamicos, cefalosporinas, aminoglicésidos, tetraciclinas,
cloranfenicoles, sulfonamidas y trimetropim (52) (33).

En el manual de Bergey’s (33) se menciona que todas las especies



de Klebsiella son resistentes a la ampicilina, sin embargo Murray
et al 1981 establecieron que no lo son en un 100%, lo gque indica
que estos microorganismos tienen un amplio grado de variabilidad,
resultando responsables de serias epidemias hospitalarias (52)
(13) =

Estas bacterias son patdgenos oportunistas primarios que ocasionan
bacteremias, neumonias, infecciones urinarias y otras infecciones
graves en el hombre. Las principales fuentes de contaminacién
son el tracto gastrointestinal, material de laboratorio clinico y
las manos del personal hospitalario (16) (52). Los brotes
generalmente ocurren en pacientes de urologia, recién nacidos y
unidades de cuidado intensivo. Es entonces en los hospitales donde
se han encontrado la mayor incidencia de estas infecciones en los
altimos 25 anos (43) (36).

Esto se debe, al menos en los paises desarrollados, al uso
generalizado de antibiéticos, agentes inmunosupresores y
citotéxicos que han eliminado a otros microorganismos dejando
nuevos nichos ecoldégicos a microorganismos entéricos no
fermentadores y anaerobios, antes considerados de baja virulencia
o sin ella (Klebsiella, Escherichia coli, Enterobacter, Serratia,
Pseudomonas y Bacteroid&ceas), (16) (43).

Los enfermos con respuestas inmunitarias alteradas, con problemas
crénicos, debilitamiento, heridas y edad avanzada, son presas
potenciales de estos organismos, principalmente en 1los paises
occidentales donde han ido desapareciendo 1las infecciones

estafilocéccicas, estreptocdccicas y neumocdccicas (16) (52).

Klebsiella ozaenae es una enterobacteria arginina dihidrolasa
positiva, gque estd muy relacionada con K. rinoescleromatis y K.
phneumoniae por su composicién de ADN; K. ozaenae solo puede
distinguirse con facilidad de K. pneumoniae por su serotipo,
(33) (7). Produce una enfermedad llamada ozena, que es una rinitis
crbénica, atréfica y fétida (52). Ocurre también en enfermedades
respiratorias, urinarias, entéricas, bacterenias, meningitis,
lepra, septicemia, infecciones del colon y sangre, algunas de
ellas pueden en ocasiones, llegar a ser mortales (1) (36). Se han
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reportado muertes por infecciones intrahospitalarias con cuadros
por enfermedades, como la lepra y septicemia, complicadas con la
presencia K. ozaenae en los que se administrdé previamente dosis
fuertes de antibidticos (43). Ello crea un debilitamiento del
paciente que es presa facil de estos microorganismos oportunistas.

Cabe sefialar que la presencia de esta bacteria en el ambiente esta
relacionada con vegetales, es comin encontrarla en aguas de
desecho, efluentes industriales de productos de madera (con
densidades 10°- 10~ cel/ml), textiles terminados, lagunas,
depdésitos en plantas de tratamiento de agua y molinos de cafia de
azGcar. Se han aislado también del aserrin , vegetales frescos del
mercado, ensaladas servidas en escuelas, cantinas y hospitales. Lo
que podria ser la razdén de su presencia gastrointestinal en el
hombre. Klebsiella también se relaciona con enfermedades animales,
como la mastitis en el ganado vacuno y caballar (52).

Las enfermedades en el hombre son dificiles de tratar debido a la
resistencia de estos microorganismos a los antibiéticos y a 1la
existencia de infecciones crénicas subyacentes en los pacientes
(33) (43). El1 laboratorio de diagndéstico de estas infecciones
requiere de técnicas y criterios establecidos para interpretar
adecuadamente los resultados y determinar al agente casual. La
diferenciacién hasta género y especie es necesaria para aplicar
una terapéutica iddénea (1) (43).

La clasificacién de las enterobacterias se basa inicialmente en la
presencia o ausencia de enzimas gue actGan sobre sustratos en
cultivos "in vitro" y un sistema indicador de degradacién del
sustrato o la presencia de un metabolito especifico (37).

La identificacién a nivel de especie se basa en la estructura
antigénica, sin embargo ciertas cepas con la misma actividad,
tienen reacciones metabdlicas, distintas. Por ello, la
clasificacién e identificacién por medio Gnicamente de pruebas
bioguimicas, serolégicas y fagotipicas puede conducir a errores y

controversias en los sistemas taxonémicos para esta familia.

11



Aungue los estudios de ADN aportan informacidén gque permite
distinguir actualmente a diversos grupos, aln existe gran
controversia para la ubicacién y subdivisién taxondémica de 1las
enterobacterias (47) (52) (18). Por consiguiente el anélisis
cromatografico de 1lipidos bacterianos representa un recurso
importante, para establecer relaciones y diferencias taxonémicas

qgue ayudan a resolver estos problemas.
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5 FUNDAMENTOS TEORICOS

A continuacidn se resumen algunos conceptos generales con el
objeto de entender mejor los pasos que se realizan en el método.

5.1 CONCEPTOS BASICOS DE CROMATOGRAFIA DE GASES

El cromatbégrafo esta constituido esencialmente por las siguientes
partes y consumibles, integrados como se muestra en este esquema:

A) Inyector

B) Horno

C) Columna

D) Detector

E) Registrador

F) Gas de arrastre.

G) Controlador de flujo

CROMATOGRAFO

(0]

,éa B

13



La cromatografia gas liquido tiene por objeto separar mezclas mas
o menos complejas en sus componentes volatiles, por medio de una
columna de separacién por donde se eluyen éstos por el arrastre de

una fase moévil sobre una fase estacionaria (38).

Para cualificar y cuantificar los Acidos grasos de K. ozaenae por
cromatografia de gas liquido, éstos son convertidos en su forma
mads +volatil, sus ésteres metilicos. Como fase mévil para la
particién de la mezcla vaporizada de los ésteres se utiliza un gas
inerte, nitrdgeno. La fase liquida estacionaria estd constituida
por polidimetilsiloxano sobre la superficie interior de un tubo
capilar de 30 m, que se calienta en un horno hasta 250°C. Los
ésteres metilicos se distribuyen entre las dos fases de acuerdo a
su polaridad y peso molecular caracteristicos, después de ser
inyectados al cromatdégrafo; el flujo de nitrégeno (30 ml/s) que
sale por la columna arrastra a los componentes separados que se
hallan en &1 hacia un detector de ionizacién de flama, donde se
mezclan con un flujo de hidrégeno (30 ml/s) y de aire (100 ml/s),
Yy se queman en un campo eléctrico. E1 flujo de fragmentos
ionizados de los ésteres metilicos, produce una sefial eléctrica
gue capta automdticamente un registrador & integrador como gréafica
de una serie de picos bien delimitados, que corresponden a un
determinado acido graso. El1 &rea bajo el pico es proporcional a
su concentracién (13) (38) (55).

