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Capitulo 2. RESUMEN.

El uso de métodos inadecuados de tratamiento y saneamiento del agua, permi
proliferacion de bacterias patdgenas que provocan enfermedades de tipo gastrointestinal;
principales agentes etiolégicos causantes de estas enfermedades, se encuentran Vibrio ch
Salmonella typhi, dichas bacterias, se transmiten principalmente por via hidrica y en
casos por el consumo de verduras crudas contaminadas que han sido regadas con aguas n
tratadas.

La presencia de estas bacterias patégenas en el agua residual trasciende debido 2
enfermedades diarréicas contintian representando una de las primeras causas de morbi-mc
en menores de 5 afios en nuestro pafs, ademas del limitado progreso que en materia ¢
ambiental existe en los paises en desarrollo.

La deteccion y aislamiento de dichas bacterias resulta dificil en muestras ambien
que, a diferencia de las muestras clinicas la densidad de bacterias es baja, ademés de per:
sometidas a cierto tipo de estrés por las condiciones del medio. Las técnicas tradicior
aislamiento e identificacién de bacterias patégenas implican invertir mucho tiempx
laboratorio, lo que se traduce en un aumento de costos. Por lo que es necesario ace
progreso de los procedimientos de identificacion de los microorganismos que
directamente al hombre y su ambiente.

El desarrollo de la tecnologia, ha permitido un incremento en la aplicacién dé -
instrumentales; y ha hecho posible que los microbiologos, utilicen Ia cromatografia gas
para desarrollar metodologias que permitan auxiliar e incluso sustituir los 1
convencionales de identificacion y diferenciacién en microbiologia.

La técnica por cromatografia de gases ofrece esta alternativa. ya que dentro del ca:
amplio que tiene dicha técnica, se han incrementado las investigaciones sobre los constit
de las células bacterianas.

El objetivo principal de esta investigacion fue implementar una metodologia
andlisis de los dcidos grasos celulares de bacterias patdgenas presentes en agua r
aplicando la cromatografia de gases. De tal forma que, se complementen los estudios s
calidad del agua utilizando técnicas de vanguardia.

La implementacion de la técnica consistié en obtener los perfiles de los acidos gt
cepas tipo de V. cholerae O1 ATCC 14035 y S. typhi ATCC 0779. El perfil cromatografic
cholerae O1 presenté 17 4cidos grasos y coincide con lo reportado anteriormente pe
especie. Asi mismo. los resultados indican la presencia de 11 acidos grasos para S. fyp/
mencionar que tras una exhaustiva busqueda bibliografica, no se encontré reporte alg
perfil de acidos grasos de S. #yphi, por lo menos en los altimos 20 afios.

La importante presencia de las bacterias de mi interés V. cholerae vy S. typhi, ¢
cruda residual, trasciende especialmente en términos de salud publica, ya que la deficie
sistemas de tratamiento se deriva en la prictica comin de irrigacién de hortalizas cor
negras no tratadas.

Es por esto, que las bacterias mencionadas fueron aisladas de agua cruda residual d
canal de la ciudad de México. Se utilizé un método convencional de identificacién como
de referencia, para comparar la metodologia propuesta, por lo que se identificaron iniciz



por el sistema comercial API 20 E (Analitical Profile Index). este método es uno
utilizados actualmente.

Posteriormente se identificaron mediante cromatografia de gases con la
implementada. Los resultados obtenidos indicaron que las cepas aisladas del ambiente «
especies, presentaron exactamente el mismo perfil de dcidos grasos que se observé en |
tipo, por lo que fue posible entonces identificarlas como V. cholerae v S. typhi.

En el desarrollo del trabajo observé que las cepas presuntivas de Salmonella
producian H,S, y cuando se identificaron por el sistema miniaturizado API 20 E
identificaron como Salmonella spp, no obstante al identificarlas con la técnica de crom:
gas-liquido presentaron exactamente el mismo perfil que se observé en la cepa tipo.

La bibliografia reporta alguna alteracién en el metabolismo de Salmonella rypk
como la habilidad para producir H,S después de un tipo de desinfeccién, en el cas
bacterias ambientales existe ciertas alteraciones metabolicas por diversos factores que
modificar sus propiedades bioquimicas. En este contexto, la técnica de cromatografia
ofrece una mejor alternativa ante las pruebas bioquimicas convencionales, puesto qu
técnica precisa para la identificacién de bacterias, incluyendo aquellas que presenten pr
provocados por el medio en el que se encuentran. Mediante esta técnica, se tiene la ve
identificar cepas como S. fyphi, ya que por medio de los métodos convencionales e
identificar bacterias con ciertas modificaciones metabolicas

El andlisis de acidos grasos por cromatografia de gases resulta de gran util
investigaciones microbioldgicas en general, que apoya y complementa estudios ambiental



estado grave. caracterizada por diarrea acuosa profusa. vémitos y entumecimiento de las
En estas personas, la pérdida rapida de liquidos corporales lleva a la deshidratacion
postracidn. Sin tratamiento adecuado, puede ocurrir la muerte en cuestion de alguna
Ocurre primariamente por la ingestion de agua contaminada, consumo de hortalizas irrigz
agua no tratada y ademds por alimentos contaminados con heces o vomitos de inc
infectados, manipuladores asintomaticos de alimentos, contacto directo con heces del pac
a través de vectores (moscas y cucarachas) (Davis, 1996).

Asi también, la literatura abunda en descripciones de brotes de Salmoneila transpo:
alimentos y agua contaminada. La fiebre tifoidea una de las enfermedades mas ¢
transmitidas por estos medios. La incidencia de salmonelosis ha cambiado desde la mitad
siglo; la salmonelosis no tifica ha aumentado considerablemente reflejando la mala manip
de agua y alimentos. Los serotipos de Sa/monella altamente adaptados al hombre son: Salr

typhi, S. paratyphi y S. sendai, no tienen ningln reservorio conocido aparte del humano
1996).

Debido a que las técnicas para la deteccion y aislamiento de éstas bacterias, son dif
implican una demanda de tiempo mayor que se traduce en un aumento de costos, s
necesario acelerar los procesos de identificacion de los microorganismos que
directamente al hombre y su ambiente (Gurr, 1980).

La eficiencia de técnicas tradicionales, para el aislamiento y la deteccion de b:
patogenas en el agua, es con frecuencia muy baja. El examen morfolégico de las colonias
poca informacion, por lo que se recurrié a métodos de identificacion basados en la expre:

clertas propiedades bioquimicas en particular Ia actividad de enzimas (Informe técnico de pr
1997).

Sin embargo, estas pruebas muy utiles y atn vigentes en bacteriologfa, sélo propor
datos binarios, los cuales, al ser evaluados estadisticamente por hipdtesis sustentadas en m
probabilisticos, limitan las conclusiones que se llegan a obtener, sobre todo en reas do
acortar tiempo de analisis es importante, como sucede en el ambito sanitario y ambiental (I
técnico de proyecto, 1997).

De aqui nace la necesidad de buscar nuevos métodos, mas réapidos y eficace:
determinar en un menor tiempo y con mayor precision la identidad de algin microorganisr
por ello que se trata de encontrar otros métodos para reemplazarlos por uno simple que pro
menos la misma cantidad de informacién, llevando asi la identificacién hacia otros principi
tal manera que se buscan caracteristicas en Ia composicién quimica de
microorganismos(Informe técnico de proyecto, 1997).

Investigaciones relacionadas, se orientaron al estudio de sustancias que estan presen
la escala mas amplia posible, tal es el caso de la cromatografia de gases que se ha utilizado 1
analisis de células microbianas y productos metabolicos (Informe técnico de proyecto, 1997).

Esta técnica proporciona una descripcion detallada de la bacteria. puesto que los pardr
analiticos son variables que se miden en una escala continua. En este sentido, la cromatogra



gases es superior a los andlisis bioquimicos. ya que éstos tltimos producen principalmen
binarios (Bee y Gjerde, 1980).

En la ultima década se ha incrementado la aplicacién de técnicas instrumental
sustituir los métodos convencionales de identificacién y diferenciacién en microbiologia
1995). Al respecto, el andlisis cromatografico es una técnica valiosa para caracterizar
especies de bacterias y levaduras, el cual se ha utilizado en paises desarrollados como
(Urdaci, 1990); Estados Unidos (Johnson, 1989; Lambert, 1983) Espafia (Monteoliva-S

1988); ademds de pafses como Corea (Cho, 1999) y la Reptiblica Checa (Hausler. 198
otros.

No obstante, estudios referentes al medio ambiente siguen utilizando n
convencionales para la deteccion de bacterias patogenas. Alonso 1992, Hu 1

Papapetropoulou 1996 trabajaron en el aislamiento de Salmonella utilizando n
bioquimicos para su caracterizacion.

Estudios similares en diferentes tipos de agua realizados por Madsen 1994, Silva
Falcdo 1993, Son 1998 y Gawthorne 1996, aislaron Salmonella y V. cholerae con dif
técnicas de identificacién basadas en pruebas bioquimicas convencionales.

En este contexto nuestro estudio pretende fundamentar que la técnica de cromatogr

gases es un meétodo preciso para la identificacién de organismos patogenos aislados d
residual.

La investigacion se enfocd principalmente a dos bacterias, V. cholerae v S. 1y
eligieron estas bacterias, debido a que se transmiten principalmente por via hidrica v en oc:
por el consumo de verduras regadas con aguas negras no tratadas, gracias a la falta de m
adecuados en el tratamiento y saneamiento del agua que permite la proliferacién de las mis;



Capitulo 4. ANTECEDENTES.

4.1 Importancia de las bacterias patégenas en el ambiente.

Uno de los puntos principales en estudios de contaminacién hidrica por bacteri
que se enfoca a las de origen fecal, por lo que se hace énfasis en el grupo ¢
(enterobacterias), ya que sus miembros son claros indicadores de contaminacién fec
consecuencia representan la existencia de un peligro potencial para la salud.

Se ha reportado que las enfermedades infecciosas mas comunes por la ingestion
contaminada por bacterias incluyen campylobacteriosis, colera, gastroenteritis por
enterotoxigénica, salmonelosis, fiebre tifoidea y shigelosis.

Las enfermedades transmitidas por agua (hidrotransmitidas) en paises como Mé
han podido ser erradicadas, debido a que esta es ¢l vehiculo de una variedad de microorga
El control de estas enfermedades es altamente dependiente de la educacion a todos los nis
la distribucién del agua, del manejo apropiado de tratamiento y del monitoreo. En lo
refiere al monitoreo de la calidad bacteriolégica del agua se ha propuesto cuantificar la p
de organismos indicadores para predecir la presencia de organismos patégenos.

La presencia de estos indicadores estd relacionada con el riesgo de infeccién
poblacion. Los estandares para el monitoreo de la calidad del agua actualmente en uso inc
conteo de coliformes totales, fecales, termotolerantes y Escherichia coli. Estos indicadore:
desarrollados a principios del siglo XX, sin embargo se ha demostrado que V. cf
Salmonella spp, Shigella spp y Campylobacter jejuni han producido epidemias. Se ha sug
uso de Salmonella spp como indicador de la calidad bacterioldgica del agua.(Rodier, 1987

4.2 Generalidades de Vibrio cholerae

El colera es una enfermedad intestinal bacteriana aguda y grave, causada por V. ¢
O1, biotipo Clasico 6 El Tor, que generalmente ocurre en brotes explosivos y que se car
por una diarrea acuosa abundante de color blanquecino, como “agua de arroz”,
ocasionales, deshidratacién rdpida, acidosis, calambres musculares y colapso respi
pudiendo Hlevar al paciente a ia muerte en un periodo de 4 a 48 horas (en casos no tr
{Sanchez, 1991).

Las infecciones asintomdticas y las formas benignas (diarreas discretas) son mas c
que los casos graves y estos casos son epidemiolégicamente importantes para la permaner
bacilo en la comunidad y en el medio ambiente.



La persistencia de la enfermedad en zonas endémicas esté por los individuos inf
que eliminan vibriones durante una a dos semanas, por la elevada proporcién de infe
asintomaticas y corta inmunidad pos-infecciosa, lo que posibilita frecuentes reinfecciones.

La rapida propagacién de la enfermedad. en varios paises se debe principalment
caracteristicas del biotipo El Tor (que causa muchos casos de infecciones asintomaticas y
blanda) falta de una vacuna eficaz, rapidos medios de transporte, turismo, flujo mig
procedentes de dreas endémicas, malas condiciones de saneamiento y principalmente f
agua potable.

Considerando que el medio principal de propagacion del célera es el agua, en
probables de surgimiento de epidemias, debe incrementarse el monitoreo y control
principales cursos de aguas superficiales (rios, represas, lagos, etc.), aguas crudas y tratad
se destinan para riego agricola y aguas subterrdneas (pozos y manantiales). Ademas de r
cuidadosas investigaciones para asegurar su proteccién y la adopcién de medidas preve
para evitar la propagacién de la enfermedad. Por lo tanto deberé darse prioridad a la aplicac
principios fundamentales del saneamiento relacionados con la disposicién de las heces hus
la higiene y seguridad de los alimentos, y garantizar el agua potable para la comunidad.

La viabilidad de Vibrio en el medio acuético esta directamente influenciada por el
temperatura, luz solar, presién osmética, sales, materia organica y presencia de bacterias
otras, por lo que sobrevive varios dias y semanas dependiendo del tipo de agua con perio
alrededor de 6 a 26 dias en agua de mar, en agua dulce de 6 a 19 dias, yde 5a 12 diasen
residuales, aunque la literatura internacional reporta hasta 60 dias (Sanchez,1991).

Por lo antes mencionado se considera que la vigilancia de V. cholerae en el
acuatico es de suma importancia para localizar focos de contaminacion y de esta manera ll
cabo medidas de emergencia para rastrear de origen la contaminacién en regiones vulne
(pues es reconocido el papel del agua como principal fuente de diseminacion del agente col

4.2.1 Caracteristicas particulares de Vibrio cholerae.

V. cholerae es el agente etiologico del colera epidémico y pandémico en humanos
organismo es curvo, en forma de coma (de ahi su denominacion inicial, ¥, comima) y muest
gran movilidad en el examen en fresco. Estas caracteristicas distintivas permitieron a |
describir el organismo casi 30 afios antes de que fuera aislado en cultivo puro por Koch, en |

Las cepas de V. cholerae pueden dividirse en dos grupos o biotipos principales: cla
El Tor, que pueden ser diferenciados por diversas pruebas inmunoldgicas vy de resistencia
antibioticos, asi como fagotipificacion. El biotipo El Tor, que fue aislado por primera v
1901 a partir de peregrinos sanos en el campamento en cuarentena de célera de El Tor.
golfo de Suez, se crefa originalmente no patigeno, pero fue aislado después en epidemi
colera.



Endémico durante siglos en la region de Bengala de la India y en Bangladesh, el
ha diseminado por todo el mundo siete veces desde el comienzo del siglo XIX, em
generalmente en la India. La uitima de estas grandes pandemias comenzé en Indonesia
se extendi6 por el norte a China, a través de Tailandia y la India y desde el continente a
Africa. En el transcurso de una década alcanzod Europa, Japén y Estados Unidos. Las |
sels pandemias fueron ocasionadas por el biotipo clasico, pero la més reciente ha sido p:
por el biotipo El Tor. Desde 1986, el biotipo clasico ha sido aislado de enfermos en Bang
la India con frecuencia creciente, surgiendo el principio de una nueva pandemia d
{Koneman, 1997).

4.2.2 Cuadro clinico.

El clera es el prototipo de los sindromes diarréicos en los que la enfermedad es
no por la invasion histica por parte de los microorganismos sino por la produccion de tox;
alteran el intercambio intestinal normal de agua y electrolitos (Koneman, 1997).

Se caracteriza por una abundante diarrea acuosa que contiene particulas de moco
en agua de arroz”) pero sin sangre ni células inflamatorias. La enfermedad comienza ent
cinco dias después de la infeccién por via oral, con nduseas, vémitos, dolores y/o
abdominales y diarrea. En casos extremos, la pérdida de liquidos por la diarrea puede exc
20 litros al dia. Sin embargo, incluso con pérdidas moderadas de Hquidos (10 litros por
choque hipovolémico puede ocasionar la muerte al cabo de unas pocas horas del inicic
sintomas, especialmente en nifios pequefios. Cémo las heces del célera contienen la
concentracion de sodio, el doble de bicarbonato y més de cinco veces la concentracién de
del plasma normal, los enfermos de colera sufren un importante déficit de electrolitos y e
metabdlica. En ausencia de tratamiento adecuado, el indice de mortalidad puede alcanzar
pero se reduce al 1% con la reposicion de las pérdidas electroliticas (Davis, 1996).

4.2.3 Epidemiologia.

El cdlera se disemina primariamente por los alimentos y el agua contaminada con e
de individuos infectados. En dreas endémicas, los portadores asintomaéticos indudabl
desempefian un papel importante en la diseminacién de la enfermedad, pero no por ¢l ¢
persona-persona, ya que son necesarios indculos muy grandes para que se produzca la infe

En ciertas regiones geogréficas bien definidas, que no son consideradas tipicament
areas endémicas de colera, aparecen repetidamente diversos brotes esporadicos de colera.

El fallo del control adecuado de las excretas (tras una inundacién o en la época de
en el trépico) puede exponer repentinamente a la enfermedad a una gran cantidad de vi
potenciales. Por consiguiente, un saneamiento adecuado es el medio mas eficaz para el



del colera. Una vez que se haya manifestado el colera, se debe intentar el aislamiento del ¢
v la desinfeccion de sus heces (Davis,1996).

4.2.4 Determinantes de patogenicidad.

La reducida virulencia de mutantes que carecen de movilidad o quimiotaxis sugier
presencia de estas propiedades permite al organismo introducirse hasta lo mas profundc
criptas intestinales y penetrar en el epitelio. Las proteasas y la neuraminidasa producidas
organismo pueden desempefiar también un papel importante en la penetracién del gel muc
como proporcionar quizé ciertos substratos para el crecimiento bacteriano por hidrélisis
glucoproteinas (Davis, 1996).

Adhesién: se realiza al borde en el cepillo de las células epiteliales intestinales por
de adhesinas de las fimbrias de V. cholerae, especialmente por un factor de colonizacion |
TCP (acrénimo de toxin coregulated pilus). Otro factor de colonizacién, Hlamado ACF, t
parcce ser importante y puede tratarse de un segundo tipo de pilus. Un gen regulados
(toxR) de la enterotoxina del célera, el factor TCP y el ACF aseguran su produccién coos
durante el curso de la infeccion (Davis, 1996).

Toxina: la enterotoxina colérica es claramente la causa principal de la diarrea se
observada en la enfermedad. La toxina, activa la adenilato ciclasa ligada a la membrana
células. Los elevados niveles de AMP ciclico en las células de la mucosa del intestino ¢
originan una cascada (involucrando tal vez a proteincinasas activadas por en AMPc) que c
en uitimo término a una hipersecrecion de cloruros y bicarbonato en la luz intest
consecuentemente, un flujo osmético neto de agua hacia el exterior. La toxina colé
compone de una subunidad A y cinco subunidades B, que en conjunto suponen unos
daltons. Las subunidades B tienen una elevada afinidad para los receptores gangliésidos G
la superficie de las células; los anticuerpos (Ac) contra estas subunidades bloquean esta v
neutralizan la accion de la toxina, Tras la unidn de la holotoxina, las subunidades A pene
el citoplasma, donde catalizan y activan con ello, la transferencia del niicleo ADP-ribc
NAD a una proteina reguladora asociada a la membrana llamada Gs, que al activarse estir
adenilato ciclasa por un mecanismo que involucra al GTP (Davis, 1996).

4.2.5 Caracteristicas coloniales.

La morfologia colonial en agar TCBS es til para la identificacién presuntiva. Desp
18-24 h de incubacidn crecen colonias lisas y amarillas de 2-4 mm de didmetro con un
opaco y una periferia transparente. En GA (agar gelatina), forma colonias transparentes ro
por un halo que indica licuefaccién de la gelatina. El biotipo EL Tor puede diferenciarse de
clasicas de V. cholerae por diversas caracteristicas. Las cepas El Tor son activamente hemc



€n agar-sangre y capaces de aglutinar eritrocitos de pollo en contraste con las cepas clas
no tienen esta propiedad (Koneman. 1997).

4.2.6 Pruebas bioquimicas diferenciales

En muchas caracteristicas. V. cholerae se parece bastante a miembros de la
Enterobacteriaceae. Puede fermentar diversos carbohidratos. con produccién de acido, 1
produccién de gas (al igual que Shigella). Utiliza lentamente la lactosa y en general se
como negativo para este aziicar. Puede crecer (aunque lentamente) en la mayoria de los
selectivos para bacterias gram negativas entéricas, incluyendo aquellos que contienen sales
sulfito bismuto, telurito y colorantes toxicos. Sin embargo V. cholerae difiere
Enterobacteriaceae en que las bacterias recién aisladas muestran un morfologia de bacilos
muy moviles, con un tinico flagelo polar, una prueba positiva.de la oxidasa, buen crecim:
medios alcalinos (pH 9-9.6), pero no crece por debajo de un pH 6.5 y aglutina con an

anti-O y anti-H de V. cholerae sin dar reacciones cruzadas con oiras especies entéricas ¢
(Davis, 1996).

Son organismo anaerobios facultativos capaces de metabolismo respiratorio y ferme
Sin embargo, dado que crecen y reaccionan en medios con hidratos de carbono disefiad
metabolismo fermentativo, se clasifican con los fermentadores. El hébitat natural del gé
acuatico, en agua dulce y salada. El crecimiento y reactividad bioquimica de muchas esp
incrementan en medios diferenciales suplementados con cloruro de sodjo. Produce cit
oxidasa y no reduce nitratos a nitritos, fermenta la glucosa y no la lactosa, en agar hierro de
(KIA) se ve una reaccién de pico de flauta alcalino/profundidad 4cida, produce lisina y
descarboxilasas, es negativo a arginina dihidrolasa (tabla 1) (Koneman, 1997).

4.2.7 Serologia

Una caracteristica de las propiedades serolégicas de especies de Vibrio, es que to
cepas en una especie dada poseen idénticos antigenos H (flagelar) y son divididas dentro de 1
serogrupos O, ain asf se encuentran determinantes antigénicos en flagelinas del flagelo polar

Los organismos con antigeno O del grupo 1 producen casi siempre enfermedad mar
Para V. cholerae se han reconocido més de 80 serovares (serogrupos ) O. V. cholerae Q1 el
causal del colera se divide en tres formas antigénicas “Q” llamadas Ogawa, Inaba e Hikojims
formas antigénicas son algunas veces llamadas “serotipos” o “subtipos” pero esta es una desig
incorrecta. Para los aislamientos de ¥, cholerae se determina facilmente el serogrupo O1 re
una prueba de aglutinacion con el antisuero O1 polivalente (Sakazaki, 1992)



Tabla 1. Serie bioquimica para la identificacion de Fibrio cholerae

SUSTRATO Vibrio cholerae
Gas de glucosa -
Lactosa -
Sacarosa -
Manitol +
Inositol -
Lisina decarboxilasa +
Ornitina decarboxilasa +
Movilidad +
Gelatina +
Urea -
HIS -
Indel +
Voges-Proskauer -
Citrato { Simmons) +
KIA pico de flauta profundidad KA
Catalasa +
Oxidasa +
Esculina -
ONPG +

(Koneman, 1997)

4.3 Generalidades de Salmonella

La ficbre tifoidea vy la salmonelosis se encuentran distribuidas en todo el m
constituyen un problema de salud. no s6lo en México sino en todos los paises del mundo d
encuentran distribuidas, variando su frecuencia de uno a otro ¥ con una importancia relev
areas que no han alcanzado las condiciones de saneamiento e higiene, ni cuentan con med
salud publica 6ptimas.

Afectan a todos los grupos de edad, sin embargo se observa mayor dafio en las
extremas de la vida (nifios menores de 35 afios y adultos mayores de 60 afios) que constitu
grupos mds vulnerables a la enfermedad. Ambas enfermedades infecciosas muestran clarame,
incidencia estacional, de tal forma que el canal endémico registra aumento de casos a partir ¢
de mayo, alcanzan el pico maximo en los meses de Julio y agosto v la declinacidn se observa
de septiembre. La larga lista de serotipos conocidos rebela un notable potencial para des:
cambios genéticos que conducen a nuevas formas antigénicas, cambios que afectan la epidem
de brotes y casos. En México los serotipos mas frecuentes aislados de €asos y en brotes son
hphimurium y S. enteritidis.



En el caso especial de la salmonelosis el problema adquiere una complejidad especial
a que algunos de sus serovares son especificos para un huésped, en tanto que otros pueden inf
mismo a animales que al hombre. Los alimentos mas frecuentemente involucrados son: pre
carnicos, lacteos, pescado y verduras (Lopez , 1993).

Las salmonelas se transmiten por via indirecta cuando la materia fecal de los pacient
los portadores contaminan el agua potable y los alimentos. Asi mismo es posible encontra
alimentos que han sido regados con agua contaminada o que han sido manipulados por por
(Giono,1993),

4.3.1 Caracteristicas particulares de Salmonella.

Las salmonelas figuran entre las bacterias patégenas de mas amplia distribucion
naturaleza. Se encuentran mds comuinmente en aves de corral, en animales domést
roedores, artropodos y animales salvajes, aves y reptiles. El habitat acostumbrado del géner
tracto gastrointestinal de huéspedes animales y humanos (Sommenwirth, 1984).

Las salmonelas de origen animal pueden producir esencialmente las n
enfermedades clinicas humanas que las bacterias de origen humano, los mismos serotipos f
existir en origen en infecciones humanas y animales. Las personas que contraen infeccion
Salmonella reaccionan en forma diferente segin varios factores de los cuales, lo:
importantes son la edad, el estado de salud del enfermo y en menor grado la cej
mMiCroorganismo.

Dentro del género Salmonella existen tipos adaptados a huéspedes humanos o de «
especies inferiores y con algunas excepciones estas formas existen tinicamente en sus hués
especificos como S. nyphi, S. paratyphi A, C'y S. sendai, estrictamente adaptadas al homb
gran mayoria de tipos (més de 1,500), excepto S. typhi y S. paratyphi, no muestran especif
de huéspedes y en ocasiones pueden producir enfermedad en cualquier animal de sangre cal

Los serotipos de Salmoneila altamente adaptados al hombre son: S, fphi, S. paratyr
B,y C, Salmonella sendai, no tienen ningiin reservorio conocido aparte del humano. S. pull
S. gallinarum afectan a las aves, S. dublin al ganado, S. abursequi al ganado y S. cholerae:
cerdo (Davis, 1996).

La ubicuidad de Salmoneila plantea un importante problema de salud public
literatura abunda en descripciones de brotes de Salmonella transportada en alimentos, como
en polvo, cremas, productos cdrnicos, pescados y por contacto con animales (Carpenter, 197



4.3.2 Cuadro clinice.

Las salmonelas viven en los tejidos de los reptiles, aves. mamiferos y seres humar
¢stas las fuentes de todas las infecciones por Salmonella. La infeccién se debe a la inge:
alimento, agua, leche, o al consumo de tejidos animales que contienen salmonelas co
ejemplo las carnes no cocidas. La contaminacién puede producirse mediante las excr
humanos o animales, por moscas que transportan excretas de animales, o por contam
accidental de sistemas de agua con desechos o un pozo por filtracion de agua sup
También puede suceder que se presente difusion por portadores convalecientes. que
excretar los microorganismos 1-4 meses después de su curacion. y los casos subclinicos
reconocidos. Los portadores cronicos de S, Hyphi son un peligro para la salud publica y cor
el principal problema de eliminacién de la fiebre tifoidea (Lorraine, 1980).

Las manifestaciones clinicas de salmonelosis se han dividido en: 1) gastroenter
bacteriemia o septicemia con o sin lesiones focales, 3} fiebre entérica con su clsico ej
fiebre tifoidea v 4 ) el estado del portador. Todas las cepas de Salmonelia pueden p
cualquiera de los cuatro tipos de infeccién clinica.

1. Gastroenteritis: cultivos de sangre positiva sintomas que van desde una
diarrea hasta la forma fulminante de iniciacién repentina y violenta, esta
manifestacion clinica mas comin de la infeccidn por Salmonella.

2. Septicemia: cultivos de sangre positiva, se caracteriza por fiebre alta cor
y manifestaciones focales tempranas. Estas infecciones pueden producirse en cu:
parte del cuerpo, produciendo abscesos de las regiones pelviana y perineal.

3. Fiebre tifoidea: causada por S, fyphi, se caracteriza por el aumento sosten
etapas de la temperatura que llega a los 40 °C, por la aparicién de diversos puntos rc
(rash) y por alteracién al sistema nervioso central; el estrefiimiento es comun la p:
semana, acompaiado de hipersensibilidad abdominal. La hemorragia intestir
frecuente y se presenta perforacion intestinal que ¢s poco comun. El estado de la p
puede ir desde una ligera tos hasta abscesos pulmonares. La fichre empieza a ceder
la tercera semana. Las fiebres entéricas causadas por otras salmonelas son mas benig

4. Estado del portador: es mas comiin con S, typhi. Muchos pacientes con
excretando este microorganismo dias después de haberse recuperado y otros lo hace
por afios. En los portadores permanentes de Salmonella se encuentra que
reproduccion generalmente en la vesicula biliar; estos portadores junto con los reser
animales constituyen un grave problema de salud pablica (Sommenwirth, 1984).



4.3.3 Epidemiologia.

La fiebre tifoidea y la salmonelosis no tifica son reportados a los laboratorios d
publica. Durante los ultimos afios los estudios epidemiolégicos de salmonelosis han emple
solamente serotipificacion, sino también susceptibilidad a los antibiéticos, fagotipific:
comparacion de plasmidos. La incidencia de salmonelosis ha cambiado desde la mitad
siglo. En el mundo en desarrollo, la fiebre tifoidea es todavia una causa import:
enfermedad. pero en Estados Unidos s6lo se declaran unos 500 aislamientos anualmer
embargo, la incidencia de salmonelosis no tifica ha aumentado considerablemente, reflej
mala manipulacion de alimentos, asi como su distribucién (Davis, 1996).

4.3.4 Determinantes de patogenicidad.

Toxinas: Ocasionalmente, la infeccién por Salmonella produce diarrea abundante, simil
del colera. y se ha descrito también la existencia de una enterotoxina, similar a la del céler
toxina termolabil de E. Coli. Durante la gastroenteritis, producida por Salmonella se pr
cambios citopdticos, atribuibles probablemente a la citotoxina asociada con la frace
membrana externa bacteriana, aunque su estructura y su papel en la enfermedad perm
desconocido.

El lipopolisacarido (LPS) es el determinante de virulencia de Salmonella que
caracterizado con méds precision. El lipido A (endotoxina) puede activar los macréfagos,
origina fiebre, leucocitosis ¢ hipotensién (shock). El cuadro general de la infeccién sistém
Salmonella es atribuible fundamentalmente a la porcion toxica del LPS (Davis, 1996).

Antigenos de superficie: Los antigenos (Ag) O especificos son importantes para la virule:
las salmonelas al disminuir la susceptibilidad a la fagocitosis, y por su capacidad de activa;
alternativa del complemento. En las cepas de S. typhi el antigeno Vi capsular también con
a la virulencia (Davis, 1996).

Adhesién y movilidad: La localizacion de Saimonella en el ileon terminal sugiere qus
organismos se adhieren al epitelio intestinal. Salmonella sintetiza fibras normales tipo 1 se
a manosa, pero el papel de estas estructuras virulentas parece ser minimo. Los flagelos p
ser los factores de virulencia més importantes (Davis, 1996).

Genes plasmidicos: La mayoria de las especies de Salmonella (excepto S. typhi) contie:
gran plasmido esencial para su virulencia. Las células que han perdido el plasmido pe
normalmente en macrofigos y en las células epiteliales pero no logran sobrevivir (Davis. 1¢



4.3.6 Caracteristicas coloniales.

Las salmonelas crecen bien en medios comunes de laboratorio. Para los f
identificacion es necesario utilizar medios selectivos que contengan sales biliares o desox
como inhibidores. Las colonias son generalmente un poco mas pequefias y transparentes
de microorganismos coliformes y se distinguen de estos por su morfologia en
diferenciales.

En agar Mac Conkey los bacilos de tifoidea, paratifoidea y disenteria no fer
lactosa, estas colonias son incoloras y transparentes. En agar verde brillante las colonias
de Salmonella son ligeramente rosas a incoloras rodeadas de un color rojo de uno a dos
diametro. S. fyphi y otras especies de Salmonella crecen pobremente en este medio por ¢
brillante, los fermentadores de lactosa producen una coloracion verde palido o bien
producir otras coloraciones; a veces hay que reincubar el medio si no se han observado ¢
horas colonias sospechosas de Salmonella. En agar Salmonella-Shigella (SS) organismos
fermentan lactosa forman colonias opacas, transparentes o traslacidas, incolor:
generalmente son lisas, algunos tipos de Proteus y Salmonella pueden producir colos
centro negro. En agar sulfito de bismuto (SB) después de 24 horas de incubacién se ol
colonias tipicas de color negro con un brillo metélico v en ocasiones pueden presentar u
cuando existe un gran nimero de colonias puede producirse un crecimiento de puntos ne
grises verdosos.

Algunas especies de Sa/monella presentan coloracion verde; la coloracién negra t:
puede ser producida por otros organismos como Proteus. Si no se observan colonias tipica:
horas debe reincubarse por otras 24 horas. Este medio es especialmente efectivo para aisla
de S. nyphi. En agar desoxicolato xylosa-lisina (XLD) las colonias de Salmonelia pr
colonias negras con centro rojo v difieren de las colonias coliformes en que estas pre
colonias amarillas. El tiempo dptimo de incubacién es de 24 horas (Clesceri, 1989; Davis.
Koneman, 1997).

4.3.7 Pruebas bioquimicas diferenciales.

Por definicién las salmonelas no fermentan lactosa, sacarosa, rafinosa ni adonif
producen indol y no muestran actividad de ureasa en agar urea de Christensen. Adem
positivas para rojo de metilo, negativas para Voges-Proskauer. Casi todas son méviles u
citrato y crecen en medio de acetato de sodio, descarboxilan lisina, arginina y ornit
producen dcido sulthidrico, no utilizan malonato de sodio, no lictan gelatina ni desa
fenilalanina. Las caracteristicas diferenciales dentro el género Salmonella se muestran en
2. (Sommewirt, 1984):



Tabla 2. Serie bioquimica para la identifiacién de Salmonella,

SUSTRATO Salmonella S. paratyphi S. typhi
Gas de glucosa + + +/-
Lactosa - - -
Sacarosa - - .
Manitol + + +
Salicina - - -
Dulcitol + + +
Lisina decarboxilasa + - +
Movilidad + + +
Gelatina - - .
Urea - - -
Hgs + - +
Indol - - -
Rojo de metilo + + +
Voges-Proskauer - -

Citrato { Simmons) + + .

Malonato - - -

(Koneman, 1997)

4.4 Importancia del tratamiento de aguas en bacteriologia ambiental.

El abastecimiento de agua para uso y consumo humano con calidad adecu:
fundamental para prevenir y evitar la transmisién de enfermedades gastrointestinales entr
por lo que se requiere establecer limites permisibles en cuanto a sus caracte
bacterioldgicas, fisicas, organolépticas, quimicas y radioactivas. Con el fin de aseg
preservar la calidad del agua, los sistemas se deben someter a tratamientos de potabilizacié
la entrega al consumidor.

La Norma Oficial Mexicana (NOM-127-SSA-1994) establece los limites permisil
calidad y los tratamientos de potabilizacién del agua para uso ¥ consumo humano, que pi
cumplir los sistemas de abastecimiento piiblicos v privados o cualquier persona fisica o
que la distribuya en todo el territorio nacional.

El agua para consumo humano 6 potable, es aquelia que no contiene contami
objetables, ya sean quimicos o agentes infecciosos que causen efectos nocivos al ser humar
caracteristicas bacteriologicas son aquellas debidas a microorganismos nocivos a la
humana. Para efectos de control sanitario se determina el contenido de indic
microbioldgicos, especificamente organismos coliformes: el contenido de estos organismo
ajustarse a los limites establecidos que son: 2 NMP/100 mL o 2 UFC/100mL para colif
totales y no detectable NMP/100 mL o cero UFC/100 mL para coliformes fecales.