En la grafica 6 cromatograma se registran el tiempo de retencidn
en que eluye cada componente de la mezcla y los milivolts gque
determinan la altura del pico. La identificacién de la muestra se
hace por comparacién de los tiempos de retencidén del componente
problema con los valores de un estandar & control, analizado bajo
las mismas condiciones constantes de presién, flujo y temperatura.
Los tiempos de retencién son especificos para cada sustancia

determinada.
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5.2 GENERALIDADES DE ACIDOS GRASOS

Los acidos grasos pertenecen principalmente a 3 grupos; los
saturados como el lalrico, miristico, palmitico vy estedrico son
monocarboxilicos, de cadena lineal saturada, con 12, 14, 16 y 18
carbonos respectivamente, son los mas simples, ya que no poseen
modificaciones, ramificaciones & sustituciones estructurales, ni

configuracionales.

Los hidroxiacidos miristico: 2-OH y 3-OH gque tienen un grupo
hidroxilo en su cadena y que por esto presentan reacciones del
grupo alcohol y del grupo acido. La mds comGn es la formacidén de
ésteres (45).

Y los A&cidos grasos insaturados gque poseen dobles enlaces
generalmente entre los carbonos 9 y 10 (35). Todos tienen

Y 11 §
trans-cis

configuracién "cis", excepto el 4cido ¢ 18:1°
que puede cambiar su isomeria geométrica de trans a cis por giro
de 30° de sus radicales -H y desplazamiento del doble enlace al
carbono con posicién 11 de la cadena. El &cido C 17:0A posee
ademds 2 radicales metilo en los carbonos 9 y 10 y el A&cido C
18:2°'"", es dicarboxilico y el finico con 2 dobles enlaces.

La estabilidad quimica de los &cidos grasos estd en funcién al
grado de saturacién de los mismos, lo gque 1le confiere
inestabilidad a todos los Acidos insaturados, pues cuentan con
diversas modificaciones estructurales y configuracionales.

En seguida se enlistan algunas caracteristicas fisicas de varios

de estos compuestos (35).

15



ACIDOS GRASOS SATURADOS

NOMBRE COMUN SIMBOLO p.F (°¢) P.E (°c) SOLUBILIDAD
(g/100g H20 a
20%)

Ladrico 12:0 44.2 299 0.0055

Miristico 14:0 53.9 326 0.002

Palmitico 16:0 63.1 352 0.0007

Estearico 18:0 69.6 376 0.0003

ACIDOS GRASOS INSATURADOS

Palmitoleico 16:159 -0.5

Oleico 18:1M 13.4 223/10mm insoluble

Linoleico 18:2'&9’12 -5 230/16mm insoluble

Elaidico 14> Hmans

Cis=-Vaccénico 18:1"

16



5.3 REACCIONES EN LA ESTERIFICACION

El proceso de esterificacién de los acidos grasos consiste en 1la
reaccién de un Aacido con un alcohol, usando como catalizador

generalmente un &cido fuerte, (HCl & H2S04).

La reaccién puede alcanzar el equilibrio, cuando sélo se han
transformado las 2/3 partes del &cido 6 del alcohol en el éster.
Un exceso de cualquiera de los reactivos desplaza el equilibrio en
direccién a la formacién del éster y se logra una reaccidén més

completa (40) (6).

HO
R-COOH + R’OH R-COO-R’+ H20

La esterificacién es una sustitucién nucleofilica en la que los
Adcidos grasos reaccionan con el alcohol metilico (CHaOH)l 6 con
un reacctivo semejante como el metédxido de sodio (CHsONa)? para
lograr la metilacién de los &cidos grasos.

] ® 9
1) R-C-OH + CH3-OH R-C-0-CHs + H20
‘—H_
ACIDO ALCOHOL ESTER METILICO
GRASO WETILICO
';'.’ w0
2) R-C-OH + NaO-CHs ____________° R-C-O-CHs + NaOH
‘—-—H_
ACIDO METOXIDO ESTER METILICO
GRASO DE SODIO
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La reaccidn es reversible correspondiendo entonces a una
hidrélisis 4&Acida. En ella pueden formarse uno 6 varios
intermediarios, mecanismo que fué comprobado por M. L. Bender en
1951, utilizando isétopos marcadores (40) (21).

o OH OH
I | . .
S —— _ E—
R-C-OH + H' R-C + CH3OH R-C-O CH3
| | »
OH OH
ACIDO ALCOHOL METILICO INTERMEDIARIO

El &acido catalizador acelera ambos procesos (la esterificacién y
la hidrélisis) por protonacién del oxigeno carbonilo y hace al
carbono de este radical mas susceptible al atagque nucleofilico
(40) (21).

1
I
i
R-C-0 CHa + H20

OH OH (o]
||

Y
—_—

[ Y

R-C-0 CH3 R-C-0 CHz + H'

OHz

ESTER METILICO
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6 OBJETIVOS

1) Determinar el perfil de los acidos grasos de Klebsiella ozaenae
con base en su composicién e identificarlos por medio de la

técnica de cromatografia de gases.

2) Valorar la reproducibilidad del método para la identificacién

de Klebsiella ozaenae.
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7 MATERIAL Y METODO

a) PREPARACION DEL CULTIVO PURO.

La técnica Dbacteriolégica para preparar y cultivar al
microorganismo puro, no varia con respecto a las técnicas
convencionales; solamente difiere en gue 1la preparacién del
cultivo puro debe realizarse en un medio de agar inclinado, con la
finalidad de obtener un crecimiento abundante de la cepa pura de
K. ozaenae. Se utilizdé agar nutritivo marca "Difco" y la cepa de
referencia K. ozaenae de la American Type Culture Collection,
U.S.A., (ATCC-11296).

b) PREPARACION DE LA BIOMASA.

Para la obtencidén de la biomasa, se prepararon 2 cajas de Petri
con agar nutritivo marca "Difco" (solucién estéril de 23 g/L),
cada una con 25 ml de solucién, se inocularon a partir del cultivo
puro en agar inclinado y se incubaron a 3720.5°C por 24 horas.
Para la posterior definicién fueron suficientes 5 mg de biomasa
por muestra, pero por razones préacticas y la posibilidad de
repeticién, es recomendable contar con 20 mg.

c) COSECHA DE LA BACTERIA.

Antes de iniciar la cosecha se prepard solucidén de formaldehido al
0.5% , varillas de vidrio en forma de "L" , embudos de vidrio,
pipetas de 10 ml, y tubos para centrifuga, todo el material de
vidrio se esterilizé en estufa a 180°C por 2 horas. Una vez
obtenido un crecimiento abundante en cada caja Petri, se
adicionaron 5 ml de la solucién de formaldehido, con el propbsito
de fijar y colectar la bacteria de 1la superficie del medio,
frotando suavemente con una varilla de vidrio.

La suspensién de la biomasa obtenida de las dos cajas de Petri
(10 ml) se vacid en un tubo para centrifuga.

Todo el proceso anterior se realizd en condiciones de esterilidad.
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d) CENTRIFUGACION.

El contenido del tubo obtenido en la cosecha, se centrifugdé a
15,000 rpm durante 10 min a 4°C en una unidad refrigerada. En este
caso una ultracentrifuga Sorvall modelo RC-5B (20).