La potabilizacion del agua proveniente de una fuente en particular,
fundamentarse en estudios de calidad v prucbas de tratabilidad a nivel de laborato
asegurar su efectividad. Es necesario aplicar tratamientos especificos siguientes o los que
a las pruebas de tratabilidad, cuando los contaminantes bioldgicos, las caracteristicas fisi

constituyentes quimicos del agua excedan los limites permisibles en la NOM (Norma
Mexicana, 1996).

El tratamiento que se efectia a las aguas, para que sean de nuevo potables desde
de vista bacteriolégico, no tiene por objeto destruir todos los Organismos vivos en el agua
garantizar la ausencia de gérmenes infecciosos v suprimir el riesgo de contaminacion de t
de agua o de un sistema de distribucién, que hava sufrido los efectos de una contaminacio

De la gama de medios disponibles para realizar estd operacion es bastante exte
desde las técnicas quimicas que utilizan reactivos oxidantes (cloro, bromo, ozono), h
medios fisicos (radiaciones ultravioleta o ionizantes); son los procedimientos qu
particularmente el del cloro, los que se utilizan frecuentemente, pues proporcionan una se
satisfactoria debido a su poder residual y ademas se pueden llevar a la practica con gran f
(Clesceri, 1989; Rodier 1987).

4.5 Métodos convencionales para la identificacién de bacterias,

La aplicacion de técnicas instrumentales en la microbiologia, se ha incrementado
los tltimos afios, sin embargo se siguen utilizando los métodos convencionales de identif
y diferenciacion bacteriana.

La diferenciacion bacteriana en muestras ambientales, se logra inicialmente
concentracion de los microorganismos, utilizando una técnica de muestreo adecuada. Es ne
ademas la inoculacion de la muestra en caldos de enriquecimiento, para recuperar las bacte
interés que se hallan en baja cantidad. Posteriormente se debe recurrir a medios de
selectivos que inhiban el crecimiento de bacterias ajenas, dado que se necesitan medios de
especiales para recuperar especies de bacterias patogenas.

En la identificacion de género v especie de bacterias se puede recurrir a dif
procedimientos, prefiriendo aquellos que presentan las mayores ventajas, con respecto a la fa
de adaptarse a la capacidad fisiolégica de la bacteria (como el tipo de metabolismo, utilizac
diferente tipo de sustratos, formacién de ciertos productos, etc).

El metabolismo bacteriano puede especificarse y evidenciarse por la utilizacién de 1
diferenciales en técnicas de cultivo in vitro, en donde el sustrato se incorpora a un siste
indicadores, cuya utilizacién permite la identificacién bacteriana, esto es lo que se ¢
comunmente como pruebas bioquimicas (Koneman, 1997, Giono 1993)

En muchos géneros y especies la identificacién no se basa solamente en algunas pr
sino en patrones establecidos que se reproducen al aplicar toda una bateria de pruebas bioqui
los miembros de la familia Enterobacteriaceae representan un cjemplo de esto. Para ali



necesidad de inocular gran nimero de tubos de medio de cultivo se han disefiado multipru
ya estan comercialmente disponibles (Krieg en manual de Bergey, 1984).

Los métodos convencionales de identificacién de microorganismos se apoya
expresion de ciertas propiedades, como las rutas metabélicas para la utilizacién de s
disponibles y que estan directamente relacionadas con la actividad enzimatica. La informa
se obtiene es unidireccional (positivo) o (negativo) y es la que frecuentemente se utiliza P
una identificacién numérica (Farmer ITI, 1985) o bien en el empleo de sistemas automatiza
analizar resultados, que a menudo no llegan a ser muy precisos.

Es conveniente dejar establecido que los esquemas de identificacion, no son esqu
clasificacion aunque pueden ser similares superficialmente (Brenner, 1973). Los caractere:
para la identificacidn no son a menudo los que se utilizaron para la clasificacion del ar
¢jemplo la clasificacién puede estar basada en un estudio de hibridacién de ADN, mic
identificacion podria basarse en un cardcter fenotipico que ha sido bien correlacionads
informacién genética. En general los caracteres deben ser facilmente determinables y
namero (Breed en manual de Bergey, 1957).

Este esquema ideal de identificacion en microbiologia, no siempre es
particularmente con géneros o especies que no son susceptibles de ser caracterizados por
bioquimicas o fisiolégicas tradicionales. En tales casos se puede requerir de procedimie
convencionales para realizar una identificacién mas precisa; como lo son: electroforesis en |
poliacrylamida de proteinas celulares, patrones de lipidos celulares, transformacion gen
hibridacion de é&cidos nucleicos o las reacciones seroldgicas. Estas técnicas que sdlo tien
para la clasificacién, a menudo tienen enorme valor para la identificacion (Breed en ma
Bergey, 1957).

Los patrones de identificacién son diferentes a los de clasificacion, aunque tiene
sumilitud, (Brenner, 1973). Las caracteristicas que se usan para identificar a ciertos MICroorg:
difieren a las utilizadas para clasificarlas dentro de un determinado taxdn, por ejer
clasificacion puede estar basada en un estudio de hibridacién de ADN, mientras la identific:
basa en un caracter fenotipico que ha sido bien correlacionado con la informacion gené
general los caracteres deben ser facilmente determinables y en bajo niumero.

El tiempo y la practica han demostrado que los métodos convencionales mencionado
actualmente se utilizan para la identificacion bacteriana, no son totalmente satisfactorios. 2
proveen informacidn un tanto extensa que en muchas ocasiones queda archivada para ser pr
posteriormente, lo cual sucede con frecuencia en los laboratorios clinicos o de servicio, deb
carga de trabajo. Sin embargo, tal deficiencia se redujo en gran medida cuando se comen
utilizar los métodos de taxonomia numérica, que ayudaron a realizar el analisis de da
provenian de los métodos convencionales y que mediante el analisis numérico proporcionat
interpretacion mas precisa; también se tomé en cuenta el incremento de la informacion «
unidad taxonémica, pues las tablas diagndsticas originales continuamente se enriquecen deb
frecuencia de aparicion de cepas en cada taxén, Para el manejo de esta informacién creciente
venido utilizando las matrices de Bascomb, 1971 o la de Farmer III 7 o/ , 1983.



Si bien es cierto que el uso de las matrices (Bascomb. 1981; Farmer ef af. 1985) e
que los métodos convencionales permiten una diferenciacion muy satisfactoria de los divers
asi como de las categorias infraespecificas, por otra parte esos métodos no sélo represen
ardua labor. sino también consumen mucho tiempo y son poco précticos, especialmente en Iz

donde no se recomiendan debido al tiempo que transcurre entre la toma de muestra y la obter
resultados (Davis, 1981).

Aunque en aflos recientes se ha hecho un esfuerzo para acelerar y simpli;
identificacion via la introduccion de micropruebas comerciales. tal como el sistema que ut
Indice de Perfiles Analiticos (Analitical Profile Index) API, y que est4 basado en alrededo
micropruebas bioquimicas que permiten una automatizacién parcial de los procesos, ¥ la apl
de métodos por computadora; para la identificacion ain resulta muy complicada, pues :
siempre en el mismo principio: la observacién de las propiedades bioquimicas
microorganismos (Holmes, 1978).

Por esta razén varios autores han tratado de reducir la laboriosidad y desventajas
procedimientos convencionales y dirigen sus investigaciones en busca de una solucid
reemplazarlos por métodos simples que provean al menos la misma cantidad de informacidn,
lleva a la identificacién hacia un nuevo inicio y a buscar caracteristicas o rasgos particulare
composicién quimica de los microorganismos, centrando de esta manera la atencién
sustancias que estan presentes o resultan comunes a la mayoria de ellos.

Estos intentos se basan en nuevos métodos quimicos avanzados de anélisis, y de sepa
especialmente por cromatografia liquida y de gas, espectrofotometria de masas, electrofo
espectrofotometria, principalmente en el intervalo del infrarrojo.  Asi, el desarrollo
instrumentacién y automatizacién de dicho proceso analitico permite una perfecta separacién
posibles componentes de la muestra analizada con una minima demanda de tiempo v ¢
expresion cuantitativa segura. La aplicacidn practica de estos métodos en el campo de la taxc
se denomina quimiotaxonomia en la literatura técnica (Drucker, 1973; Drucker, 1974),

Contrariamente a la mayoria de las pruebas bioquimicas. cuyos resultados solo se ex
con signo positivo o negativo, la quimiotaxonomia no solo sirve para la determinaci
cualidades, sino también de cantidades; esto significa que el 4mbito de informacién obtenida
simple andlisis es considerablemente mayor. Por ejemplo, si se toma en cuenta que cinco p
bioquimicas con respuestas positivas o negativas pueden dar al menos 32 combinaciones, en
cinco componentes determinados por cromatografia de gases alcanzan sélo 10 diferentes vaj
nos proveen de 100,000 combinaciones. Por esta razén, se dice que los métodos usac
quimiotaxonomia, no sélo son métodos rapidos, sino fundamentalmente exactos, inalteral
cuyos resultados pueden procesarse numéricamente (Cecchini y O'Brien, 1968).

El objeto de interés de los métodos en quimiotaxonomia es en todos los casos no :
célula como tal, sino también las diferentes estructuras celulares, endoenzimas, pro
metabolicos de las células liberadas al medio de cultivo, o bien productos volatiles y gaseos
dan una vision caracteristica del organismo en cuestién (Goodfellow vy Minnikin, 1985). Se
obtener informacion relevante del andlisis de la masa celular, tanto de compuestos importantes
aminodcidos, lipidos y azicares, como de compuestos presentes en menor cantidad, por ejem;



acidos nuclercos. Las macromoléculas formadas por estos compuestos pueden resultar tipi
un organismo desde un punto de vista cualitativo y cuantitativo, ademdas de consider
diferentes componentes estructurales y su secuencia (Johnson er al, 1989).

El andlisis puede también enfocarse directamente a la presencia y composicior
sustancias de alto peso molecular (de 400 en adelante como en el caso de proteinas
nucleicos) en las células o en las de bajo peso molecular (de 40 a 100 como es el
aminodcidos y monosacéridos) producidas por hidrdlisis del material cefular, Las sustancias
peso molecular se determinan comiinmente por medio de cromatografia liquida y electr
(comunicacién personal de Hausler, 1990).

La utilizacién de compuestos de alto peso molecular en microbiologia toma en o
primer lugar a los polisacéridos v a los lipidos, pues un anélisis de la situacion actual en lo r
a clasificacion, muestra que en especial la determinacién de diferentes componentes lipidic
manera principal los dcidos grasos, contribuyen en la determinacién taxonomica
microorganismos (Gehrke y Goerlitz, 1963).

Con relacién a las técnicas de inmunodiagndstico e hibridacién de nucledtidos se s:
tienen una alta sensibilidad, especificidad, precision y facilidad de realizarlas; por su
quimiotaxonomia también es precisa al utilizar propiedades altamente discriminatoris
seleccionar un compuesto muy estable en los microorganismos como es el caso de los acidos
celulares (Orskov, 1974). En contraste con la deteccion antigénica y la hibridacion, esta téc
requiere de una sonda, pero si, en cambio, requiere de instrumentacién apropiada, la cual ¢
fundamentalmente de un cromatografo y columnas capilares.

4.6 Fundamentos de cromatografia de gases.

La cromatografia de gases ha sido hasta la fecha un invaluable auxiliar en muchos ¢
de la investigacion cientifica. Dentro del campo tan amplio de la aplicacién que tiene
técnica, se han incrementado de un tiempo a la fecha las investigaciones sobre los constin;
de las células bacterianas especificamente en el contenido de los 4cidos grasos, obtenien:
esto un avance ¢n los aspectos taxondmicos, tomando en cuenta que cada dia se reg
estudios mas répidos y precisos (Hiusler, 1985; Rasoamanjara, 1986).

La cromatografia es la separacion fisica de dos o méas componentes, basada en la dii
distribucién de dos fases, una de las cuales es estacionaria v la otra mévil, en el caso
cromatografia de gases, el fluido es un gas (Gonzalez, 1987). La cromatografia de gases cc
en la separacién de los componentes volatiles de una mezcla, por medio de la elucidn de ¢
traves de una fase estacionaria adsorbida sobre un soporte y ¢l paso de una fase mévil
acarreador (Dabrio, 1973; Tuppie, 1982).

Cuando la fase estacionaria es un liquido se habla de cromatografia gas-liquido; v ¢

la fase estacionaria es un sélido como carbén o silica-gel se le llama cromatografia gas-
{Gonzalez, 1987).



Las partes integrantes de un cromatografo de gases son: (tig. 1.)

Gas acarreador
1. Inyector

2. Homo

3. Columna

4. Detector

5. Registrador

HORNO
INYECTOR

CROMATOGRAMA
COLUMNA e
DETECTOR ==
CONTROLADOR
DE FLUIO REGISTRADOR
TANQUE DEL GAS
ACARREADOR

Fig 1. Diagrama de un sistema cromatografico.

En el cromatografo se utiliza un gas acarreador (fase movil) que bajo presidn m
una muestra de vapor desde el inyector y a través de una columna (donde se encuentra SOt
la fase estacionaria; dicha muestra es adsorbida sobre un soporte donde se efectiia la sepal
luego pasa al detector donde se convierte en una sefial eléctrica, la cual puede registrarse
graficador. A la grafica obtenida se le llama cromatograma, y los pardmetros registrad
tiempo en las abscisas y milivolts en las ordenadas (Gonzalez, 1987).

1. Gas acarreador: generalmente esta disponible en cilindros que tienen una v
para regular la presion del gas, el cual es conducido hacia un medidor, que per
control adecuado de la velocidad de flujo del gas requerida para el analisis ¢
mezcla en particular. Los gases més utilizados son: Helio, Nitrégeno y Argén.



2. Inyector: es un dispositivo por el cual se introduce la muestra a la colt
puerto de inyeccién se calienta a una temperatura lo suficientemente a
conseguir una vaporizacion rapida de la mezcla sin causar degradacion térm
muestras se inyectan con una jeringa a través de un sello de hule o silicon
encuentra en el puerto de inyeccidn.

3. Horno: tiene como funcion elevar la temperatura de la columna para lo cua
con un material aislante y materiales necesarios para llevar acabo su calents
El calentamiento es gradual y se programa segun las necesidades del analisis

4. Columna: las columnas utilizadas en cromatografia de gases son basicam
dos tipos: 1) columnas empacadas en las cuales influye la manera en com
llevado acabo el empaque en el movimiento relativo de los solutos a tra
sistema. Las columnas pueden ser de vidrio a menos que se especifique otra
utilizan de varias dimensiones pero normalmente son de 0.6 m a 1.8 m de lor
de 2 mm a 4 mm de didmetro interno. Los materiales utilizados como soporte
ser totalmente inertes al sistema, se encuentran disponibles en varios tams
particula entre los mds usados se encuentran los de malla 80 a 100; 2) las col
capilares estin constituidas por un tubo de silice fundido muy largo ( 0.0]
pies) y son de didmetro pequefio (0.01 a 0.02 puigadas) en donde la fase lig
deposita en forma de pelicula delgada (0.5 a 1 um) en las paredes interiore
columna, el gas de arrastre tiene un camino libre sin restricciones requ
alrededor de 20 psi para un flujo adecuado, por lo que poseen un coefici
elevado mejor que el de las empacadas. Se han disefiado columnas que

todavia una mejor eficiencia v son las denominadas Scott. Los componente
muestra eluyen de acuerdo a su peso molecular dentro de la columna.

5. Detector: cuando los componentes salen individualmente a través de la cc
pasan por el detector que emite una sefial proporcional a la concentracién del
en el gas transportador cuando éste sale de la columna. La temperatura del d
debe controlarse para prevenir la condensacion. Los detectores mas comtir
utilizados son: el de conductividad térmica (ICD), ionizacién de flama

ionizacién de flama alcalina (FAID) y captura de electrones (ECD). La el
dependera del andlisis a realizar. Para ésteres metilicos se utiliza el FID .
caracteriza por ser sensible a todos los compuestos orgénicos, insensible al ag
gases inorgénicos, se basa en que la conductividad eléctrica de un gas es directs
proporcional a la concentracién de las particulas cargadas del mismo, produ
una corriente que pasa a través de una resistencia.

6. Registrador: las sefiales del detector pasan a través de un amplifica
clectrometro que estd conectado a un aparato automdtico que grafica la sef
manera que cada producto aparece como un pico a cada determinado tiem,
grafico resultante es un cromatograma, que se emplea para determinar la ident
concentracion del componente, siempre y cuando se ocupe un estandar analizad
las mismas condiciones (Storch de Gracia, 1975).



£i parametro utiizado para determinar la elucién de un compuesto es el tie
retencion absoluto (TRA), bajo condiciones constantes de presion. flujo y temperatura, t
en cuenta que el flujo es lineal con respecto al tiempo. Este tiempo de retencién es carac

de la muestra, ademas este parametro se usa para la identificacién de la muestra p
(Gonzélez, 1987).

La identificacion se basa en una comparacion de los tiempos de retencion del com
desconocido con los datos obtenidos de un compuesto estandar, analizado bajo las
condiciones, (Mitruka, 1973); los datos de los tiempos de retencion de las sustancias se o
facilmente en el cromatograma al no verse traslapados los picos obtenidos, permitiendo e
estos datos para alguna sustancia especifica. Por esto la identificacién de microorganisr

CGL requiere de especies tipificadas o cepas tipo, con el propdsito de hacer compar
(Drucker, 1973).

4.7 Cromatografia de gases en bacteriologia.

La bacteriologia se ha desarrollado como una disciplina cientifica, que
principalmente a propositos epidemiolégicos y médicos, sin embargo en los Gltimos afio
puesto especial atencion a los aspectos ecolégico-ambientales, y esto ha hecho necesario :
los procesos de identificacion de microorganismos que de alguna manera afectan al homt
ambiente. Los procesos de identificacion, tradicionalmente se han apoyado en las res

bioquimicas de cada microorganismo, que presenta un sélo tipo de respuesta, positiva o n
(Hausler, 1989).