El sobrenadante se desechd cuidadosamente, y al residuo se le
agregaron 5 ml de solucidon fisioldégica de NacCl (0.85%)
‘para realizar un primer lavado, y se centrifugdé nuevamente bajo
las mismas condiciones. Este procedimiento se repitid una vez méas
para el segundo lavado. El1 paquete celular obtenido, se transfirié
con ayuda de una cucharilla a viales lavados con hexano & metanol
Yy secados con anterioridad. La biomasa se repartié
perfectamente sobre las paredes de los viales con la finalidad de
obtener un secado méds rdpido y eficiente durante la liofilizaciédn.
Los viales permanecieron cerrados con el fin de evitar cualquier

contaminacién proveniente del medio.

e) LIOFILIZACION DEL PAQUETE CELULAR

Inmediatamente después de la Centrifugacién, el paquete celular
fué directamente procesado durante 3 horas aproximadamente, en un
liofilizador Lyph-Lock 4.5 litros, Freeze Dry System Modelo 77510;
77510-01, acondicionado a -50°C y con vacio. Para un secado
mds réapido fué necesario congelar previamente las muestras en
diéxido de carbono sélido & adaptar un dispositivo en el
liofilizador. La materia seca resultante se sometié a

esterificacién.
f) ESTERIFICACION DE ACUERDO A GLASS (1971).

Reactivos:

I. Solucidén A (metdéxido de sodio).
A 37 ml de metanol absoluto, afiadir 23 ml de metdxido de
sodio y aforar a 100 ml con benceno.

II. Solucidén B (metanol saturado con cloro gaseoso).

En un dispositivo apropiado y con las debidas precauciones
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gotear 30 ml de Acido sulflGrico en 30 ml de aAcido clorhidrico
Yy colectar el cloro gaseoso que se produce en 20 a 25 ml de
metanol absoluto.

III. Solucidén C (solucién fisioldégica de NaCl al 0.85%).

IV. Sulfato de sodio anhidro.

v. Hexano grado cromatografico 6 espectrofotométrico.

Se pesaron 20 mg de materia liofilizada, se le agregé 1 ml de
solucién A y se agité vigorosamente durante 5 min a velocidad
constante. Posteriormente se agregé suficiente solucién B hasta
alcanzar un pH de 1 6 2, se agité nuevamente durante 30 min, se le
afiadieron 2 ml de solucidén C y se volvidé a agitar por 7 min.

El proceso de extraccién de los ésteres metilicos se realizé
agregando 1 ml de hexano, se agitd la muestra por 5 min a
velocidad constante y se dejé separar la capa de hexano que
contiene los ésteres metilicos, (capa superior transparente), y
con una pipeta Pasteur se pasdé a un tubo de ensaye conteniendo una
cantidad suficiente de sulfato de sodio anhidro (1.0 a 1.5 grs
aproximadamente) para extraer el agua que estuviera presente. Este
procedimiento de extraccién de ésteres metilicos con hexano se
repitié 2 veces mds para cada una de las muestras.

Al final se obtiene un volumen de hexano con ésteres metilicos,
para cada muestra. El hexano se evapora con nitrégeno gaseoso
hasta gque quede un volumen de 10 pl aproximadamente, de este
volumen se toma 1 pl con una microjeringa y se inyecta en el
cromatégrafo donde se realiza la separacién y determinacién de
los ésteres metilicos (26) (27) (28) (29).

g) OBTENCION DEL CROMATOGRAMA.

Se utilizd un cromatdgrafo de gases con detector de ionizacién de
flama modelo 5890 A/3396 A. Hewlett Packard, con columna capilar
de las siguientes caracteristicas; 30 m x 0.25 mm bonded fsot,
RSL-150 polydimethylsiloxane, 0.25 UM MAOT: 330%. serial 4-3441,

Alltech A, Inc. bajo las siguientes condiciones de operacidn:
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temperatura del inyector y detector 250 C; temperatura de 1la
columna programada de 120 a 250°C con incremento de 4°C/min; el
flujo del gas acarreador fué de 30 ml/min. Una vez realizada 1la
separacién cromatografica de los ésteres metilicos, sus dreas vy
tiempos de retencién fueron registrados y graficados por un
integrador modelo; HP-3396 A, Hewlett Packard.

El cromatograma obtenido de la muestra, se compard con otro de
una mezcla estdndar de referencia (Bacterial Acid Methyl Esters CP
Mix, No. Cat. 4-7080), que contiene un total de 10 mg/ml de metil
ésteres para la identificacién de los &cidos grasos, presentes en
ella (10) (15) (54) (19) (57).

h) ANALISIS ESTADISTICO.

Una vez identificados los acidos grasos de la muestra, sus tiempos
y areas de retencidn se expresaron en porcentajes normalizados,
para su andlisis y comparacidén, tomando como 100% al pico o &rea

mas alto, es decir el mads abundante.

La reproducibilidad de la técnica cromatografica se determind por
la repeticién de 50 muestras idénticas, tanto de la mezcla de
ésteres metilicos, como de la cepa pura de K. ozaenae cultivada
bajo las mismas condiciones. Para lo cual fué necesario calcular
media, desviacién estandar, coeficiente de variacién, valor maximo
y minimo, e intervalo de confianza, (X - 2s), (2) (19) (51).
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8 RESULTADOS

Se procesaron un total de 50 muestras de wuna cepa pura de
Klebsiella ozaenae con el objeto de extraer los ésteres metilicos
totales de esta especie y determinar su perfil de acidos grasos
por cromatografia de gases.

Los picos cromatograficos se identificaron por comparacién de sus
tiempos de retencién con un estdndar de ésteres metilicos de
acidos grasos para enterobacterias, analizado simultaneamente y
bajo las mismas condiciones que las muestras bacterianas.

La figura 1 muestra un cromatograma del estdndar inyectado y la
figura 2, el cromatograma teérico que viene adjunto con dicho
estandar y con el gque se pueden identificar los picos del

estandar inyectado.

La figura 3 es ejemplo de un cromatograma de una muestra, el
cual puede identificarse mediante comparacién de sus picos con
los del cromatograma del estdndar inyectado (Fig 1) . De esta
forma se analizaron cada uno de las 50 muestras, encontrando que
en los cromatogramas siempre se presentaron 13 de los 26 &acidos

grasos presentes en el estéandar.

En orden de elucidn los 13 &cidos grasos identificados fueron:

C 12:0 dodecanoico, C 14:0 tetradecanoico, C 15:0 pentadecanoico,
2-0OH c 14:0 2-hidroxitetradecanoico, 3-0H C 14:0
3-hidroxitetradecanoico, € 16:1° cis-9 hexadecenocico, C 16:0
hexadecanoico, C 17:0 cis cis-9,10 metilen hexadecanoico, C 17:0
heptadecancico, C 18:2%12 cis=-9,12 octadecadinoico, C 18:1°
cis 9 octadecenoico, C 18:1° ¥ 1!

C 18:0 octadecanoico (31), (Tabla 1).