El andlisis instrumental por cromatografia de gases ha sido hasta la fecha un inv:
auxiliar en muchos campos de la investigacién cientifica. Dentro del campo tan amplic
aplicacién que tiene dicha técnica, se han incrementado de un tiempo a la fec
investigaciones sobre los constituyentes de las células bacterianas especificamente
contenide de los 4cidos grasos. obteniendo con esto un avance en los aspectos taxond
tomando en cuenta que cada dia se requieren estudios mds rapidos y precisos (O'Leary,
(Hausler. 1985).

La cromatografia se ha utilizado para el analisis de células microbianas Yy pro
metabolicos. Esta técnica proporciona una descripcién detallada de la bacteria, puesto g
pardmetros analiticos son variables que se miden en una escala continua. En este sent
cromatografia de gases es superior a los analisis bioquimicos ya que estos ultimos pre
principalmente datos binarios (Bee y Gjerde, 1980).

Los primeros intentos para aplicar el andlisis de los Acidos Grasos Celulares (AGC
identificacién de microorganismos fueron realizados en los afios cincuenta {(James y Martin,
Abel y colaboradores en 1963. fueron los primeros en presentar evidencias que sugerfan
analisis de AGC podria utilizarse con éxito en la identificacion de las bacterias. Los es
anteriores estuvieron dirigidos al andlisis de los AGC desde el punto de vista de los factor
influyen en la virulencia bacteriana, y se reconocié que las cepas rugosas de V. cholerae, p



Ladellas 1alimhcadas ae aciaos grasos que estaban presentes en cepas lisas (Brian y Gardne
1968). También se reporté que una alteracion en la composicion del lipido A de Salmonell
correlaciona con un cambio en su virulencia (Mayer, 1984).

Abel y colaboradores (1963), identificaron diferentes patrones de acidos grasos ¢
miembros de la familia Enmrerobacteriaceae y en algunas bacterias gram positivas,
identificaron especificamente los 4cidos grasos celulares que caracterizaban a cada género ¢
que ellos probaron. Ademds el analisis requeria de numerosos Ppasos y los aparatos utilizado
extraccion y esterificacion eran complicados ¥ no permitian ilevar a cabo una estandariza
embargo, su trabajo puso de manifiesto la utilidad potencial del analisis de los acido
celulares y sentd las bases para investigaciones subsiguientes.

Los AGC se definen como los componentes de cualquier lipido celular que tiene un:
lineal de 9 a 20 atomos de carbono, y esto incluye a la mayoria de los AGC localizad,
membrana celular, como glucolipidos o lipopolisacéridos pero sin incluir las cadenas largas

90 atomos de carbono de otro tipo de compuestos como por ejemplo los acidos micélicos (
y Moss, 1983).

Cecchini y O'Brien, en 1968 contribuyen a la diferenciacion de Escherichia coli |
bacterias utilizando sus perfiles lipidicos obtenidos por cromatografia gas-liquido. La difere;
de Clostridium sordelli y Clostridium bifermentans, se realizé con el mismo método por B

colaboradores (1969 y 1971) analizaron los acidos grasos obtenidos de exiractos de espe
Neisseria.

La temperatura y el medio de cultivo utilizado son los factores que analiza Kaneda
como aquellos que afectan de manera importante la concentracién de acidos grasos en J
cereus. En 1973, Amstein y Hartman encontraron diferencias entre cuatro especies de enter
en el 4cido graso ciclopropano C 19:0, que fueron lo suficientemente significativas y reprog
para utilizarse como un criterio taxonémico diferencial, '

Dada la importancia y el gran nimero de especies que agrupa la familia Enterobacte
varios autores como Gehrke v Goetlits en 1963, Brian y Gardner en 1967, Cronan en 1975,
Gjerde en 1980, Hiusler v Richter en 1983 quien también analizé a la familia Vibrionaceae
et al en 1989, utilizaron la cromatografia de gases para identificar e intentar esclarecer la p
taxondmica de diversos géneros pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae y coinciden er

técnica de cromatografia de gases es un método eficaz para una identificacién de rutina r:
precisa.

Moss y Dees et al (1975), llevaron a cabo un estudio para la identificaci
microorganismos con ¢l analisis de 4cidos grasos celulares por cromatografia de gases, acor
espectrofotometria de masas; en 1980 citan el trabajo realizado por cromatografia de gase
analizar los 4cidos grasos de Propionibacterium acnes. En 1982 Moss y Nufiez-Montiel, repe

un trabajo sobre el anélisis de 4cidos grasos de cadenas cortas en Clostridium difficile utilizan,
columna capilar de silice fundido.

El analisis numérico de los perfiles de 4cidos grasos de corineiformes, actinobacterias 3
bacterias fue utilizado por Bousfield ef af en 1983, para la identificacién de esos microorgan



ey M Ullllzan rulmanamente la cromatografia de gases desde 1983,
identificacion de aislamientos de bacterias de las familias Enterobacteriaceae y Vibr
procedentes de cuerpos de agua y redes de distribucién de agua potable. Ademas el Iabo;
microbiologia del Instituto de Investigaciones del Agua de Praga presta servicio a la indus
la identificacion de levaduras via cromatografia de gases. En 1986 Rasoamanjara y colat
caracterizaron especies del género Flavobacterium por analisis de 4cidos grasos y en 1987
et al de Eubacterium lentum; en 1988 Monteoliva-Sanchez en Deleya halophila, también
el efecto que provoca la temperatura y la concentracion de sales en su crecimiento. En es
afio Eerola y Lehtonen (1988), estudiaron el método cromatografico para su aplicacién en |
En 1989 Johnson y colaboradores, desarrollaron un método especifico para la identific
Clostridium difficile por cromatografia gas liquido.

Brondz y colaboradores (1989), evaluaron los 4cidos grasos de levaduras por crom
de gases, como una altemnativa de los métodos quimiotaxondmicos usuales.

Actualmente los estudios relacionados con esta érea tienen como objetivo utilizar e
cromatografico como una alternativa o prueba complementaria en la identifica
microorganismos y su empleo es cada vez mas frecuente en la taxonomia (Kazda et al, 1992

En 1990 Ahmad y colaboradores elaboraron un arbol filogenético de un o
enterobacterias con base en la biosintesis de aminodcidos aromaticos, mientras que Mats,
colaboradores (1990), estudiaron los niveles de glucolipidos y la produccién de acidos @
Serratia rubidea; Okuyama y colaboradores (1990} identificaron los acidos grasos insatur
bacterias psicrofilicas como Vibrio spp.

Por dltimo, Hidetoshi y colaboradores (1990), determinaron acidos £rasos transinsz
en Vibrio spp, por cromatografia gas lignido. Del total de metilésteres de acidos grasos ¢
analizados, demostraron que los 4cidos grasos de los glicerolipidos y fosfolipidos son el C

16:1 y C 18:1 y concluyeron que estos acidos grasos transinsaturados pertenecen a los :
Vibrio, Pseudomonas y Enterobacterium respectivamente.

Tomando en cuenta el conocimiento de las bases moleculares y el desarrollo
instrumentacion analitica es importante hacer una apreciacion del uso potencial y las limitaci
esta tecnologia. Los &cidos grasos celulares han sido estudiados en Ia mayoria -
microorganismos, pero el éxito de su uso en la identificacion no puede considerarse com
debido al aiin limitado alcance de los estudios v a la utilizacion de diferentes o no muy re
modelos de instrumental. Ademas los carbios en la técnica, por ejemplo, las condiciones de «

hacen variar la composicién de los AGC, al menos cuantitativamente (Drucker, 1974; Leche
1982; Kazda et al, 1992).

Los compuestos biogénicos a los que se hace referencia se han estudiado por cromat
gas liquido, més que cualquier otro tipo de componente bioquimico (Dees y Moss, 1978; Heni
1966; Johnson ef al, 1989). En la actualidad no existe un método que se haya aceptado como
para la extraccién de lipidos de la célula bacteriana y como consecuencia el nimero de p
técnicas es muy grande (Abel ef al, 1963; Amstein y Hartman, 1973; Canonica y Pisano,
Cecchini y O'Brien, 1968; Drucker, 1973; Eerola y Lehtonen, 1988; Gurr y James, 1980: J
1984).



En 1983 Lambert publicé un estudio con relacién a 29 cepas, 10 del género Vibr:
Aeromonas. 3 de Photobacterium. Plesiomonas shigelloides v Escherichia coli inclinado h
cambios ocurridos en la nomenclatura de la familia Vibrionaceae, la identificacién de los mi
de esta familia se complicaba por las pruebas de identificacién tradicionales, debidc
caracteristicas bioquimicas, fenotipicas v genéticas de estos. Sin embargo utitizando la téc
cromatografia de gases se encontré mucha similitud en la composicién de sus acidos
celulares, con las diferencias suficientes como para usarla en la identificacién de estas bac
nivel de género y especie.

Urdaci en 1990, realizé la caracterizacién de 22 especies de Vibrio y 5 de Aeromonas
cromatografia de gas-liquido con fines quimiotaxonémicos y al igual que Lambert, en 1983 e;
diferencias suficientes para agrupar las cepas dentro de una u otra especie del género
mencionar que ambos autores reportan los mismos écidos grasos presentes en la membrana
de V. cholerae.

Para sustituir los métodos convencionales de identificacion y diferenciacion,
incrementado la aplicacién de técnicas instrumentales en microbiologia.

Los estudios referentes al medio ambiente siguen utilizando métodos convencional
la deteccién de bacterias patégenas de acuerdo a lo reportado por, Alonso,
Papapetropoulou, 1996, quienes trabajaron en el aislamiento de Salmornella a partir de dif;
tipos de agua utilizando métodos bioquimicos para su caracterizacién.

Hu, 1995 hace un estudio comparativo de medios de cultivo para el aislami
identificacion de Salmonella, mediante de pruebas bioquimicas. De igual forma Falcio,
Madsen, 1994; Gawthome, 1996; Silva, 1997 v Son, 1998 aislaron Salmonella y V. chole
distintos tipos de agua con la aplicacion de técnicas basadas en pruebas bioquimicas.

La revision bibliogrifica de los ultimos cinco afios indica que la técnica cromato;
no ha sido utilizada en la identificacion de estos Microorganismos. excepto un reporte |
typhi realizado por Cho en el sur de Corea en 1999 quien estudia a este microorganismo
agente etiologico potencial, al cual identifica por cromatografia, sin embargo no refiere el
de la bacteria ni la técnica utilizada.

En este contexto nuestro estudio pretende promover la técnica en México cor
método rapido y preciso para la identificacién de organismos patégenos en diferentes ti
agua.

4.8 Lipidos en bacterias

Los lipidos en los organismos juegan un papel fundamental en la estructura de las p
celulares, membranas celulares y como canales de energia. Desde el punto de vista taxondmi
componentes lipidicos mds importantes son los acidos grasos. Estos aparecen en la naturaleza



acidos lineales saturados, insaturados, con presencia de ramificaciones, hidroxilaciones j
ciclopropanos (Barr, 1977).

Las bacterias gram negativas, mdviles, anaerobios facultativos, tienen una e;
celular constituida por la membrana citoplasmatica, la capa peptidoglicana y la mg
externa (Davis, 1996). La primera se compone de fosfolipidos (primordi
fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol, y cardiolipina) y una gran variedad de proteirn
flagelos estan anclados en el citoplasma y atraviesan a la membrana citoplasma
peptidoglicano confiere rigidez y estd formado por cadenas paralelas de polis:
constituidos por 4cido n-muramico, y N- acetilglucosamina

ENDOTOXINA

MOLECULAS DE AZUCARES

MEMBRANA
EXTERNA

ESPACIO
PERIPLASMICO

PROTEINA /' .

MEMBZANA
CHOPLASMATICA §

INTERIOR DE LA CRULA

Fig. 2. Diagrama de la membrana celular bacteriana

La membrana externa est4 formada por proteinas, fosfolipidos y polisacaride (LPS
ultimo ocupa aproximadamente el 45 % de la superficie (Sommenwirth, 1984). La mem
actia como barrera impidiendo la entrada de sustancias toxicas, como antibidticos y deterg



contiene los receptores para bacteridfagos y colicinas, se relaciona con los proc
conjugacion. division celular y transporte de sustancias al interior de la célula. Asocia
membrana externa se encuentran los pili v el antigeno “Vi” (fig. 2).

El LPS establece interacciones con las otras moléculas que forman parte de la me
es un complejo macromolecular formado por el antigeno O y la endotoxina de las bacteri
negativas. Estructuralmente el LPS es un heteropolimero constituido por tres regic
antigeno O, el nucleo basal, y el lipido A, que se inserta en la bicapa de fosfolipidos v Je ¢
su actividad de endotoxina.

El antigeno O es un polisacarido constituido por unidades oligosacéridas de rep
entre los monosacéaridos que la forman se encuentran los aziicares neuiros, azucares ami
acidos urdnicos; la estructura de las unidades de repeticion de las bacterias gram ne
muestran una gran diversidad incluso dentro de una misma especie bacteriana. Esta propi
permitido diferenciar cepas de una misma especie. El niicleo basal es una estructura com
las enterobacterias y es similar para todas las bacterias gram negativas. se trata de un comy
polisacaridos.

El lipido A como ya se dijo le confiere su actividad de endotoxina. Estd formada
disacarido de glucosamina en unién (1'-6) tiene fosfatos o pirofosfatos en posiciones 1
grupo hidroxilo de disacarido de glucosamina en posicién 6° est4 sustituido por el 4cido 3-
d-manotulénico. Los grupos hidroxilo y amino estdn sustituidos por acidos grasos com
hidroxi miristico, l4urico, miristico, palmitico y otros 4cidos grasos (Jones, 1988).

Hay que considerar que la fuente primaria de 4cidos grasos en las células microbiar
los lipidos, ademéas de los fosfolipidos de la membrana o el lipido A, componente
lipopolisacaridos en las bacterias gram negativas y 4cido lipoteicoico en las bacterias gram po
El contenido de acido graso de todos los lipidos estd determinado por la via biosintética
especie dada y el proceso se inicia por la sintesis de la coenzima A del éster de un 4cido gra
una molécula de acetil coenzima A utilizada como iniciador. La mayoria de las bacterias sir
acidos grasos con cadenas de 9 a 20 4tomos de carbono y los méas comunes son los de 1
atomos de carbono. El 4cido graso saturado hexadecanoico (de 16 atomos de carbono) en par
estd muy conservado entre los procariontes.

Las propiedades variables hacen que la composicion distintiva de AGC de un orga
incluya diferencias cuantitativas en el contenido de 4cidos grasos asi como la presencia de a
otros de los cuales se han identificado més de 100 (Sasser, 1990). Generalmente los perf
presentan cn un ambito de 5 a 15 AGC en cantidades significativas. Algunos organism:
genomas pequefios, tales como Rochalimaea spp, presentan pocos acidos grasos mientras qu
eubacterias, tales como Xantomonas spp, tienen mas de 20 &cidos grasos.

Las bacterias tienen algunos 4cidos grasos que son tinicos y que no se encuentran en «
eucariontes, por ejemplo, las cadenas ramificadas y el contenido de ciclopropano de los
grasos que caracteriza a muchas bacterias gram positivas y gram negativas respectivamente,
encuentran en hongos (0 en humanos). Contrariamente, los 4cidos grasos poliinsaturados «
encuentran en los organismos superiores, no estan en las bacterias acrobicas.



Lds Dacicrias gram negativas generalmente tienen una alta proporcion de 4cido:
saturados y monoinsaturados con un niimero inalterable en la cadena de carbonos, a diferenc
gram positivas. Estas tltimas presentan como ejemplo a Bacillus spp ¥ a los estafilococ
tienen 4cidos grasos celulares con cadenas de 4tomos de carbono impares, ramificadas y sat
a su vez una baja proporcién de cadenas lineales saturadas. No asi las corineiforme

estreptococos que tienen cadenas lineales y 4cidos grasos insaturados (Bousfield et ai
Kaneda, 1971).

De primordial importancia es el analisis de los polisacéridos, los aminoacidc
especial los diferentes lipidos; en las dos ultimas décadas se ha abordado el probls
determinar 4cidos grasos utilizando la técnica de cromatografia de gases con muy
resultados, encontrandose como ventajas particulares, el reducir el tiempo del proces
ademdas de minimizar el error humano, asi como ampliar la informacion con respects
pruebas bioquimicas tradicionales en una sola operacién, lo cual conlleva a la identifica
condiciones muy objetivas (James, 1956).

La composicion quimica de las bacterias es semejante a la de otros microorganis:

90% de agua y el 10% de peso seco, este hltimo integrado por ADN, ARN, prc
polisacdridos, lipidos y fosfolipidos (Carpenter, 1979).

Los lipidos son una clase de constituyentes celulares insolubles en agua y solut
disolventes no polares, tales como éter, cloroformo y benceno (Blanco, 1988). Se han subd:
en lipidos complejos y se caracterizan porque contienen &cidos grasos como compol
comprenden a los acilglicéridos, los fosfoglicéridos, los esfingolipidos y las ceras, difiere
estructura de los esqueletos a los que se hallan unidos por covalencia. Reciben también el n
de lipidos saponificables, porque producen jabones por hidrélisis alcalina. El otro grupo s
lipidos sencillos, que no contienen 4cidos grasos ¥ no son saponificables (Lenninger, 1979)

Los lipidos y sus 4cidos grasos celulares se encuentran en todos los microorgan
excepto cierto tipo de virus, este tipo de compuestos bioquimicos presentes en bacterias |
estudiado por cromatografia de gas-liquide, més que cualquier otro tipo de comp
bioquimico (Dabrio, 1973; Moss, 1975; Moss, 1988).

4.9 Acidos grasos constituyentes de la célula bacteriana

El contenido total de 4cidos grasos de la mayoria de las especies de bacter
encuentran distribuidos en la pared celular, membrana plasmatica e inclusiones citopldsmic.
3. (Rasoamanjara, 1986).
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Fig. 3. Diagrama de la composicion de los acidos grasos v su
disponibilidad en la membrana celular

Incluyendo todos los lipidos, estos son mucho mas abundantes en la pared de las cél
gram negativas que en la de las gram positivas (Stainer, 1986). Las bacterias no acumulan lip:
como material de reserva, sin embargo contienen cantidades considerables de eflos cc
constituyentes de sus sisternas membranosos (Gottschalk, 1979).

Los 4cidos grasos se sintetizan por separado y luego son esterificados para formar lipi
mds complejos. Se han encontrado muchas clases de dcidos grasos en las bacterias: los
contienen un namero diferente de 4tomos de carbono: son de cadena recta o de cad
ramificada; pueden tener o no dobles enlaces; pueden contener o no grupos -OH; y anillos
ciclopropano (Starr, 1981); pueden ser saturados o no saturados. o tener uno o mas dol
enlaces, v el precursor de dichos 4cidos grasos es la Acetil Coenzima A (Acetil C
(Gottschalk, 1979).

Los acidos grasos no saturados iso y anteiso son aun raros en la naturaleza.
determinacion de la posicion de la doble ligadura en estos acidos grasos se considerd necesari;
aspectos de biosintesis, esto incrementa el valor taxonomico (Boon, 1977). La biosintesis se |
a cabo por un procedimiento que difiere significativamente del proceso opuesto a la oxidacior
acidos grasos y tal vez la diferencia mas inesperada estriba en que el diéxido de carbono (C
es esencial para la sintesis de &cidos grasos en extractos celulares (Lenninger, 1979).
composicién de acidos grasos presente en los fosfolipidos juega un papel importante e
membrana de los microorganismos ya que determina la extension de los fluidos en {a membr



Este fluido es necesario para funciones relacionadas con la membrana en procesos metat=
{Boon, 1977).

Los &cidos grasos se analizan debido a que representan un medio rdpido pa
identificacion de bacterias con fines taxonémicos, aunque también se han analizado con re
a estudios metabdlicos.

Por otra parte, en el andlisis cromatografico independientemente de que la naturaleza
retencidn sea adsorcion, solubilidad. ligaduras quimicas, polaridad o fiitracién molecular, la col
retiene algunos componentes por mas tiempo gue otros. Cuando en la fase gas los componen
mueven hacia la salida de la columna son selectivamente retenidos por la fase estacionaria. ¢
consecuencia, todos los componentes pasan a través de la columna a velocidades variak
emergen en orden inverso a su retencidn en los materiales de la columna.

Asi los &cidos grasos de bajo peso molecular, son menos afines a la fase estacionaria
columna, por lo que eluyen mas rdpidamente a través de ella v son los primeros en regist
Sucede lo contrario con los de alto peso molecular, que tienen mas afinidad por la columna, e
mas lentamente y se registran en un tiempo mayor.

Con respecto a lo anterior, se debe tomar en cuenta la informacion generada en los prir
estudios, que es de gran importancia, pues comparada con la més reciente, es un antecedent:
sirve para reforzar nuestro criterio con respecto al analisis de los AGC en la microbiologia.

Actualmente diversos trabajos, discuten la variacién en los valores de los dcidos gr
como producto de los cambios que ocurren en los pardmetros experimentales (Lorraine, 198(
que los perfiles cromatograficos pueden variar con cambios asociados a: La dilucién usada e
cultivos y substrato utilizado (Cronan, 1975). vitaminas y pH (Holmes, 1978), temperatu
incubacién (Tuppie, 1982). aireacion y concentracién de micronutrientes (Moss, 1987) v eda
cultivo (Okuyama, 1990).

4.9.1 Nomenclatura de los 4acidos grasos.

Los 4cidos grasos son propiamente llamados de acuerdo al nimero de atomos de carl
el tipo de grupo funcional y la localizacion de dobles ligaduras. El nombre sistematico pued
simplificado escribiendo C seguido del nmiimero de atomos de carbono a la izquierda de lo:
puntos y el niimero de dobles bandas a la derecha.

Se encuentran diferentes costumbres para localizar la posicién de las dobles ligad
isomeros cis o frans. o, En algunos casos la letra omega del alfabeto griego, indica la posici
la doble ligadura del hidrocarbono al final de la cadena y ¢ y r indican la configuracion cis y
de los dtomos de hidrégeno.

Es importante hacer notar que, asi como otras costumbres. la numeracion de las cac
ramificadas, contenido de ciclopropano y dcidos grasos hidroxi proceden del grupo carbo:



final de la molécula. Algunos 4cidos grasos tienen nombre comin que refleja la fuente
fueron originalmente identificados, p. ¢j. 4cido “lactobacilico™ de Lactobacillus spp v
que no todos los 4cidos grasos tienen nombres comunes. el uso de esta terminologia ¢

confundir, y generalmente se prefiere una nomenclatura sistemética o simplificada.
1991).

Los acidos grasos no se pueden analizar cromatograficamente como tales, por lo
necesario extraerlos por medio de la esterificacién.

4.9.2 Esterificacién de dcidos grasos

La reaccién para efectuar la esterificacién es un gjemplo importante de sus
nucleofilica, en donde los 4cidos grasos reaccionan con el alcoho] metilico (CH;0H) o «
molécula semejante a éste y que realice la misma funcion, como es el caso del metéxido ¢
{(CH3;0Na}, ya que el alcohol metilico o el metéxido de sodio son necesarios para la me
del 4cido graso o 4cidos grasos (Gehrke, 1963)

Esterificacién con alcohol metilico

Acido catalitico

0 H* O

If ] :

CH3‘(CH2)1 Q'C- 0'CH3 -‘—-—— CH3‘ (CH2)1 G'C'O‘CH3+H2 0 .: .Z
H—

Acido graso  Alcohol metilico Ester metilico




Esterificacion con metéxido de sodio

Acido catalitico
4] l * 0]

1 i |
CH;-(CH,),,-C-|OH+Na|O-CH, —g—2= CH;-(CH,),,-C-O-CH;+NaOH |
H_

Acido graso  Metéxido de sodio Ester metilico

La reaccién de esterificacion requiere de la presencia de un acido catalizador. El prim

de la reaccién es la protonacién del grupo carboxilo hacia el doble enlace de oxigeno de
graso.

:0: :0:
It ., I ..
CH;-(CH,),y-C-OH+H* —g—# CH;-(CH,),y-C-Q-H
-+

El grupo carboxilo protonado es répidamente atacado nucleofilicamente.



H H
/

:?: :0:
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CH;-(CH,),,-*C-OH ~q— 2= CH;-(CHIJIO-(IE-Q-H

/\ /N

HC H HC H

El producto formado por este ataque bajo una transferencia del ion hidronio
eliminacion, dan el producto final (Glass, 1971; Monteoliva-Sénchez, 1988).

H H H
/ / /
:0: -H* 0 -H* HeH /I-I
. » b ) !
CHs'(CHz)w'(':‘Q‘H -~ CH.}'(CHZ)!D'CI:'Q‘H - CH3'(CH2)10'I(:'O:+
/0\ +H* 0 +H* :0: \ H
H,C H H;,C / H,C /
H
/
-H,0 0 - On
I n .
-—= CH(CH)Cr < CH.(CH,),-C-0-CH,
+H,0 On HHE
H.C / Ester metilico



Capitulo 5. OBJETIVOS.

General.

5.1 Implementar [a técnica de cromatografia gas-liquido en el andlisis de los dcidos
celulares, para la identificacion de bacterias patdgenas aisladas de agua residual.

Particulares.

5.2.1 Aislar e identificar Salmonella typhi v Vibrio cholerae en agua residual proveniente de=
canal de la Ciudad de México.

5.2.2 Obtener el perfil lipidico de cepas tipificadas de Salmonella typhi y Vibrio cholerae, me
el andlisis de sus 4cidos grasos celulares, utilizando la técnica de cromatografia de gases—

5.2.3 Obtener el perfil lipidico de cepas de Salmonella typhi v Vibrio cholerae aisladas de
residual, previamente identificadas por el sistema miniaturizado API 20 E.

5.2.4 Caracterizar cepas de bacterias patdgenas aisladas de agua residual, por el andlisis C
ésteres metilicos de sus acidos grasos celulares.

Alcances.

5.3.1 Utilizar la técnica como andlisis de rutina, en el laboratorio de microbiologia del Institu
Ingenieria de la Universidad Nacional Auténoma de México.

5.3.2 Difundir la técnica implementada como un meétodo preciso para la identificacion de bac
patdgenas en el ambiente.




Capitulo 6. JUSTIFICACION.

Los estudios de contaminacién en microbiologia del agua. se enfocan principalme
determinacién de organismos coliformes (enterobacterias). Estos microorganismos, son
indicadores de contaminacién fecal y en consecuencia representan un peligro potencial
salud, ya que las enfermedades infecciosas més comunes provocadas por la ingestién ¢
contaminada incluyen, campilobacteriosis, célera, gastroenteritis por E. coli enterotoxi
salmonelosis, fiebre tifoidea y shigelosis.

Debido a los inconvenientes que implica el uso de técnicas convenciona
identificacién para microorganismos; es necesario implementar nuevas técnicas.

La identificacién de bacterias por cromatografia de gases, es una excelente alter
Esta técnica, tiene superioridad respecto a las técnicas convencionales. va que disminuye ¢
humano y reduce el tiempo del proceso total en la identificacidn.

Por ofra parte, apoya la informacién con respecto a las pruebas bioquimicas. y
consecuencia de esto. se intensifica la posibilidad de desarrollar investigaciones bacteriol
en diversas areas de interés, como es el caso de: el 4rea clinica, la industria aliment
desarrollo agricola, la prosperidad ecolégica y en general las investigaciones ambientales.

El andlisis por cromatografia gas liquido, es una técnica que ha sido utilizada
identificacion y clasificacion de una gran variedad de microorganismos, incluyendo miemt
la familia Enterobacteriaceae, en paises desarrollados como: Francia (Urdaci, 1990); Rer
Checa (Hausler, 1989); Estados Unidos (Lambert, 1983 y Johnson, 1989) y Espafia (Mont:
Séanchez, 1988) entre otros.

La relevancia de la investigacion se adquiere, en gran medida, por que se ha comprot
persistencia de bacterias patogenas en aguas de desecho y en redes de distribucion, ademas d
limitado desarrollo que existe en investigaciones de tipo ambiental, en los paises latinoameri
Por esta razon, es necesario apresurar el progreso en los sistemas de identificaci
microorganismos que afectan directamente al hombre y su ambiente.

En este contexto, es de suma importancia tomar en consideracion, que el desarrol
trabajo en el laboratorio, debe ser estandarizado para obtener resultados confiables
identificacion y clasificacion de las bacterias de interés. De tal forma, que a pesar de ¢
cromatografia gas liquido para determinar 4cidos grasos celulares en bacterias, ha sido utiliz
paises desarrollados, atn no se ha adoptado como prueba rutinaria en los labor:
microbiologicos en México.



Capitulo 7. METODOLOGIA.

La presente investigacion, forma parte de la linea de trabajo sobre desinfec-
bacteriologia ambiental que se desarrolla en la Coordinacion de Ingenieria Ambien
Instituto de Ingenieriade la U. N. A. M.

7.1 Siembra de hisopos en agua residual.

Entre los meses de junio v agosto de 1998 se realizaron 6 muestreos en una pla
bombeo del gran canal de la ciudad de México.

Para aislar las bacterias de interés a partir de agua residual, se colocaron 2 hisopos de
por muestreo en la corriente de agua durante18-24 h, para el aislamiento de V. cholerae, ¢l his
transporté en medio cary blair y parara aislar S. fyphi, el hisopo se transportd en caldo tetratior

7.2 Aislamiento de Vibrio cholerae.

Una vez en el laboratorio se sembraron 10 mL del medio de transporte en un me
enriquecimiento, Agua Peptonada Alcalina, doble concentracion (APA [2]) para log
proliferacién de la bacteria, la cual se incubé a 37°C por 6 b, se continud con la incubacién hs
h.

Transcurridas las 6 horas se sembro en agar selectivo TCBS (tiosulfato citrato bilis sa
por estria cruzada para obtener colonias perfectamente aisladas y facilitar la distincion de cx
con las caracteristicas propias de V. cholerae, amarillas, lisas, pegajosas, opacas y corn
repitiendo el proceso después de 24 h de incubacion

Una vez seleccionadas las colonias caracteristicas, se sembrd en agar Kligler tubo inx
por picadura y estria para tener mayor selectividad y se eligieron aquellas que presentar
reaccion K/A (alcalina/dcida), sin formacién de gas ni de HpS.

Los cultivos seleccionados se sembraron en placas de agar BHI (Brain Heart Infusio
incubé por 24 h a 37°C para purificar el cultivo y proceder 2 la identificacion de las bacterias.



7.2.1 Prueba de oxidasa.

A partir de los cultivos en agar BHI se tomé una colonia perfectamente aislada
aplicador de madera estéril y se colocé en papel filtro impregnado con el rectivo 4 N, tetra
fenilendiamina, seleccionando los cultivos que dieron una reaccién positiva (la colonia se to
color violeta intenso) al oxidar el reactivo.

. 7.2.2 Identificacién por API (Analitical Profile Index) 20E.

Las bacterias aisladas de las muestras de agua residual cruda se identificaron por el
miniaturizado comercial de identificacién API 20 E bioMerieux, como se describe en |
técnica, Biomérieux, 1997. Los aislamientos fueron identificados usando como testigo la ce
V. cholerae ATCC 14035.

7.2.3 Serologia de Vibrio cholerae

Una vez identificadas las cepas de V. cholerae, se realizé la prueba serolégic
determinar si estas poseen el antigeno O del grupo 1. Esta prueba consistié en colocar una ¢
antisuero polivalente y posteriormente una asada del cultivo en cuestion, se mezcld perfectan
se observo la aglutinacion con el suero.

Al determinar esto, las cepas se catalogaron como V. cholerae O1 (aglutinaron
cholerae No-O1 (no aglutinaron).

7.2.4 Determinacion de la toxina colérica.

La toxina colérica se determiné por la prueba de aglutinacién en latex con el kit cor
VET-RPLA (ficha técnica, kits detection toxin, Oxoid). El cual tiene el propésito de dete
toxina LT (termol4bil) y la toxina colérica (CT) en cultivos fluidos.

7.3 Aislamiento de Salmonella typhi

El hisopo colectado en el medio de transporte se incubé a 44.5°C; después de 6 h se s
en 10 mL de caldo tetrationato y se continué con la incubacién a 44.5° C; simultaneame



sembrd en agar selectivo de sulfito bismuto v en agar S-S (Salmonella y Shigella) por estria ¢t
estas placas se incubaron a 37°C por 24 h; el medio de enriquecimiento original se dejé incub
44.5°C y se siguié resembrando en los medios selectivos ya mencionados cada 24 h.

A partir de los medios selectivos se seleccionaron las colonias caracteristicas de Sa/mon
opacas, transparentes, trashicidas v generalmenie hisas en agar S-S y colonias negras con
metalico y un alo traslicido en agar sulfito bismuto.

Una vez seleccionadas las colonias caracteristicas, se sembrd en agar Kligler por picas
estria y se incubé a 37°C por 24 h: para una mayor selectividad se eligieron aquellas que prese:
una reaccidon K/A (alcalina/dcida). con ¢ sin formacion de gas y presencia de HS.

Para purificar el cultivo, sembré en placas de agar BHI que se incubaron por 24 h
para proceder a la identificacion de las bacterias.

7.2.1 Prueba de oxidasa.

A partir de los cultivos en agar BHI se tomé una coloma perfectamente aislada c«
aplicador de madera estéril y se colocé en papel filtro impregnado con el rectivo 4 N, tetrame
fenilendiamina, seleccionando los cultivos que dieron una reaccion negativa (no se produce ¢z
de color en las colonias).

7.2.2 Identificacién por API (Analitical Profile Index) 20E,

Las bacterias aisladas de las muestras de agua residual cruda se identificaron por el si
miniaturizado comercial de identificacion API 20 E bioMeérieux, como se describe en la
técnica, Biomérieux, 1997. Los aislamientos fueron identificados usando como testigo la cepa t;
ryphi ATCC 0779.

7.3 Conservacion de cepas.

Una vez aisladas e identificadas las bacterias de interés, se conservaron en agar base s
tubo inclinado, posteriormente se identificaron por la técnica implementada.

Los cultivos de la cepa tipificada y los aislamientos de V. cholerae se mantuvieron er
base sangre tubo inclinado con 2.5% de NaCl a temperatura ambiente, mientras que la cepa ti
S. typhi vy los aislamientos se mantuvieron en agar base sangre tubo inclinado a 4°C.



7.4 Cepas de referencia.

Los perfiles lipidicos que sirvieron como patrones de comparacion, provienen de ¢-
puros de una cepa tipificada, para este fin se utilizaron cepas ATCC (American Type C
Collection) con lo que se garantiza identidad fidedigna y estabilidad genética de las células, €
estudio se utilizaron cepas de V. cholerae ATCC 14035 y S. nphi ATCC 0779.

7.5 Extraccion de los metil ésteres de los dcidos grasos celulares.

La implementacién de la técnica se inicid con el ensayo y error, para o cual, se util
cepas tipo de cada especie, ademas de acondicionar el equipo y probar su funcionarr
inyectando diferentes solventes y el estandar.

Para implementar la técnica se hicieron una serie de pruebas, en donde se tomo dife
cantidades de biomasa. no se selld con cinta teflon los tubos al momento de la metilacidn.
principalmente se inyectaron diferentes volurnenes de muestra sin evaporar, ya que la biblio;
no especificaba que habia que evaporar. Finalmente estas variables se homogeneizaron
sigui6 el siguiente procedimiento para la extraccidn.

A vpartir de las cepas en conservacion, la bacteria se sembrd en forma masiva en placa
25 ml de agar soya tripticasa BBL lote 1000DODHSM, se incubé a 28°C por 24 |
Posteriormente la masa bacteriana (aproximadamente 40 mg) se deposito en el fondo de un tu
cultivo (13 X 100 mm) limpio v previamente lavado con hexéno.

Saponificacion: al tubo con la masa bacteriana se le adhicion61.0 mL del reactr
saponificacidn que contiene 45g de hidréxido de sodio, 130 mL de metanol y 150 mL de
destilada. El tubo se sello perfectamente con cinta de teflén y se agité en vértex por 5 a 10 segu
posteriormente se incubd en bafio de agua a 100 °C por 5 minutos, se agité nuevamente en \
por 5 a 10 segundos y se continud con la incubacion a 100 °C por 25 minutos.