Trans=9 Y Cis-11 octadecenoico y

En la tabla 2 del apéndice se presentan los valores obtenidos de
las areas ( A ) y tiempos de retencién ( TR ) normalizados para
cada uno de los &acidos grasos presentes en todas las muestras. En
la normalizacién se considerd como el 100% al 4&cido graso que
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CROMATOGRAMA DE UNA MEZCLA
ESTANDAR DE ESTERES METILICOS
BACTERIANOS

111111

26.138

Figura 1



CROMATOGRAMA TEORICO DE UNA MEZCLA
ESTANDAR DE ESTERES METILICOS
BACTERIANOS

1. 11:0 Me. undecancico

2. 2-0H100 Me. 2-hidroxidecanoico

3 120 Me. dodecanocico

4, 130 Me. tridecanoico

5. 20H12:0 Me. 2-hidroxidodecancico

6. 30H12:0 Me. 3-hidroxidodecanocico

7. 140 Me. tetradecanoico

8 150 Me. 13-metiltetradecancico

9. =150 Me. 12-metiltetradecancico
- 10. 150 Me. pentadecanoico

11, 2-0H14:0 Me. 2-hidroxitetradecancico
12. 3-0H 140 Me. 3-hidroxitetradecanocico
13. &0 Me. 14-metilpentadecancico

S - WP | PR 14 16:1° Me. cis-g-hexadecencico
LR 15.  16:0 Me. hexadecanocico
3 18, 170 Me. 15-metilhexadecancico
r-r 17. 170 Me. cis-9,10-metilenhexadecanoico
P 18. 17:0 Me. heptadecanoico
R 19. 20H160  Me. 2-hidroxinexadecancico
- 20, 18:2%" Me. cis-9, 12-octadecadiencico
21, 181 Me. cis-9-octadecencico
22 181° Me. trans-9-octadecenoico &
181" Me. cis-11-octadecencico
23. 180 Me. octadecanoico
4. 190 Me. cis-9, 10-metilanoctadecancico
25 190 Me. nonadecancico
6. 200 Me. sicosancico

Figura 2
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TABLA

ACIDOS GRASOS IDENTIFICADOS EN Klebsiella ozaenae

PIC SIMBOLO NOMBRE QUIMICO NOMBRE COMUN
No.
3 12:0 DODECANOICO LAURICO
7 14:0 TETRADECANOICO MIRISTICO
10 15:0 PENTADECANOICO PENTADECILICO
11 14:0 2-OH 2-OH TETRADECANOICO 2-HIDROXIMIRISTICO
12 14:0 3-OH 3-OH TETRADECANOICO 3-HIDROXIMIRISTICO
14 16:1° CIS-9 HEXADECENOICO PALMITOLEICO
15 16:0 HEXADECANOICO PALMITICO
17 17:0 CIS CIS-9,10 METILENHEXADECANOICO =========
18 17:0 HEPTADECANOICO MARGARICO
20 ypsg”rte CIS-9,12 OCTADECADINOICO LINOLEICO
21 18: 19 CIS-9 OCTADECENOICO OLEICO
22 18:1° ¥ '' TRANS-9-CIS-11 OCTADECENOICO ELAIDICO
23 18:0 OCTADECANOICO ESTEARICO

EL NUMERO DE PICO CORRESPONDE

LA TDENTIFICACION DEL URDEN

{FIGURA 2).
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presentaba el area mayor, para obtener asi las proporciones en
términos de porcentaje de los 12 acidos restantes, siendo en este

caso el C 16:0 el de mayor &area.

Con los datos normalizados se procedié a calcular la media, la
desviacién estandar, los valores minimo y maximo, el intervalo de
confianza, porcentaje de los datos dentro de éste y el coeficiente
de variacién para los tiempos de retencién y areas normalizadas de
cada uno de los &cidos grasos identificados, con el objeto de
hacer un andlisis cualitativo y cuantitativo. Dichos parametros se

pueden visualizar en las tablas 3 a 6.

Los tiempos de retencién normalizados para todos los &cidos grasos
muestran desviaciones estadndar muy pequefias en un rango de 0.0 a
1.02 y por tanto los coeficientes de variacién también son
pequeiios, van desde 0.0 a 0.90%, lo que significa gque 1la
variacién de los datos con respecto a la media (x), fueron menores
al 1% . Para todos los &cidos los valores dentro del intervalo de
confianza son del 90 al 98% , excepto el &cido hexadecanoico

C 16:0, considerado como el 100%

La grafica 1 representa los valores promedio para los tiempos de
retencidén normalizados de 50 cromatogramas.

La cuantificacién de los &cidos grasos de K. gzaenae se obtuvo del
drea de los picos en el cromatograma, que es proporcional a su
concentracién.

En orden de abundancia, el &cido graso hexadecanoico (C 16:0)
resultd tener el valor mas alto con una media de 100.0, le
siguieron el cis-9 hexadecanoico (C 16:19] con 66.29, el Trans-9

octadecanoico 'y <cis-11 octadecanoico (C 18:1° Y") con 40.01,
tetradecanoico (C 14:0) con 28.86, 3-hidroxitetradecanoico (3-OH
C 14:0) con 10.77, pentadecanoico (C 15:0) con 3.4076,

heptadecanoico (C 17:0) con 2.29, 2-hidroxitetradecanoico (2-OH
C 14:0) con 1.95, octadecanoico (C 18:0) con 1.48, dodecanoico
(C 12:0) con 0.61, cis=-9,l10-metilenhexadecanoico (C 17:0 cis)
con 0.42, cis-9-octadecanoico (C 18:19) con 0.42 vy el
cis-9,12-octadecanoico (C 18:29J2) con 0.21, (Grafica 2).
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TABLA 3

MEDIDAS ESTADISTICAS DE LOS TIEMPOS
DE RETENCION NORMALIZADOS.

oo WM o EGE Mh W
(1) (2)

12:0 50 42.64 .21 0.50 42.19 43.18
14:0 50 69.37 0.15 0.22 69.07 69.71
15:0 50 81.90 .29 0.35 83.23 84.56
14:0 -20H 50 85.39 . 0.36 84.69 86.19
14:0 -30H 50 89.47 0.24 0.27 88.97 90.91
16:1° 50 95.76 0.14 e.14 95.37 95.96
16:0 se 100.00 0.00 0.0 100.00 100.00
17:0 cis 50 110.76 (T 0.36 199.82 111.63
17:0 50 114.02 1.92 0.90 113.00 120.67
18:2°"'2 50 122.48 0.41 0.34 121.42 123.27
18:1° cis 50 124.01 0.38 .0 123.01 124.69
18:17 " 50 125.35 .21 0.17 124.79 125.68
trans-cis

18:0 50 128.55 0.4 0.32 127.50 129.33

N=NUMERO DE CROMATOGRAMAS




TABLA 4

MEDIDAS ESTADISTICAS DE LAS AREAS
NORMALIZADAS.

M oM MMM O Qal W W
(1) 1)
3 12:0 50 0.61 .22 36.23 0.138 1.60
7 14:0 50 28.86 7.30 25.31 20.03 63.67
19 15: 50 L 1] 1.97 31.36 1.63 5.89
1" 14:0 -20H 50 1.95 0.90 45.87 0.66 4.72
12 14:0 -30H 50 10.77 4.67 43.37 3.03 24.62
14 16:1° 50 66.29 13.40 20.22 33.96 98.86
15 16:0 50 100.00 .00 0.00 109.00 109.00
17 17:0 cis se 0.42 .30 71.14 °.10 2.02
18 17:0 50 2.29 .70 30.63 1.15 3.66
20 18:27'2 50 0.21 0.08 35.86 0.06 9.51
21 18:1% cis 50 0.42 e.18 43.67 9.15 1.02
22 18:1%9"! 50 40.01 10.42 26.05 24.08 97.34
trans-cis
23 18:9 50 1.48 0.42 28.20 0.93 3.33

N=NUMERO DE CROMATOGRAMAS



NUM.
PICO

2

22

23

AC. GRASO

12:0
14:9
15:9
14:0 -20H
14:8 =300
16:17
16:0
17:9 cis
17:9
1'=2!,|2
18:1% cis

18:1%""
trans-cls

18:9

TABLA 5

LIMITE
INFERIOR

42.22
69.07
83.32
84.77
88.99
95.49
190.00
109.96
111.97
121.65
123.24

124.93

127.713

LIMITE

SUPERIOR

43.06

69.67

84.48

99.45

96.04

116.07

123. 3

124.77

125.77

129.36

INTERVALOS DE CONFIANZA PARA LOS TIEMPOS
DE RETENCION NORMALIZADOS.