Se enfri¢ perfectamente y se adicionaron 2.0 mL del reactivo de metilacidn, ¢l c
compone de 325 mL de 4cido clorhidrico 6.0 N y 275 mL de metyl alcohol, sellando los
perfectamente con cinta teflon, se agité en vortex por 5 a 10 segundos y se incubd a 80 = 1°C
+ 1 minuto en bafio de agua y se enfrio rapidamente. Este paso es de primordial importancia, |
que no debe variar ni el tiempo ni la temperatura de incubacion.

Los ésteres metilicos de los 4cidos grasos fueron exfraidos adicionando 1.25 mbL d
mezcla 1:1 de hexdno-methyl terbutil ether y se selld perfectamente. Se agitd en un ag
vasculante durante 10 minutos para después remover la fase acuosa del fondo y desecharla; la
donde se encuentran los ésteres metilicos (capa superior) se conservo en el tubo.



Lavado: se adicionaron 3.0 mL de hidréxido de sodio v se agitd lentamente du
minutos en el agitador vasculante, finalmente se recupers la fase superficial (aproximadamen
partes} que se observa en el tubo y se transfiri6 a un frasco vial de 2 mL, la muestra se evapo
aproximadamente 10 pL con nitrégeno gas, de esta muestra. se tomaron 3 pL para inyec
cromatégrafo.

7.6 Analisis cromatografico.

Las muestras de los metil ésteres de los acidos grasos celulares se analizaron
cromatografo de gases Hewlett Packard modelo 6890. Los acidos grasos de las bacte
separaron en una columna capilar modelo HP No. 19091B-102 Ultra 2, 5% de phenyl
silicona (25.0 m de largo X 200 pum de didmetro interno X 0.3 um de espesor).

Para el andlisis de las muestras se construy6é un programa de temperaturas |
columna: temperatura inicial de 170°C con una rampa de 5°C por minuto hasta alcanzar
después del analisis la temperatura se incrementé hasta 300°C durante 5 minutos para lim
columna.

El instrumento estd equipado con un detector de ionizacién de flama (FID) el ¢
estuvo operando a 270°C. La temperatura del inyector fue de 250°C. Se utilizo cor
acarreador el nitrégeno con una velocidad de flujo total de aproximadamente 22.3 mL/mir
tamarfio de muestra inyectado fue de 3 pL.

Los picos de los metil ésteres para el caso de S. fyphi, fueron identificados compara
tiempo de retencién con un estdndar conocido de 26 auténticos ésteres metilicos p
identificacién de bacterias SUPELCO 4-7080 . diluidos en metil caproato, que se inye
diariamente y analizaron bajo las mismas condiciones que las muestras,

Sin embargo esta mezcla de A4cidos grasos es utilizada sélo para la f
Enterobacteriaceae, por lo que para el caso de V. cholerae se adicionaron 5 ésteres me
debido a que esta especie pertenece a la familia Vibrionaceae.

El equipo cuenta con una estacién de trabajo y un software Chemstation que ¢
automaticamente el porcentaje de las areas para cada pico.

Se realizaron 55 determinaciones para la cepa tipo de V. cholerae ATCC 14035 y 5
S. pyphi, ATCC 0779. El punto de interés son los acidos grasos con el niimero de atom
carbono en el intervalo de 9 a 20. Los 4cidos con una cadena mas corta aparecen como proc
intermedios y no se tomaron en consideracion.

Se determinaron 10 repeticiones para cada aislamiento en ambas especies.

Los picos de importancia se identificaron al comparar los tiempos de retencién c
cromatograma estandar y se analizo la informacion.



Se caleulé la media aritmética para los tiempos de retencién de cada cepa tipific
como para cada cepa aislada. En el caso de las 4reas se calcularon los porcentajes para ¢
tomando en cuenta el total de las dreas presentadas en cada cromatograma y se obtuvo |
de los porcentajes.

De igual manera se calculé desviacién estandar, como medida de variacion para ca
metilico de los acidos grasos celulares tanto respecio a las dreas de los picos, como a los
de retencion.

Asi mismos se calculo el intervalos de confianza para los tiempos de retencién.
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Capitulo 8. RESULTADOS.

8.1. Aislamiento de Vibrio cholerae

De los seis muestreo que se realizaron en agua residual de! gran canal de la Cit
Meéxico se aislaron 25 cepas de V. cholerae.

El aislamiento se obtuvo a partor de la seleccidn de colonias caracteristicas en
selectivo de TCBS: colonias pequefias (1-2 mm de didmetro), amarillas planas, liger
convexas, “pegajosas”, con centro opaco y periferia traslicida.

Otra de las prucbas selectivas para colonias presuntivas de V. cholerae es la sien

agar Kligler, en donde se observé una reaccion alcalina/gcida (K/A). sin produccion de ga
H,S; dicha reaccion permiti6 la diferenciacién presuntiva temprana de los cultivos.

8.1.1 Prueba de oxidasa.

Seleccioné las cepas que tuvieron una reaccién positiva, (colonia color violeta
reaccién permitio la diferenciacion preliminar de las cepas seleccionadas.

8.1.2 Identificaciéon por API (Analitical Profile Index) 20E.

Fue posible aislar 5 cepas en promedio por muestreo en el agua residual, por lo ¢
obtuvieron un total de 25 cepas de V. cholerae identificadas por el sistema miniaturizads
20E (fig. 6). De las cuales se seleccionaron 15 para ser identificadas por la técnica implemer
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Fig 6. Hoja de resultados para la identificacion de Vibrio cholerae mediante la
técnica comercial API 20E.

8.1.3 Serelogia de Vibrio cholerae

Realicé la prueba serol6gica a los cultivos de V. cholerae, para detectar la preser
antigeno O somatico termoestable, y se determiné que 24 cultivos no aglutinaron con el ani
Ol. En una de las muestras se aislo una cepa de V. cholerae que aglutiné con el antisue
polivalente, la cual present6 caracteristicas de rugosidad.

De forma tal que estamos hablando de V. cholerae O1 causante del colera epidémice
resultado adquiere relevancia, debido a la practica comin del reuso de agua residual no trat
nuestro pais.

8.1.4 Determinacion de la toxina colérica.

Se llevé a cabo la determinacién de la toxina colérica, con un sistema comercial
RPLA de Oxoid a todas las cepas aisladas. Ninguna cepa produce la toxina colérica, inclu
la de V. cholerae Ol. Sin embargo, las cepas se enviaron a corroborar al Instituto Nacior
Referencia Epidemioldgicos con los mismos resultados.



8.2 Aislamiento de Salmonella typhi

Del agua residual del gran canal de la Ciudad de México que analicé, en los seis mue
detecté la presencia de S. typhi. La identificacion de esta bacteria se realizd como se describe
metodologia con los siguientes resuftados:

Se reconocieron colonias tipicas en agar Sulfito Bismuto (negras con brillo metalico
agar S-S (opacas, transparentes, trashicidas y generalmente lisas). De cada medio selecci
colonias tipicas.

Dichas colonias se sembraron en agar kligler y observé una caracteristica muy interesz
es que los cultivos no produjeron H,S, aunque si hubo gas y la reaccién a la utilizacion «
azucares fue A/A.

En un inicio se optd por-desechar estos cultivos, sin embargo al observar la recurren
esta caracteristica, la alternativa fue identificar estas cepas aisladas.

8.2.1 Prueba de oxidasa.

La diferenciacién preliminar de la prueba de oxidasa, dio como resultado que los cu
presuntivos mostraron una reaccion negativa, es decir que las colonias no cambiaron de colo

8.2.2 Identificacion por API (Analitical Profile Index) 20E.

Determiné que las cepas aisladas fueron identificadas por el sistema API 20E
Salmonella spp (fig 7), obtuve un total de 34 cepas. Para fines practicos, seleccione 9
identifique por cromatografia con resultados muy importantes para la aplicacion de mi té
los cuales se mencionaran més adelante.
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Fig 7. Hoja de resultados para la identificacién de Salmonella spp mediante la
técnica comercial API 20E.

8.3 Conservacion de cepas.

Los cultivos de la cepa tipificada y los aislamientos de V. cholerae se mantuvieron er
base sangre tubo inclinado con 2.5% de NaCl a temperatura ambiente, mientras que la cepa t
S. nyphi y los aislamientos se mantuvieron en agar base sangre tubo inclinado a 4°C.

De estos cultivos se seleccionaron las cepas a identificar por cromatografia de gases.

8.4 Identificaciéon de las bacterias mediante sus ésteres metilicos.

La implementacion de la técnica se inici6 con el ensayo y error, para lo cual, se utili
cepas tipo de cada especie, ademds de acondicionar el equipo y probar su funcionam
inyectando diferentes solventes y el estandar.

Para implementar la técnica se hicieron una serie de pruebas, que después de hacer s
ensayos se fueron complementando.

Inicialmente se tomaron diferentes cantidades de biomasa, se dividié la caja en-cuads
y se tomd la masa bacteriana del primer cuadrante, sin embargo al momento de hac
metilacion, algunos tubos se llenaron de agua y otros se evaporaron, se optd por sellar los
con cinta teflon.



El volumen de muestra que se inyectd inicialmente fue de 1 L. sin emb:
observaron picos poco definidos y muy pequeiios, posteriormente se inyectaron 2, 3 y !
muestra inmediatamente después de haber extraido los ésteres, sin embargo se presentd el
problema. Al observar esto, y revisar diferentes técnicas en la bibliografia, se opt6 por e
la muestra con nitrogeno gas a diferentes volimenes, 50, 25 v 10 pL. Observé que
volumen de 10 pL se presenté mejor definicion en los picos al inyectar 1 ul de mues
embargo cuando inyecté 2 y 3 pL, los cromatogramas emitidos tuvieron mejor calidad.

Finalmente estas variables se homogeneizaron y obtuve un procedimiento defini
construir los perfiles cromatograficos con las cepas tipo.

La construccién de los perfiles lipidicos para cada especie se hizo totalmente con
tipo de cada una de las especies al tiempo en que se realizaban los aislamientos del agua r
los cuales fueron identificados por el sistema comercial API 20 E y conservados c
mencioné en la metodologia.

Para definir el perfil de cada especie fue necesario identificar individualmente lo
que componen el cromatograma y que corresponden a un éster metilico. La designacion «
acido graso, se hizo comparando el tiempo de retencién de cada pico, con el presentado
estandar comercial de ésteres metilicos de acidos grasos para enterobacterias SUPELCO
(Bacterial Acid Methyl Esters) Cat. 4-7080 Lote No. LA-69713] (tabla 3, fig. 8), el ¢
analizado diariamente bajo las mismas condiciones de operacién del equipo.

Dicho estdndar se complemento con 5 ésteres metilicos para identificar V. choler
cuales se identificaron fundamentalmente con el apoyo bibliogrifico, tomando en cue
perfiles publicados para esta bacteria por Lambert, 1983 vy Urdaci, 1990.

Es necesario aclarar que esta decision se tomo por la recurrencia de estos picos el
los perfiles obtenidos y que ademas coincidian con los reportados en la bibliografia.

En lo subsiguiente me referiré de igual manera cuando hable de ésteres metilice
acidos grasos, sin embargo recordemos que los metil ésteres son una modificacién de los
grasos celulares, ya que los &cidos grasos no se pueden analizar cromatograficamente com
y fueron extraidos por medio de una esterificacién con alcohol metilico obteniéndose entor
éster metilico.

Asi la terminacién afo corresponde a los ésteres metilicos, mientras que la termi
oico corresponde a los acidos grasos.



Tabla. 3 Bacterial Acid Methyl Esters CP ™ Mix, Catalog No. 1114
Esta mezcela contiene un total de 10mg/mi del metil esteres en

methyl caproato

Saimonelia nphi Vibria cholerae
Nombre Nomenclatura | Nombre Nomenclatura
Me. undecanoato 11:0 Me. undecanoato 11:0
Me. 2-hydroxydecanoato 2-OH 10:0 Me. 2-hvdroxydecanoato 2-OH 10:0
Me. dodecanoato 12:0 Me. dodecanoato 12:0
Me. iso decenoato i13:1 *
Me. tridecanoato 13:0 Me. tridecanocato 13:0
Me. 2-hydroxydodecanoato 2-0H 12:0 Me. 2-hydroxydodecanoate 2-0H 12:0
Me. 3-hydroxydodecanoato 3-0H 12:0 Me. 3-bydroxydodecanoato 3-OH 12:0
Me. iso tetradecanoato i14:0 *
Me. tetradecenoato i4:1 *
Me. tetradecanoato 14:0 Me. tetradecanoato 14:0
Me. 13-methyltetradecancato i-15:0 Me. 13-methyltetradecancato i-15:0
Me. 12-methyltetradecancato a-15:0 Me. 12-methyltetradecanoato a-15:0
Me. pentadecanoato 15:0 Me. pentadecanoato 15:0
Me, 2-hydroxytetradecanoato 2-OH 14:0 Me. 2-hydroxytetradecanoato 2-0H 14:0
Me. 3-hydroxytetradecanoate 3-0H 14:0 Me. 3-hydroxytetradecanoato 3-OH 14:0
Me. 14-methylpentadecanoato -16:0 Me. 14-methylpentadecanoato i-16:0
Me. cis-9-hexadecenoato 16:1° Me. cis-9-hexadecenoato i6:1°
Me. heptadecenoato 16:1' *
Me, hexadecanocato 16:6 Me. hexadecanoato 16:0
Me. heptadecenoato 17:1 *
Me. 15-methylhexadecanoato i-17:0 Me. 15-methylhexadecanoato i-17:0
_Me. cis-9,10 methylenbexadecanoate  17:0>° Me. cis-9,10-methylenhexadecanoato  17:0°%°
Me. heptadecanoato 17:0 Me. heptadecanoato 17:0
Me. 2-hydroxyhexadecanoato 2-OH 1620 Me. 2-hydroxyhexadecanoato 2-OH 16:0
Me. ¢cis- 9,12 octadecadienoato 18:2%12 Me. cis- 9,12 octadecadieneato 18:2%4*
Me. cis- 9 octadecencate 18:¢° Me. cis- ¢ octadecenoato 18:1°
Me. trans- 9 octadecenoato & 18:1° Me. trans- 9 octadecenoaic & 18:1°
cis-11 octadecenoato 18:1% cis-11 octadecenoato 181"
Me. cis-12 octadecenoato 18:112 »+
Me. octadecancato 18:0 Me. octadecanoato 18:0
Me. cis-9,10 methylenoctadecanoato  19:0%"° Me. cis-9,10 methylenoctadecanoato  1%:0°°
Me. nonadecanoato 19:0 Me. nonadecanoato 19:0
Me. eicosanoato 20:0 Me. eicosancato 20:0

Me. metil éster

mimero a [a izquierda de Jos dos puntos indica el niimero de dtemeos de carbono en la cadena
0,1y 2 ala derecha de los dos puntos indica ¢l nimero de dobles ligaduras en la cadena
superindice indica la posicién de la doble ligadura

9,10, 11 ¥ 12

i a Ia izquierda del nimero da carbonos indica una cadena ramificada con el grupo metil en posicion iso
* se anexaron a la identificacion de manera bibliografica
** ge anex6 fisicamente a la mezela (SIGMA 09881)



No. Nembre N latura
i Me. gtidecansato ¢ 110
2. Me. 2-hydroxydecanoato 2-0H 10:0
3. Me. dodecancato 12:0
4 Me. tridecancate 13:4
-3 Me. 2-hydroxydedecanoato 20H12:0
6. Me. 3-hydrozydodecancate 3-OH 20
7 Me. tetradecanoate 14:0
£ Me. 13-metiyltetradecatioate +15:0
9. Me. 12-meethyltetradecinoate 215:0 22
18. Me. pentadecanoato 15:0
11 Me 2-hydrexytetradecansate 2-0H 140 1 5
1% Me. 3-hydroxytziradecanoate 30H 14:0
13 Me. 14-methylpentadecancate 16:0
14 Me. cis-3-hexadecencato 167
15, Me. hexadecaneatn 16:9
16 Me. 15-methyihexadecanoato £17:0
17, Me. cis-9,10 methylenheradecansate 17:0°° 8
18 Me, heptydecancate 17:0
19. Me, 2-hydreryhexadecanoato 2L0H 16:0
28. Me. cis- 9,12 actadecadienoxts 8:2°%2
21 Me. cis- 9 sctadectuosto 18:1°
22 Me. trans- 9 sctadecenoato & 18:1°
cis-11 octadecenaats 181 23
I3 Me. sctadecanoate 18:0
24 Me, cis-9,10 methylenociadecancate 19,570 14 16 26
25 Me. pomadecanaato 19:0
_2%. Me o 20:0
7 10 4o
4 9
3
6
1
5
2 1"
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Fig 8. Cromatograma de los metil ésteres de 4cidos grasos, para identificar enterobacterias: Bacterial
Acid Methyl Esters CP ™ Mix. Catalog No. 1114, Esta mezcla contiene un total de 10mg/ml
del metil esteres en methy! caproato analizados en una columna capilar de metil fenil silicona.



El perfil cromatografico de V. cholerae ATCC 14035 se compone de 15 ésteres i
perfectamente definidos, que se presenta en el cromatograma de la fig. 9; de acuerdo al o
elucién, dichos componentes se listan en la tabla 6.

La comparacién de los cromatogramas obtenidos, con el estindar comercial, p
conocer la identidad de 10 ésteres metilicos que forman parte del perfil de V. cholerae
14033, sin embargo, al apreciar la constancia de otros cinco picos, recurri a la bibliog
comprobé que los reportes hechos por Urdaci en 1990 y Lambert en 1983 coincidian con «¢
que obtuve y de esta manera se identificaron los cinco acidos grasos que componen el p
13:0, i-14:0, 14:1, 16:1", 17:1).

Es importante mencionar, que no se pudo identificar estos acidos grasos con el e
comercial Supelco 4-7080 Lote LA69713, debido a que se refiere que dicho estandar es col
para identificar Unicamente miembros de Ia familia Enterobacteriaceae, y no existe un e
comercial para la familia Vibrionaceae a la cual pertenece esta especie.

Tabla. 6 Constitucién de los esteres metilicos de Vibrio cholerae ATCC 14035.

Formula Ester metilico Acido graso correspondiente
Cil3:1 Me. iso tridecenoato iso tridecenoico
C 3-GH12:0 Me. 3-hydroxydodecanoato 3-hydroxydodecanocico
Cil40 Me. iso tetradecanoato iso etradecanoico
C 14:1 Me, ietradecencato Tetradecenoico
C 14:0 Me. tetradecanoato Tetradecanoico
C 150 Me. pentadecanoato Pemadecanoico
C 3-OH 14:0 Me. 3-hydroxytetradecanoato  3-hydroxyteradecanoico
C i-lo: Me. i4-methylpentadecanoato 14-methylpentadecanoico
C 16:1° Me. cis-9-hexadecenoato cis-9-hexadecenoico
C 161" Me. cis-11-hexadecenocato cis-]11-hexadecenoico
C 160 Me. hexadecanoato Hexadecanoico
C 171 Me. heptadecenoato Heptadecenoico
C 170 Me. heptadecanoato Heptadecanoico
C 18:1 Me. trans-12 octadecenoato & trans- 9,12 octadecenoico &

C 18:0

cis-11 octadecenoato

. octadecanoato

cis-11 octadecenoico
Qctadecanoico
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Fig 9. Cromatograma representativo de los metil esteres de los acidos grasos celulares de Vibrio
cholerae ATCC 14035, separados en una columna capilar de metil fenil silicona.



Después de haber definido el perfll, se identificaron 5 cepas de Vibrio chole
fueron aisladas del agua residual e identificadas previamente por el sistema comercial API

El perfil lipidico de estos aislamientos corresponde al obtenido para la cepa tipo e
se observaron exactamente los mismos 15 metil ésteres (fig. 10), lo cual permite iden
estos aislamientos como V. cholerae y se corrobora el resultado con la téenica come;
referencia utilizada.

Para cerciorarme de la eficiencia de Ia técnica, seleccioné directamente de agar s
TCBS colonias tipicas de V. cholerae, las cuales sembré en agar de soya tripticasa para
los ésteres metilicos. Las dos cepas mostraron exactamente el mismo perfil que la cepa tip
las cepas aisladas previamente identificadas por API 20 E.
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Fig 10. Cromatograma representativo de los metil esteres de los acidos grasos celulares de Vibrio chole
aislado del gran canal de la Ciudad de México separados en una columna capilar de metil fenil silicor



Las dos cepas identificadas directamente por cromatografia no se incluyen en la
por que solo se tiene un dato para cada acido graso.

Los tiempos de retencién promedio (y su desviacién estdndar) de la cepa tipo
14035 y de los aislamientos en agua residual, se muestran en la tabla 7.

Tabla. 7. Promedio y desviacién estandar de los tiempos de retencién de los esteres
metilicos de los acidos grasos celulares de Vibrio cholerae ATCC 14035 y
Vibrio cholerae aislado del gran canal de la Cd. de México

Vibrio cholerae -
STD 14035 STD 0015 8016 0017 0018 0021
Cepa tipo ) aislamientos

Xuo X X e Xao Xuao X Xueo Xaog
i-13:1 e 690 o5 —— 688 oy 69wy 69240y, 6.91 goy 621 ooy
3-0H 12:0 876 0wsy  8.74 pony 8.74 g0z BBuwm B87lpm 87Twe 8750w 8.75 poy
j-14:0 — 94504 — 9400  948am 952am  94Tem 947 gan
14:1 - 9.57 won  —— 95400 938pey 96000y 958 0m 959 (9007
14:0 987 0o 98500 9.85 woxy 983wem 986 98700 9.85 003 9.84 pyy
15:0 119501 118501 11 84 gos; 17991, 118401, 118341 119000, 1187 00
3-0H 14:0 1259003 1233 o9 1261 o1y 1256 01y 1261 g 126400 12660, 1261 0o
i-16:0 1300 psy 1293 41y 1292 o1y 128501y 1294401 2820w 1298 gm 1302 4o
16:1° 1358 porsy  13.56 0oey £3.50 010 135301n 135900y 135844y 356005 1355 ©us
T3S L — 13.65 0os —— 13640m 13.650m 136500, 13660 13.64 oo
16:0 1397 woay 1391 gog 13 68 15 139200 138241y 13% g0, 1393pm 1392 gw
17:0 53901  [540 g 13.28 01y 153%0on 154001 153904, 15400y 1544 000
17:1 e 16.58 29 B 158801 1590em 15870sn 1612404 162204
18:1 1743000 1741o0s 17380, 17380m 173%0m 17400, 17420m 1741 oo
18:0 179 pmn 17%00m 179000 178900, 179200 1790, 1787005 1790 poo

ATCC (American Type Culture Collection).

STD (Estandar)

G. C. (Gran Canal)

X (promedip)

d. e. {desviacidn estandar)
-—— Picos 1dentificados bibliografia

En general se observa que los tiempos de retencién se mantuvieron estables tant
estandar como en los aislamientos, esto permitié la identificacién de los picos sin dificult
desviaciones estandar obtenidas en el analisis cualitativo, son en general bajas con valc
0.007 a 0.1; lo que demuestra que la identificacion cualitativa de los acidos grasos con
sus tiempos de retencion es una caracteristica estable y reproducible (tabla 7).



En la tabla 8 se muestran los intervalos de confianza del 95% de p. en donde obse:
que los tiempos de retencién permanecen homogéneos. Los datos obtenidos permanecen
de los intervalos de confianza calculados.

Tabla. 8. Intervalos de confianza del 95% para los tiempos de retencion de los esteres
metilicos de los acidos grasos celulares de Vibrio cholerae ATCC 14035 y
Vibrio cholerae aislado del gran canal de la Cd. de México

Vibrio cholerae
STD 14635 STD 0015 0016 0017 0018
Cepa tipo Afslamientos
i-13:1 e 684-695 e 6.82-6.93 687-694 688-695 683-696 61
3-0OH 12:0 8.74-877 856-891 869-8.78 867-8.78 867-5.04 871-882 86%-880 85
i-14:0 r—a—e 862-1027 - 916-963 944-951 928973 943-9.50 94
14:1 e 9.49-9.64 oeee 9.48-959 9.54-9.61 938-961 934-961 95
14:6 982-990 981-988 9.78-991 9.77-9.88 9.84-987 983-99 979-990¢ 98
15:0 IL71-1218  1159-12.10 1167-1200 1155-12.02 1162-1205 1161-1204 1186-1193 117
3-OH 14:0 [236-12.81 1215-1250 1238-1283 1236-1275 1241-1280 1248-1279 1262-1269 124
i-16:0 127V -1330  1257-1328 [257-1326 1239-1285 1258-1329 1266-1297 1232-13.03 126
16:1° 15.53-13.62 13.44-1367 [3.17-1382 1329-1376 13.55-1362 13356-1339 1350-1361 134
16:14 - 1355-1374 e 1338-1369 13.63-1366 1363-1366 13.46-1385 3.5
16:0 13.75-1406  1379-14.02 1329-14.06 13.86-1397 1360-1403 1392-1395 1387-1358 138
17:0 1516- 1561 1520-1559 15031552 1525-1562 1516-1563 1515-1562 1512-1567 154
17:1 — 1601-17 14 ——— 1527-1648 1535-1644 1483-1690 [578-1645 162
18:1 17.35-1742 [7.28-1751  1714-1761 17.08-17.57 1721-1736 1742-3745 1738-1745 173
18:0 1783-1796 1784-1795 1784-1795 1783-1794 1786-1797 17962-7995 17.74-1793 178

14033 = Cepa tipo
0015, 0016, 0017, 0018, 0021 = Aislamientos de agua residual

X {promedi10)

d. e. {desviacion estandar
————— Picos 1dentificados bibliografia

Se sabe que el 4rea producida por cada pico es proporcional a la concentraci
componente, donde el area va a ser especifica para cada componente; y su valor dependera
propiedades fisicas, quimicas y del principio de deteccion. Esto puede usarse para determ
concentracion exacta de cada uno de los componentes. La exactitud obtenida por cromatc
de gases va a depender de la técnica usada de inyeccion, detector, método de integra
concentracion de la muestra. En todas cepas, tanto cepa tipo como aislamientos se obses
comportamiento muy similar respecto a la abundancia del total de acidos grasos encon

(tabla 9).



Tabla. 9. Concentracion en porcentaje (%) equivalente a las areas bajo la curva de
los esteres metilicos de los acidos grasos celulares de Vibrio cholerae
ATCC 14035 y Vibrio cholerae aislado del gran canal de la Cd. de

México
Vibrio cholerae
STD 14035 0015 0016 171) 3 0018 0021
Cepa tipo
i-13:1 m—— 2.60 (o9 19 o 2300 2650300 O0l6pwy 32303y
3OH12:0 75370y 53lam  4220u 31641 567aes 11590 771,
i-14:0 aman 064 o4y 084 0, 066013 107035 02544 047w
14:1 —— 032 g 05261 035ges 0914w 015500 01000
14:0 877asn  T82usm  80lam 6999 9970w  Sldgem 794w
15:0 067wan 01%02 04402  041gen 01300 037005 01301
3OH14:0  347¢em 125026 14l 13%0s;  153pe  O06pm  0.88 os
i-16:0 290 s 27Basm 21w 308us  2Iluwm 834aem 333 um
16:1° 3740 a5y 4001 ey 39320wy 376804y 4019w 327441 3880 gm,
16:1Y - 6780a 7780 56001  T42u- 4500w 67lasy
16:0 1495 gsy 146404 143025 1635pm 14704+ 2273, oy 1427 j o5
17:0 1940 0630  L15am 1270w 00400 O150mm 0280
17:1 -— 02402y 030y 04lpm 021ge 03400  0.05 50
18:1 1318um 149520y 13.88cm 169201 1187w 7.6l ps 1484 44
18:0 0550m 04247  070pe 06700y  0224ps, 053¢ 03445

14035 = Cepa tipo
0015, 0016, 0017, 0018, 0621 = Aislamientos de agua residual

Los porcentajes de las 4reas calculados se muestran homogéneos, la desviacion e
es mayor con respecto a los tiempos de retencidn, sin embargo las fluctuaciones se det
naturaleza propia de los 4cidos grasos.

De las 55 determinaciones realizadas para la cepa tipo se construyé un per
embargo, para homogeneizar pequefias fluctuaciones en la concentracién (tabla 9), se co
un perfil cromatografico representativo para V. cholerae utilizando los promedios de los 1
de retencion y de las areas.

En la fig. 11; las barras representan el valor promedio dado en porcentaje del 4rea ¢
de cada acido graso cuantificado para la cepa tipo 14035.
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Fig 11. Perfil cromatografico obtenido de los promedios tanto en tiemnpo como en
area de los 55 cromatograma de los metil esteres de los acidos grasos
celulares de Vibrio cholerae ATCC 14035.

Los acidos grasos celulares (AGC) con mayor proporcién fueron, hexadecenoico
hexadecanoico (16:0) y octadecenoico (18:1), estos AGC son representativos de las bac
gram negativas.

En la evaluacién, se observé que el acido graso mas abundante para V. cholerae !
14035, es el correspondiente al cis 9 hexadecenoico, el cual mantiene su abundancia en |
corridas cromatograficas sin variacion considerable; esto es caracteristico de la f
Vibrionaceae segin Urdaci 1990.

Por otra parte observamos que hay 3 AGC con una abundancia modera
tetradecanoico (14:0), el cis 11 hexadecenoico (16:1'h y el 3 hydroxydodecanoico
proporcidn se encuentra en los intervalos de 8 y 5% aproximadamente. Mientras que los res
9 acidos grasos identificados se presentan con un porcentaje en abundancia muy bajo con n
de 3% en promedio.

Las desviaciones estandar calculadas para la concentracién de todos los 4cidos gras
Vibrio cholerae indican excelente estabilidad del anélisis, ya que la desviacién mas al



calculé en 5.23 y corresponde al 3-OH 12:0 cuyos motivos de variacion se explica
discusion.

El perfil cromatogrifico definido para S nphi, se determiné por el andlisis
cromatogramas representativos obtenidos a partir de la cepa tipificada para esta especie
0779. (fig. 12).

Con el uso de una columna capilar constituida por metil fenil silicona cor
estacionaria, se logrd la separacion de los ésteres metilicos de S, typhi.

La composicién del perfil se determind por el procedimiento de diferer

cromatografica con el estindar comercial antes mencionado que nos permitié identificar 1
(tabla 11).

Tabla. 1]. Constitucion de los esteres metilicos de Salmonella typhi ATCC 0779,

Férmula Ester metilico Acido grase correspondiente
C 110 Me. undecanoato. undecanoico.
C 120 Me. dodecanoato dodecanoico
C 14:0 Me. tetradecanoato tetradecanoico
Cils0 Me 13 metiltetradecanoato 13 metiltetradecanoico
C 150 Me. pentadecanoato pentadecanoico
C 2-CH i4:0 Me. 2-hidroxitetradecanoato 2-hidroxitetradecanoico
C 3-CH 140 Me. 3-hidroxitetradecanoato 3-hidroxitetradecanoico
C 16:1° Me. cis-9-hexadecenoato cis-9-hexadecenoico
C 16:0 Me. hexadecanoato hexadecanoico
C 170 Me. cis-9,10-metilenhexadecenoato cis-9.10-metilenhexadecenoico
C i8:1° Me. cis-9-octadecenoato ¢is-9-octadecenoico
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Fig 12. Cromatograma representativo de los metil esteres de los acidos grasos celulares de
Salmonelia typhi ATCC 0779 separados en 4na columna capilar de metil fenil silicona.
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Una vez definido el perfil cromatografico para Salmonella fyphi ATCC 0O
identificaron 9 cepas aisladas de agua residual e identificadas como Salmonella spp por el
comercial miniaturizado API 20E.

El perfil lipidico de S. fyphi ATCC 0779, fue exactamente el mismo que el observa
las cepas aisladas del ambiente, compuesto por 11 ésteres metilicos. Esto permite incluir
bacterias dentro de esta especie.

En los medios diferenciales, las colonias presuntivas de S. fyphi mostraron una mot
tipica para esta especie y sin embargo al identificar estos cultivos con el API 20E las ¢
identificaron como Salmonella spp, ya que no se observé la produccién de H,S, sin emb:
identificarlas por cromatografia, se observo exactamente el mismo perfil que en la cepa tip

Al observar esta caracteristica, seleccioné directamente dos colonias tipicas de Saln
typhi, en agar selectivo sulfito bismuto y las transferi a placas de agar soya tripticasa para
los ésteres metilicos. Obtuve perfiles iguales a la cepa tipo con algunas diferencias
abundancia pero los mismos picos. Este resultado me permiti6 identificar estas colonia:
Salmonella typhi.



El promedio de los tiempos de retencidn (y su desviacién estandar) de la cepa tipc
0779 v de los aislamientos en agua residual, se muestran en las tablas 12ay 12 b.

Tabla 12a. Promedio y desviacién estandar de los tiempos de retencion de los esteres metilicos de
los acidos grasos celulares de Salmonella typhi ATCC 0779 y Salmonella typhi aislado
del gran canal de a Cd. de México.

Saimonelia yphi
STD 0779 STD 0049 8050 0051
cepa tipo Aislamientos
Xae Xae Xao Xwe Xae Xwge
11:0 450 01 44500 4.36 gon 4.36 0o 4.38 gon 440 o
12:0 6.07 014 607 aos 599 w1y 6.05 ;033 6.04 qop 6.02 pon
14:0 8920 991 wos 985 0m 9.97 won 9.90 o 9.88 wox
i15:0 1097 pos 1094 504 10.88 1y 10.12 poy 1051 oy 10.92 ooy
15:0 11.92 gon 11.89 51 11.87 o1y 1190 ooy 1192 goy 11.92 goy
2-OH 14:0 1226 ¢ 14 12.31 woe 12.34 o5 12.29 nos) 1232 oy 12.31 woy
3.CH 14:0 1294 o 1293 o 1290 014 [2.85 0on £2.93 oop 12 90 o3
16:1° 1263 o1 13.61 13.57 posy 13.56 03 1362wy 13.59 oy
16:0 139 e 13.98 4. 1397 o1y 13.94 ooy 14.00 ooy 13.96 oy
17:0 1573 ponr 15.69 s00: 15.64 o1 13.64 o3 1569 gony 15.67 ooy
18:1° 1747 oom 1741 gou 1745 pon 17.43 ooy 1748 v oy 1745 ooy

0779 = Cepa tipo

0049, 0030, 0051 = Aistarmientos de agua residual
X {promedio}

d. e. {desviacion estandar

El promedio de los tiempos de retencion de los estiandares es muy parecido al
aislamientos, esta caracteristica me permitié identificar a cad auno de los picos, el calcul
desviaciones estindar demuestran que los datos son homogéneos va que como se observ:
tablas 12a y 12b, estas son muy bajas.



Tabla 12b. Promedio y desviacidn estandar de los tiempos de retencién de los esteres
metilicos de los acidos grasos celulares de Salmonella phi ATCC 0779
Salmonella typhi aislado del gran canal de la Cd. de México.

Salmonella typhi

0052 8053 0054 6057 0038 6059

Xaa Xide Xuo Xia Xuwo Xawo
11:0 429 01 439 wan 437 gon 438 woyy 440 001, 435 0oy
12:0 591 015 604 pon 6.01 (o 6.02 nug 6.04 44 601 goy
H:0 976 o1 989 won 0.86 o3 9 88 on 990 poy 988 won
i15:0 1076 w15 1093 o 10.90 go3 10.92 503 10.94 oo 10.93 woy
15:0 1177 0 1193 oy 1191 gy 1193 oop 1193 oo 11.94 goy
2-0H 14:0 215019 1233 o 1240 oo 1231 oy 1232 om 1232 wom
3-OH 14:0 1279 o5 12.92 wan 1291 win 1291 gy 12.95 46 12.96 @on
16:1° [3.53 o1 13.62 oy 1361 oy 13.39 oo5 13.60 ooy 13.60 oo
16:0 13.88 o163 1399 oy 1395 gy 1397 oo 13.98 oo, 1398 oz
17:0 15 30 @16y 1568 won 13.65 gop 1568 quy 1570 woy 1370 @on
18:1° 1732010 174800y 174440 1T460m 1748000 1749 o

0052, 0033, 0054, 0057, 0038, 0059 = Aistamientos de agua residual

X (promedio)
d. e. {desviacion estandar

En las tablas 13a y 13b se presentan los intervalos de confianza del 95%, calculad
los tiempos de retencidn, en donde observamos que todos los datos obtenidos caen der
intervalo y por lo tanto existe una alta reproducibilidad.