I DENTRO DEL
INTERVALO

94

94

94

92

19

94

98

96

96

96

96

INTERYALOS CONSTRUIDOS DENTRO E:ZS




PICO

20
2

22

23

INTERVALOS

18:4%""
trans-cis

18:0

TABLA 6

DE CONFIANZA PARA LAS AREAS
NORMALIZADAS.

LIMITE LIMITE T DENTRO DEL

INFERIOR SUPERIOR INTERVALO
e.17 1.06 94
14.25 43.47 96
1.27 5.55 98
.16 3.75 96
1.43 20.11 9%
39.49 923.09 92
190.00 190.90 1%
LN 1.3 9%
.39 3.69 199
0.06 .37 96
0.05 e.78 96
19.16 60.85 98
9.64 2.3 96

INTERYALOS CONSTRUIDOS DENTRO X-25
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Las Aareas normalizadas de los 13 Acidos grasos muestran
desviaciones estédndar de 0.0 a 13.40, coeficientes de variacién
de 20.22 a 71.14% , lo gque demuestra una variabilidad importante
en los resultados, a pesar de ello el 96.46% de 1los datos
normalizados cayeron dentro de los intervalos de confianza
(Tabla 6). En 11 de los 13 Acidos grasos, los porcentajes fueron
de 96 a 100% , exceptuando a los picos 3 y 14 con valores de 94 y
92% respectivamente.

El analisis cromatogrédfico fué complementado con las siguientes

pruebas adicionales:

- Bioquimicas tradicionales efectuadas al inicio y final de este
trabajo, comprobiandose 1la autenticidad y viabilidad de 1la
bacteria.

- API 20E, se realizd al finalizar el estudio, estas micropruebas
bioquimicas solo nos llevaron a resultados "probables" en 1la

identificacién a escoger entre 2 especies K. ozaenae Yy
K. pneumoniae, 1lo que hizo necesario realizar pruebas
adicionales de manera tradicional para dilucidar la

determinacién, 1la cudl se prolongd y la hizo mas tardia.
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9 DISCUSION

Se identificaron 13 Acidos grasos gue caracterizan a K. ozaenae,
en comparacién con los 26 gque contiene el estandar empleado,
(Tabla 7).

Las Areas y tiempos de retencidén se normalizaron con objeto de
eliminar 1la variacidén que pudo existir en la medicién de 1la
muestra. E1 Acido graso C 16:0 fué el que siempre presentdé las
dreas mas altas en relacién con 1los demas, confirmandose lo
reportado en la literatura (26) (14), gue este A&cido es
caracteristico de la familia Enterobacteriaceae, y por lo tanto de

K. ozaenae.

El hecho de que el 94.77% de los tiempos de retencidén normalizados
para los 13 A&cidos grasos obtenidos, cayeran dentro de los
intervalos de confianza y gracias a sus bajos coeficientes de
variacién (menor al 1%) nos permitié identificar claramente los
dcidos grasos presentes en K. ozaenae, mostrando que no hubo
solapamiento de picos, debido a la buena separacién de la columna
y las condiciones idéneas en la programacién del detector e
integrador (55) (38).

La abundancia de &cidos grasos en orden creciente por nGmero de
pico fué: 20, 21, 17, 3, 23, 11, 18, 10, 12, 7, 22, 14 y 15. El
porcentaje de variacién con respecto a la media, gue se observa en
los datos de &reas normalizadas, depende no sélo de la técnica
empleada, de los métodos de deteccién e integracién & de la
concentracién y cantidad de 1la muestra, sino también de las
caracteristicas fisicas y quimicas de los 4&cidos grasos y sus
ésteres metilicos (55). Las cadenas de carbonos de los &cidos
grasos con nimero de pico 3, 7, 10, 15, 18 y 23 (Tablas 5 y 6),
son saturadas, no tienen ramificaciones, ni dobles 1ligaduras,
hidroxilaciones, ni metilaciones que pudieran hacerlos inestables
quimicamente. Los picos 11, 12, 14, 17, 20, 21 y 22 representan a
los acidos grasos gque por ser insaturados, pueden sufrir

modificaciones estructurales y configuracionales como las ya
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TABLA 7

AUSENCIA PRESENCIA DE LOS ACIDOS GRASOS DE Klebsiella ozaenae CON
RESPECTO A UNA MEZCLA ESTANDAR DE ESTERES METILICOS BACTERIANOS

ESTANDAR K. ozaenae
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mencionadas. Los picos 14, 21 y 22 tienen una doble ligadura; el
11 y el 12 son hidroxiadcidos, el pico 17 es un &cido graso
metilado, ademdas de tener una doble 1ligadura; el pico 20
corresponde a una cadena de 18 carbonos con 2 dobles enlaces,

es decir con un mayor grado de insaturacién.

Estas caracteristicas les confieren inestabilidad, lo cudl se ve
remarcado por el incremento de la polaridad debido a la metilacién
en el proceso de esterificacién (21). La mayor polaridad de los
dcidos grasos los hace mds afines a la fase estacionaria de la
columna cromatografica, y su acarreo por la fase mévil pudo ser
afectado. E1 tipo de columna empleado para el andlisis y su
tiempo de uso, también pudo influir en 1los resultados, debe
tenerse entonces especial cuidado en considerar su vida media
(58) (55).

Los resultados establecen una variabilidad del 20 al 28% para los
picos 7, 14, 22 y 23; del 30 al 36% para los picos 3, 10, 18 y 20;
del 40 al 46% para los picos 11, 12 y 21. De 0% para el pico 15 y
de 71% para el pico 17. El pico 15 fué el mis abundante y de
variacién no significativa, por lo que se consideré como el 100%
para normalizar 1los valores de 1los otros 12 4&cidos grasos
determinados en este estudio. La alta variabilidad no se debid a
una dispersién general de los datos sino a casos aislados en
algunos cromatogramas, con valores extremos por arriba & debajo de
la media, como sucedié con el pico 17, con 2 &reas normalizadas
extremas, 2.02 y 1.28 de las 50 obtenidas. Este pico tuvo el
coeficiente de variacidén mayor (71%).

También debemos considerar que los valores de las medias para las
areas de retencién normalizadas, fueron pequefias para la mayoria
de los acidos grasos de K. © ae, 8 de ellos tienen valores
entre 0.21 y 3.41, los 4 restantes con resultados gque van
desde 10.77 hasta 66.29 y con frecuencias de tan solo uno para
cada valor. Cantidades pequefias pudieron incrementar el grado de
variacién de los resultados, debido a la cantidad y concentracién
de 1la muestra inyectada, aspecto determinante para un buen
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andlisis. La inyeccién y medicién manual de 1la muestra debe
estandarizarse y hacerse con rapidez para que no influya
considerablemente en los resultados (38) (55).

Sin embargo el 96.46% de los resultados cayeron dentro de los
intervalos de confianza, determinando asi su validez. Es posible
que exista adem&s una isomeria de algunos de los &cidos grasos,
que no fué resuelta por la columna de separacidén utilizada y que
puede haber incrementado 1la variabilidad de los resultados,
denotando que dentro de la misma especie existe una diferenciacién
importante que nos lleva a pensar en un perfil m&s detallado y
preciso que conduzca a una identificacién a nivel de subespecies &

biotipos (28).

Los resultados de los tiempos de retencién normalizados concuerdan
con lo reportado por Yafiez (1992), (56) para los A&acidos grasos

correspondientes.

El analisis cromatogrdfico de una muestra, bajo las condiciones
mencionadas en el método, se llevé a cabo en aproximadamente 35
minutos, el proceso total desde el cultivo bacteriano hasta 1la
extraccién de los ésteres metilicos se hizo en aproximadamente 48
hrs. Esto quiere decir que la cromatografia gas liquido fué un
método rapido y eficaz, con una reproducibilidad mayor al 95%, en
relacién con las pruebas bioquimicas tradicionales gue consumen
mads tiempo, material y trabajo de laboratorio (19). Recientemente
han aparecido en el mercado métodos de identificacién, que
pretenden minimizar estos inconvenientes, tal es el caso del
sistema API que provee una serie de micropruebas bioguimicas, que
prometen resultados en una identificacién ideal entre 24 a 48 hrs
aproximadamente. Pero si le agregamos 24 a 48 hrs extras para
realizar ciertas pruebas adicionales, tendriamos wun minimo total
de 48 hrs, aunado al hecho de que en ocasiones es dificil
considerar positiva & negativa una microprueba a causa de las
variaciones en los vires de color y al resultado de cédigos

inexistentes gue complican la identificacién.
La cromatografia gas liquido es una alternativa muy utilizada en
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identificacién y taxonomia bacteriana (39) incluyendo a las
enterobacterias (26). Las bacterias son responsables de una
gran cantidad y diversidad de enfermedades que dafian al hombre. Un
diagndéstico rapido y preciso es determinante para su prevencién,

tratamiento y erradicacién.

Por lo tanto esta técnica alternativa puede ser de mucha utilidad
en areas como medicina y clinica donde se necesita contar con un
diagnéstico y prescripcién rapidos con un bajo costo. Otra ventaja
de la técnica es que se pueden manejar un gran nGmero de muestras,
se utilizan pequefias cantidades de biomasa y se pueden detectar

concentraciones nanogramicas.

El andlisis cromatografico de los &cidos grasos de K. ozaenae

permitié determinar su perfil y aportar informacién de 1la

composicién quimica de sus lipidos totales (50).

La composicién de los &cidos grasos que se obtuvo de un total de 50
repeticiones se compone de 13 A&cidos grasos; saturados,

insaturados, metilados e hidroxilados, caracteristicos de

enterobacterias como lo menciona la literatura (26) (10) (14).

Estos 13 &cidos grasos con sus tiempos de retencién normalizados y
con sus areas normalizadas respectivamente, representan el perfil
cromatografico de los 4&cidos grasos de K. ozaenae, dgque es
caracteristico solo para esta especie. (Figura 4)
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PERFIL DE ACIDOS GRASOS DE
Klebsiella ozaenae
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10 CONCLUSIONES

Se obtuvo el perfil de los &cidos grasos de Klebsiella ozaenae
a partir de 50 cromatogramas. Consta de 13 picos representativos
de dichas sustancias aisladas e identificadas por Cromatografia

de gases.

La precisidén del método fué de 95.6% considerando los tiempos de
retencién y las &reas de retencién normalizadas; es decir que es
reproducible en mas del 95%.

La técnica es répida, de resultados confiables y de bajo costo
en analisis rutinarios.

En un futuro inmediato  puede emplearse en clinica,
ingenieria sanitaria, industria alimentaria, etc., para
identificar microorganismos del ambiente causantes de
enfermedades y fuentes de contaminacién, asi como en
guimiotaxonomia. Para lo que es necesario contar con un banco de
datos con los perfiles de estos organismos, el presente trabajo
es una pequefia aportacién que puede ser utilizado en México a

resolver este tipo de problemas.

La técnica alin puede optimizarse, o variar en sus resultados,
acorde a las condiciones en que se lleve a cabo en diferentes
laboratorios, por lo que es necesario estandarizarla
perfectamente para gue pueda ser utilizada en otros lugares.
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11 SUGERENCIAS Y RECOMENDACIONES

Probar la técnica con muestras del ambiente y demds A&reas
mencionadas, para poder a futuro implementarla como una

alternativa de identificacién.

Seguir incrementando el banco de datos mediante el &nalisis de
acidos grasos de otras especies, para enriquecerlo y tener mayor
posibilidad de identificar una muestra al comparar su

cromatograma con los perfiles almacenados.

Poner especial cuidado en los procesos de esterificacién vy
extraccién de los ésteres metilicos, pues son criticos en 1la

aplicacién de la técnica cromatografica.
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TABLA 2

AREAS ¥ TIEMPOS DE RETENCION NORMALIZADOS

DE Klebsiella oxasnas

Num. de Cromato

grama. ——— 1 2 3 4 5 L] 7 8 9 19
Num. de T T T T h 3 T T T T T
pico m|Ac. Graso|-=--=-cofecccccootacandonaacandeananann et ST e T B
A A A A A A A A A A
43.11 43. 11 42.69 42.91 42.64 42.89 42,65 42.72 42.75 42.86
3 12:9
9.64 .64 0.51 ®.57 9.52 9.85 9.85 9.54 .42 .89
69.69 69.68 69.37 69.55 69.37 69.61 69.39 69.42 69.40 69.57
7 14:9
31.38 31.35 25.78 26.57 26.29 34.76 26.87 26.72 24.06 39.36
84.35 84,34 83.73 84,18 83.70 84,22 83.75 84.00 83.88 84.35
1] 15:@
3.53 3.47 2.52 2.7 3.27 3.37 2.06 2.69 2.44 4.06
P 85.92 85.92 85.23 85.70 85.22 85.77 85.27 85.50 85.49 85.84
1 14:9-
1.86 1.80 1.62 1.89 1.64 1.80 1.41 2.0 1.56 3.80
89.85 89.84 89.43 89.74 89.36 89.74 89.45 89.57 89.47 89.88
12 14:0-30H
1n.72 11.76 11.91 13.17 19.27 9.89 11.29 19.55 8.87 20.57
i i " 95.99 95.99 95.73 95.86 95.75 95.88 95.76 95.890 95.78 95.96
70.73 71.30 65.63 66.55 66.63 67.39 67.45 66.08 67.41 98.86
100.00 109.00 100.00 109.00 109.00 190.00 100.00 100.00 108.00
15 16:9
192.00 109.00 189.00 189.00 100.00 109,00 100.00 100,00 199.00 1ed. 00
11.1% 1.1z 1198.41 1ni.a 119.35 111.08 119.47 11.15 119.64 11,63
17 17:@ cis
@.26 e.14 9.37 .36 .37 Q.30 e.31 9.74 .40 2.02
114,29 114.30 113.52 114,12 113.49 114.20 113.62 113.99 113.76 114,58
18 17:9
2.97 2.93 1.90 1.87 2.37 1.72 1.41 1.86 1.86 2.89

122.93 | 122.88 | 122.04 | 122.73 | 122.01 122.80 | 122.12 | 122.57 | 122.33 | 123.13
0.25 e.19 9.25 9.25 9.26 Q.16 0.25 0.24 9.24 0.34

20 [18:2°'2

124.37 124.37 123.53 124.21 123.54 124.31 123.68 124.07 123.84 124.61
0.27 .27 ?.41 .49 .39 .34 8.21 0.58 @.54 9.88

21 18:1%cis

55 18? 125.44 | 125.43 | 125.00 | 125.42 | 125.03 | 125.33 | 125.14 125.34 | 125.20 125.64
trans-cis| 36.85 36.89 35.54 36.49 37.65 26.66 39.82 33.87 39.37 29.31

128.92 | 128.94 | 128.04 | 128.74 | 128.04 | 128.82 | 128.17 128.61 128.34 129.18
1.12 1.13 1.32 1.26 1.4@ @.93 1.26 1.24 1.23 1.51

23 18:0




TABLA 2 (continuacion)
AREAS Y TIEMPOS DE RETENCION NORMALIZADOS
DE Klebsiella oxasnae

Num. de Cromato

grama, ———p 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Num. de T T T T T T T T K T
PICO = ‘:- srllo'l‘"‘;“"‘“";"""";""""; ------- ; ------- i -------- ;----‘ ‘-'; ------ ; ------- ;‘---
42.75 42.54 42.20 42.19 43.18 42.88 42.88 42.69 42.44 42.64
. 12:8 9.43 8.43 2.53 9.52 9.60 0.54 9.52 0.56 9.43 9.61
, =y 69.41 | 69.34 | 69.07 | 69.07 | 69.71 | 69.50 | 69.50 | 69.40 | 69.16 | 69.38
24.24 23.45 25.64 25.64 27.79 27.99 27.19 a7 21.80 29,903
N oo 83.97 | 83.90 | 83.23 | 83.23 | 84.56 | 84.22 | 84.22 | 84.16 | 83.62 | 84.01
2,61 2.33 3.74 3.69 2.86 2.39 2.3% 2.98 2.54 3.20
1t Dioazen | ®48 | o4 eaeo [ sate| sers | es.73 a5z [ ss.67 [ es.e6 | es.as
1.60 1.21 2.04 2.09 1.9 1.27 1.29 1.64 1.11 1.36
89.55 B89.42 B8.97 88.97 99.91 B89.68 B89.67 B9.66 89.14 89.51
12 14:9-30H
9.48 | 73| 12,06 | 7.7a| ees | 268 | 87| 103 | 32| s
o | 95.79 | 95.76 | 95.59 | 95.51 | 95.92 | 95.86 | 95.86 | 95.87 | 95.40 | 95.83
" Mo 66.23 | 64.81 | 66.22 | se.52 | e7.08 | 66.83 | e6.97 | 8677 | 33.96 | 78.26
i o 1900.00 1900.00 199.00 199.00 199.00 1909.00 120.00 109.00 100,00 100,00
109.00 129.0¢ 100.00 100.00 100.00 100, 00 120.00 100,00 109.00 190,00
i P— 12.77 1e.74 199.82 199.83 111.43 1.2s 1.7 111.36 119.39 11e.89
9.27 9.25 9.29 9.39 e.19 9.36 e.11 0.48 0.4 9.38
i ) 113.92 113,86 113.00 113.00 114,65 114.27 120.67 114.31 113.55 114,09
1.87 1.58 2.51 2.51 2.05 1.55 1.53 2.07 1.89 2.08
12 122.54 122.44 121.42 121.42 123.27 122.94 122.93 123.03 12z.11 122.66
% pee 0.2t | o.20| o024 o.24| 06| o020 | o2 | e17| e23| oe.08
a5 Ia:l’ci; 124.04 124,81 123.01 123.¢ 124,69 124.41 124 40 124.48 123.66 124,22
0.47| o038 | oe.25| 25| ess| ere| e72| 1.02| e.4s| 056
2 |aymer | 12531 | 12524 | 12475 [ 12475 [ 125068 | 125,48 [ 125,47 | 125.57 | 12517 | 125.46

trans-cis| 38.908 32.42 38.62 38.62 24.08 33.22 33.27 29.28 37.23 38,88

128.56 | 128.5@ | 127.50 | 127.50 | 129.33 128.93 128.95 | 129.05 128.20 | 128.79
1.13 1.08 1.39 .36 .26 1.15 1.95 1.53b 1.31 1.31

23 18:9




TABLA 2 (continuacion)

AREAS ¥ TIEMPOS DE RETENCION NORMALIZADOS
DE Klebslella oxaenae

il o 21 22 23 24 25 26 27 28 29 &1
Num. de T T T T T T T T T T
pico  s=jAc. Grasop----==--g==-===== S ST e o o oo s i VR e it
A A A A A A A A A A
42.60 42.53 42.56 42.73 42.48 42.42 42.43 42.59 42.35 42.37
3 et 0.42 0.42 0.45 0.79 0.49 0.42 0.50 0.49 0.45 9.38
4 Vi 69.26 69.25 69.27 69.48 69.24 69.18 69.21 69.26 69.11 69.11
20.03 21.44 24.43 39.08 25.14 23.43 27.02 26.08 24.30 | 20.32
83.92 83.85 83.85 B84.12 83.67 83.62 83.61 83.83 83.5@ 83.54
= SAIE 2.29 3.73 5.19 4.77 4.79 4.17 4.17 5.89 2.9 4.25
85.38 85.32 85.29 85.58 85.19 85.07 85.96 85.27 84.91 8s5.e0
” ke 0.66 0.96 1.06 a.n 1.53 1.24 1.79 .19 1.02 0.8l
89.39 | 89.37 89.31 89.72 89.21 89.25 89.28 | 88.99 | 89.e3
12 14:9-30H
3.97 5.85 5.47 19.96 8.36 9.77 6.07 3.0 4.64
o . 95.69 95.73 95.76 95.88 95.45 95.69 95.81 95.74 95.67
46.74 | 65.41 78.37 86.23 | 36.67 5971 81.62 | 80.40 65.69
100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00
B o 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 100.00 | 120.00 | 100.00 | 100.00
110.82 | 110.84 | 110.65 | 111.92 | 110.41 110.36 | 119.63 | 110.24 | 110.27
7 | Ao 0.35 °.31 0.51 0.46 0.47 037 0.6 0.60 0.50
113,99 | 113.92 | 113,89 | 114.24 | 113.59 113.57 | 113.85 | 113.45 | 113.46
15 128 1.60 2.58 3.32 3.06 3. 2.69 3.66 3.49 2.82
o e,z | 122.58 | 122.51 | 122.44 | 122.83 | 122,17 | 122.14 | 122.13 | 122.41 | 121.93 | 121.93
il s 0.22 0.21 0.23 0.24 e.20 0.19 0.20 0.23 0.25 0.07
3 it 124.15 | 123.97 | 123.98 | 124.35 | 123.64 | 123.65 | 123.68 | 124.01 | 123.55 | 123.51
@.54 0.23 ©.45 9.54 .15 9.24 .25 .39 Q.45 9.18
= T 125.39 | 125.39 | 125.37 | 125.58 | 125.23 | 125.22 | 125.20 | 125.30 | 125.14 | 125.12
trans-cis| 34.60 39.37 46.01 49.50 40.75 41.81 42.70 31.86 39.91 38.95
75 — 126.69 | 128.63 | 128.52 | 128.94 | 128.20 | 128.1%9 | 128.17 | 128.51 | 128.06 | 128.04
1.30 1.50 1.64 1.53 1.38 1.28 1.28 1.73 1.87 1.49




TABLA 2 (continuacion)

AREAS Y TIEMPOS DE RETENCION NORMALIZADOS

DE Klebsiella ocxasnae

Num. de Cromato
grama. ——3 el 32 3 34 35 36 37 38 39 40
Hum. de T T T T T T T T T T
pico  =|Ac. Graso-—u;---n»--; ------ ; ------ ; ------ ;---—----; ------- ;..-.....-;.._- -»-;u--«----;----
42.78 42.47 42,64 42.77 42.67 42.48 42.71 42.70 42.69 42.73
; wn 046 | 047 | o0 | o.c0| e53| o3| e.4s| e.46| o.63| o.se
69.38 69.22 69.39 69.45 69.41 69.30 69,39 69.39 69.42 69.41
: i 23.58 | 24.40 | 27.09 | 30.35 | 27.46 | 33.31 | 22.58 | 23.43 | 34.69 | 20.65
B4.10 83.75 84.04 B84.16 83.94 83.79 B84.909 84,09 83.96 84.91
» o 3.90 | 465 | 3.9 492 | 3, 5.00 | 434 430 4.79| s.04
85.55 | ©5.17 | 85.53 | 85.62 | 85.41 | 85.22 | 85.54 | 85.53 | 85.42 | es.5e
W]l 6] vz zae] re]| 2e 2.63 1.44 1.49 | 2.6 1.97
89.55 | 89.30 | 89.59 | 89.63 | 89.52 | 89.37 | 89.57 | 89.56 | 89.54 | 89.53
12 |14:0-300
5.8 B.66 11.52 a.n 19.49 11.79 6.82 7.9 13.908 19.23
. e | e | sz | wsen | eses [ es.ez | ess | es7e | esea [ es.ea | ss.er
66.72 | 66.33 | 68.12 | es.62 | e8.64 | 79.15 | 48.70 | 66.13 | 70.96 | s6.85
100,00 109.00 199.00 199.00 1.0 190. 00 100,00 100.00 1900.00 109.00
13 te:e 1e9.90 1090.00 190.00 190.00 199.00 199.900 199.00 199.00 109.00 109.20
111.85 1198.54 111.88 111.34 119.81 119.58 (BRI 111.00 119.82 119.88
17 LEpels 9.39 9.52 9.45 1.28 9.47 .54 9.55 9.5 0.46 .60
- 1 114.21 113.74 114,19 114,24 113.98 113,74 114.20 114,20 113.99 114,085
1.15 3. 2.60 3.33 2.61 3.12 2.88 2.74 3.32 3.35
2o |iogrre | 12285 | 12229 [ 12285 [nzzeer [vzzesa [hzzoan [vzzen [ i2z7e [iz2.se | 1226
9.18 .21 9.25 0.22 .09 e.18 9.23 9.20 9.30 .15
e $3:1'¢|3 124.33 123.86 124.33 124.38 124.12 123.84 124.39 124.33 124.12 124.17
.21 | 033 o076 e55| e4s| e39| e.53| 047 | e.47| o.38
5 ‘a.‘.,“ 125.59 125.32 125.58 125.60 125.45 125.24 125.56 125.55 125.47 125.48
trans-cis| 37.66 | 40.62 | 40.36 | s1.63 | 4r.e2 | 32.50 | 38.97 | 39.20 | s2.37 | se.37
& oe | 12293 [ 1203 [ 12e o [r2e0a [ize.63 [ 1z8.37 [ 128,90 [ 128,02 [ 12866 | 12673
1.28 1.53 1.48 1.77 1.29 1.44 1.46 1.37 1.93 1.74




TABLA 2 (continuacion)
AREAS Y TIEMPOS DE RETENCION NORMALIZADOS

DE Klilebsiella oxasnas

Num. de Cromato

grama. 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

Num. de T T T T T T T E T T
ﬂico =|Ac. Grasod "';"' I'"'; """" i """" i """" ;"" T 40 S 0 e - "-;----
42.68 | 42.41 | 42.78 | 42.43 | 42.83 | 42.53 | 42.33 | 42.53 | 42.52 | 42.64
- 12 9.73 1.60 8.88 1.12 9.856 9.85 9.63 9.68 1.19 e.70
69.43 | 69.41 | 69.48 | 69.41 | 69.51 | 69.38 | 69.16 | 69.30 | 69.38 | 69.40
4 1738 30.26 63.67 39.63 45.96 32.61 31,19 26.27 26.91 40.78 29.30
83.95 | 83.58 | 84.13 | 83.55 | 84.15 | 83.89 | 83.39 | 83.69 | 83.67 | 83.97
" 1929 2.72 4.01 2.97 4.03 2.97 2.26 .95 1.94 1.63 1.95
B85.44 85.09 85.60 B85.04 85.62 85.37 B84.90 85.19 85.19 B85.46
e e | wg2| ase| sar| a2 | see| res| ree| 2es| 2.
89.62 B89.42 89.75 89.33 89.74 B9.61 .09 89.35 B89.42 89.61

12 14:8-30H

18.01 | 24.62| 18.38 | 16,44 | 1773 1725 | 928 | e.ss| 1529 | 14
| 95.79 | 95.93 | 9s.85 | 95.37 | 95.83 | 95.78 | 95.52 | 95.76 | 95.80 | 95.81
1 Lexd 67.55 46.26 66.71 e.n 66.94 66.14 50.56 65.47 75.29 65.32
190.00 100.08 199.00 109.00 190.00 100,00 190,00 199.00 100.00 109.00
. 1678 e0.20 100.00 199.00 199,00 100.00 109.09 199.00 1900.00 109.00 109.00
118.79 119.37 111,82 19,32 111.e7 119.77 11012 118.52 119,54 119.87
T e | eae| e2e| ear| eas| ez | eas| eis| eas| eus
113.97 113.51 114,22 113.48 114,20 113.95 113.27 113.65 113.67 114,87
g i 1oa| 29| wsi| ze | va| wss| 1| va| 18| 1e
9,12 122.60 122.11 122.83 122.91 122.86 122.48 121.83 122.26 122.27 122.67
2y Rz .21 2.51 9.17 9.38 8.15 9.06 e.18 e.20 ®.32 8.18
21 yneibiorg 12410 123.69 124,38 123.56 124.38 124.15 123.49 123.80 123.89 124.25
o.41 | o40| o033| e023| e2| om| ez | 02| 03| o3
45 |g=|'!" 125.42 125.45 125.57 125.08 125.51 125.47 125.81 125.36 125.46 125.56
trans-cis| 42.25 | 97.34 | 32.06 | 36.78 | 41.96 | 44.09 | 34.44 | 4s5.08 | s5.60 | 44.43
128.66 128.20 128.93 128.14 128.98 128.68 127.99 128.34 128.39 128.81
= i rae | 336 rae| 20| vas| v | 4| ase| 2se | 1s2




	Portada
	Índice
	1. Resumen
	2. Introducción
	3. Antecedentes
	4. Generalidades de Klebsiella Ozaenae
	5. Fundamentos Teóricos
	6. Objetivos
	7. Material y Método
	8. Resultados
	9. Discusión
	10. Conclusiones
	11. Sugerencias y Recomendaciones
	12. Bibliografía
	Anexos