Tabla 13a. Intervalos de confianza del 95% para los tiempos de retencién de los esteres metilicos
de los acidos grasos celulares de Salmonella typhi ATCC 0779 Y Salmonella typhi

aislada del gran canal de la Cd. de México

Salmonella typhi
STD 0779 STD 0049 0050 0051
Cepa tipo Aislamientos
1:0 432485 425-464 415-456 429-442 433-442 435 -4 44
12:0 584-638 586-6.27 3.76-6.21 5.30-6.79 6.01 - 6.06 597 -6.0¢
14:0 9.67-10.16 9.79-10.02 9.60-10.09 9.90-1003 9.87-992 982-992
i15:0 10.76 ~11.17 10.84-1103 1063-11.12 10.05-10.18 1088 -1093 1089~ 109
15:0 11 76-12.07 [1.48-12.29 11.62-12.11 11.83-11.96 1189~1194 1189-11.9
2-OH 14:0 11941257 12.12-1249 P81 -12.86 12.22-12 35 1229-1234 [228~123
3-0H 14:0 [2.71-13.16 12851304 12581321 1269-13.00 12.88-1297 1283-129
16:1° 1240-12385 1351 -13.70 1336-1377 13.49-1362 [3.57-13.66 1349-136
16:0 1374-1423 1388-1407 13.74 - 14.19 13.87-1300 1395-1404 13.86-140
17:0 15.59-15.86 1562-1575 1532-1595 15.57-13.70 15.66-1571 1562157
18:1° 17.26-17 67 17311750 i7.24-17.65 17.36-17.49 1743 -17.52 17.38-17.3

0779 = Cepa tipo
0049, 9050, 0051 = Aislamientos de agua residual



Tabla 13b. Intervalos de confianza del 95% para los tiempos de retencién de los esteres metilicos
de los acidos grasos celulares de Salmonella nphi ATCC 0779 y Saimonella
fyphiaistada del gran canal de la Cd. de México

Salmonella typhi

0052 0053 0054 0057 0058 0059
11:0 4.01-4.56 436-441  430-443  419-4356 437442 430-43
12:0 5.57-706 6.01 - 6.06 591 -6.10 538-6.20 6.01 —6.06 596 -6.0
14:0 937-10.14  986-991  979-992  9.81-9.94 9.87-994  983-99
i 15:0 10.39-1121  1090-10.95 10.83-1096 10.85-1098 1087-11.00 10.88 - 10,
15:0 11401213 11.90~12.15 11.81-1200 11.88-1197 11.91—11.96 11.89—11I.
2-0H 14:0  11.78-1251 12.19-12.50 11.87-1292 1226-1235 1230-1233 1231-12
3-0H14:0  12.42-13.15 1289-1294 1195-1386 1286-12.95 1281-1308 1291—13.
16:1° 13.14-1391  1352-13.71 1336-1385 13.52-13.65 13.50—1369 1355-13.
16:0 1351-1424  13.89-14.08 1390-13.99 13.92-140!1 1391-1404 13.93-14.
17:0 15131586 1565-15.70 15.60-1569 1563-1572 15601579 15.65—15.
18:1° 1695-1768 1738-17.57 17.39-1748 1741~17.50 17.38—17.57 174417

00352, 0053, 0054, 0057, 0038, 0059 = Aislamientos de agua residual

El analisis cuantitativo se basd en la obtencion de los valores medios

determinaciones para esta cepa tipo.

En la tabla 14 se presentan los valores promedio en porcentaje (%) de las
analizadas, en donde podemos observar que S. #yphi ATCC 0779, v los aislamientos identi
por cromatografia de gases como S. fyphi mostraron un comportamiento muy similar en c

la concentracion.



Tabla. 14. Concentracion en porcentaje (%) de los esteres metilicos de los
acidos grasos celulares de Salmonella phi ATCC 0779 vy
Salmonella typhi aislado del gran canal de fa Cd. de Maxico

Salmonella typhi

0779 0049 0050 0051 0052 0053 0054 0057 0058
11:0 8.67 18.80 2505 1748 16.62 1884 1703 2660 1606
12:0 5.65 334 693 857 1035 660 396 991 830
14:0 8.46 637 831 866 914 777 177 947 786
i15:0 1.24 236 215 163 160 1.65 145 1.74 067
15:0 0.28 183  1.82 264 162 1.79 023 048 0.06
2-0OH 14:0 0.28 085 123 199 091 077 042 079 020
3-OH 14:0 10.68 173 198 445 554 161 079 3.16 1816
16:1° 18.06 2002 2043 1792 2734 2330 2323 1678 19.06
16:0 21.35 20.14 1420 1647 1511 1740 1954 14.19 13.83
17:0 8.64 471 506 765 420 437 576 6.13 4.15
18:1° : 16.49 19.66 12.03 1238 7.14 1582 1768 10.64 11.58

0779 = Cepa upo
0049, 6030, 0051, 0052, 0053, 0034, 0057, 0058, 0039 = Aislamientos de agua residual



En la figura 13, se representan los valores promedio de los tiempos de retencién p
éster metilico, las barras representan el valor promedio dado en porcentaje del area bajo |
que corresponden a cada éster cuantificado para la cepa tipo ATCC 0779 de acuerc

resultados obtenidos de 50 determinaciones.

445 607 981 1084 1189 1231 1295 1361 1398 1580
tiempo de retencion (min.)

17.23

Fig 13. Perfil cromatografico obtenido de los promedios tanto en tiempo como en
area de los 50 cromatograma de los metil esteres de los acidos grasos
celulares de Salmonella typhi ATCC 0779,

Los AGC que presentaron mayor abundancia fueron los 4cidos grasos hexade
(16:0), hexadecenoico (16:1) y octadecenoico (18:1), los cuales son representativos

bacterias gram negativas.

Los éacidos grasos que presentan una proporcion media fueron los dcidos 11:0, 12:C
17:0 y un hidroxiacido el 3 OH 14:0, por otra parte, la proporcionalidad més baja la prese

los acidos grasos 15:0 y 2 OH 14:0.



Capitulo 9. DISCUSION.

Se aislé V. cholerae O1 en el agua cruda residual monitoreada, esta bacteria es e
causal de epidemias de cdlera en nuestro pais, a partir de la introduccién del colera en
también se aisl6 V. cholerae No O1, este Gltimo ocasiona enfermedades que aungque no p
problemas de tipo epidémico, si adquieren trascendencia, ya que tiene una propiedad
ademds de su enterotoxicidad ocasionando algin tipo de cdlera (no tipico), apendicitis
otitis media, neumonia, meningitis, meningoencealitis, celulitis y septicemia.

V. cholerae No Ol puede producir una enterotoxina I4bil al calor idéntica a la pr
por V. cholerae O1 en estudios experimentales. Sin embargo, en aislamientos ambiental
ha observado la produccion de la toxina o se produce en cantidades bajas. Aung
mencionar que algunas cepas No O1 son potencialmente patégenas, porque originan un:
similar a la del serovar Ol y algunas otras producen otros tipos de toxinas como las citotc
una similar a ST de Escherichia coli.

Con este fundamento se realizo la prueba de la produccién de la toxina a todas 1:
aisladas, y se determiné que ninguna cepa aislada produce la toxina colérica.

De acuerdo a lo que reporta Sanyal en la recopilacién hecha por Barua, 1992; en
estudios, la mayoria de los aislamientos clinicos y ambientales no producen la toxina, at
diferencia en la enterotoxicidad se puede explicar por la posibilidad de que existe un me:
de represion y depresion del gene que codifica para la produccién de la toxina y se ha enc
que las cepas no toxigénicas pueden convertirse en toxigenicas después de unos cuant
consecutivos en el intestino de conejos susceptibles.

Lo cual no descarta la posibilidad de que en algin momento la bacteria pueda pro
toxina colérica en ¢l ambiente y permitir con esto la recurrencia del célera al ingerir :
potable. Este serovar se encuentra muy difundido en aguas dulces y salobres segiin lo re
por Barua, 1992. No obstante, en los resultados del presente estudio observamos gue tam
agua residual se presenta con regularidad, pese las condiciones adversas existentes en el
Este serovar no causa el verdadero colera epidémico, aunque pude originar enfern
gastrointestinales menos graves que las causadas por V. cholerae O1.

No obstante, la escasez del agua cada vez es mayor y existe por tanto, la neces
practicar el rehuso del agua tratada, sin embargo la deficiencia de sistemas de tratamien
como consecuencia que se lleve a cabo la practica comtn de irrigacién de hortalizas co
negras no tratadas trascendiendo la importante presencia de V. cholerae y S. typhi en
cruda residual analizada, especialmente en términos de salud publica, ya que las enfern
infecciosas contintan siendo la mayor causa de muerte en el ambito mundial especialmer
poblacién infantil de los paises en desarrollo.

Aislamos también S. fyphi responsable de diferentes enfermedades infecciosas, 1
tifoidea es la mas importante.



En los medios diferenciales de Sulfito Bismuto y S-S, las colonias presunt
Salmonelia mostraron una morfologia tipica para esta especie, no obstante la produccidn
en ¢l medio de Kligler no fue observada. esta caracteristica es primordial para des
seleccionar una cepa presuntiva, sin embargo al presentarse esta situacion de manera cont
opté por identificar estas cepas con el API 20E. El resultado arrojado por el analisis
identificacién de estas cepas como Salmonella spp.

Con el andlisis de los resultados obtenidos, las cepas ambientales, probab
presenten alguna condicién en cuanto a la modificacion de sus propiedades bioquimicas,
segun Lannigan, 1993 algunas cepas de Salmonella typhimurium pueden perder su habilic
producir H5S al ser retadas con cloro.

Posiblemente las cepas ambientales aisladas al igual que las reportadas por La
1993, necesitan modificar sus caracteristicas metabélicas, para sobrevivir a las conc
adversas en que se encuentran y es presumible que las cepas que aislamos del agua :
presentaron algin tipo de modificacién metabodlica, ya que existen agentes quimicos, ent
el cloro, que podria ser la causa de que esta bacteria pierda la habilidad para producir H,S.

Los resultados obtenidos indican que las propiedades bioquimicas de las bacterias
cuales se basa la identificacion por las técnicas tradicionales, pueden ser alteradas y ¢
hacer dificil la identificacién de las mismas, sobre todo en estudios ambientales en donde
la cantidad de bacterias es baja.

Para esto se puede requerir de procedimientos no convencionales para realiz
identificacién mas precisa; como lo son: electroforesis en geles de poliacrylamida de p
celulares, patrones de lipidos celulares, transformacion genética, o hibridacion de acidos nuc
las reacciones serologicas. Estas técnicas que s6lo tienen valor para la clasificacién, a menuds
enorme valor para la identificacion

Es por tanto, mi interés al tratar de implementar un procedimiento de identificac
bacterias en el ambiente, sobre todo contando con los avances tecnolégicos en cuant
técnicas instrumentales.

Al consultar los datos publicados por Sasser, 1990 y. buscando una técnica c
proporcionara una alternativa convincente, me incliné por probar la técnica de cromatogr
gases, tomando en cuenta que en estudios ambientales, muchos pardmetros a determinar se
en este instrumental y casi cualquier laboratorio de investigaciones ambientales cuenta
cromatégrafo de gases.

En este contexto, el utilizar la técnica de cromatografia de gases y aplicarla al camy
microbiologia, con el analisis de los lipidos celulares de las bacterias, ofrece una
alternativa que puede auxiliar y mas atn, sustituir las pruebas bioquimicas convencionales.

Asi dirigi mi estudio a implementar esta técnica, en el laboratorio de microbiologi
Coordinacion de Ingenieria Ambiental del Instituto de Ingenieria.



Después de hacer una serie de pruebas ensayo y error con cepas tipo de cada e:
acondicionar el equipo y probar su funcionamiento, se evaluaron diferentes variable
implementar la técnica. Dichas variables contempladas fueron: extraer de diferentes cant
de biomasa, sellar los tubos con cinta teflén, evaporar la muestra a inyectar y finalmente ir
diferentes volumenes de muestra para obtener perfiles definidos.

evaporacion de la muestra a inyectar, ya que de acuerdo a la técnica consultada y descrita |
Sasser, 1990 la muestra se inyecta directamente sin evaporar, sin embargo observé
evaporar la muestra se obtenian cromatogramas mas definidos.

En el desarrollo del estudio, una observacién importante fue la de recurris

Con el ajuste de dichas variables me fue posible elaborar un procedimiento, con el ¢
llevo a cabo la extraccion de los ésteres metilicos que permitieron construir el perfil lipid
las especies estudiadas.

V. cholerae ATCC 14035 presenté un perfil del5 ésteres metilicos perfecta
definidos, gracias al uso de una columna capilar de silice fundido, que permiti¢ una cor
resolucion de los componentes y exacta cuantificacion de los mismos, debido a que, ti
capacidad de resolver isémeros iso y anteiso de los 4cidos grasos con la misma longit
carbonos, asf como derivados hidroxilados y metilados presentes en bacterias gram neg:
logrando con ello la exacta diferenciacién de cada uno de los picos.

El perfil obtenido en este estudio concuerda con lo reportado anteriormente por Lar
1983 'y Urdaci, 1990; sin embargo hay que recalcar que cada laboratorio tiene sus p
condiciones de desarrollo, por lo cual, habia que comprobar que bajo las condiciones anali
se obtenian los mismos resultados.

La cromatografia de gases tiene la caracteristica de rapidez en el andlisis, ya q
elucion total de los componentes, s obtuvo en un tiempo aproximado de 30 min
caracteristica, se debe primordialmente a la baja densidad del gas acarreador que permi
difusion rapida del componente vaporizado en la columna, asi como el equilibrio casi instar
logrado entre las fases.

Este tiempo de elucién caracteristico le da a la cromatografia de gases un gran valor
identificacion de bacterias, reduciendo considerablemente el tiempo en el proceso, ya g
disminuye el tiempo de analisis aproximadamente 24 hrs, en relacidon con las té
tradicionales.

Con la determinacion del perfil cromatogréfico de V. cholerae ATCC 14035, fue pe
identificar las cepas ambientales. Los aislamientos de V. cholerae identificados previamem
la técnica comercial API 20 E, mostraron exactamente el mismo patrén de ésteres metilico
se observo en la cepa tipo, con 15 picos perfectamente definidos; lo que permite establecer ¢
constitucion de sus 4cidos grasos le confiere la identidad de V. cholerae a las cepas aislad:
ambiente.

Asi mismo la eficiencia de la técnica implementada se comprobé con la caracterizaci
dos cepas aisladas del ambiente ¢ identificadas directamente por cromatografia, en dond



posible constatar que se pueden identificar colonias seleccionadas directamente del
diferencial. pero es importante aclarar que debe elegirse una colonia perfectamente aislz
que, los perfiles cromatograficos de las colonias caracteristicas de V. cholerae en TCBS
iguales que el obtenido para la cepa tipo y mas atin igual al de las cepas identificadas previ
con la técnica de referencia.

Tanto las cepas de V. cholerae O1 como las cepas de V. cholerae No O1, exhibi
mismo perfil cromatogréafico, esto es sustentable por lo reportado en la literatura por Lam
1983, quien afirma que la composicion de los ésteres metilicos se puede utilizar para ide
organismos a nivel de especie, los serotipos O1 y No Ol deben entonces ser determinac
serologia, para determinar la presencia o ausencia del antigeno O del grupo 1.

El tiempo de retencién es una caracteristica primordial en el andlisis cromatogra
que a través de este, se pudo identificar cada uno de los componentes extraidos de la
nivel cualitativo, asi que se observé que el tiempo de retencion es caracteristico y tnico pa
acido graso de V. cholerae y éste se incrementa de manera directa con el aumento de carbc
la cadena.

A través del analisis de los porcentajes de los tiempos de retencion se pudo estab!
presencia de los acidos grasos que conforman el perfil de Vibrio cholerae en el que no se ¢
traslape de picos, ya que estos fueron diferenciados perfectamente, y presenté un
caracteristico para cada dcido graso, el cual mantuvo su constancia sin variaciones signifi
de un analisis a otro tanto en la cepa tipo como en los aislamientos.

La uniformidad de nuestros resultados, se demuestra con en cilculo de las desvi:
estdndar, las cuales indican una alta reproducibilidad de los datos. A este respecto, la
implementada resulta adecuada para extraer los esteres metilicos de células bacterianas v :
utilizarlos para la identificacién de bacterias en general.

Todos los datos de tiempos de retencion obtemidos, se encuentran dentro de los int
de confianza del 95% calculados, esta caracteristica nos da la pauta para considerar, que se
construir un perfil cromatografico con menos repeticiones que las realizadas en este estu
mismo es posible identificar una especie aislada del ambiente con una sola determi
cromatografica.

La identificacion de los microorganismos se basa primordialmente en el :
cualitativo, lo cual no es de todo suficiente para definir el perfil de una especie dada, por
fue necesario realizar un andlisis cuantitativo de las areas de los picos, presentados co
porcentaje del total de las areas, para de esta manera determinar la abundancia relativa.

En este contexto el aspecto cuantitativo es también importante. Y en analisis
resultados cuantitativos se hizo comparando las areas de la cepa tipo v de los aislamientos,
observé que los patrones de abundancia fueron muy similares v no hubo diferencia
significativas.

Al observar los resultados obtenidos a traves del analisis de las dreas, se establece ¢
acidos grasos mas abundantes para V. cholerae, fueron el hexadecenoico (16:1), hexadec



(16:0) y octadecenoico (18:1), la presencia de estos tres dcidos grasos ubica a esta especie
de la familia Vibrionaceae.

Como se puede apreciar, la naturaleza de los ésteres metilicos encontrados en ¢l p
esta especie es un tanto variable ya que hay ésteres metilicos saturados (14:0, 15:0, 16:0,
18:0) con cadenas de 14 a 18 carbonos simples sin ninguna complicacién en su cade
embargo observamos que existe también acidos grasos insaturados con una doble lig
16:1, 17:1 v 18 :1) que mostraron una estabilidad alta.

Encontramos acidos grasos mas complejos, con isomerias geomeétricas cis en posic
11, asi como trans en posicioén 12.

Ademds de la presencia de dos 4cidos hidroxilados con cadenas de 12 y 14 cz
caracteristicos de las bacterias gram negativas por formar parte del lipido A.

Los 4cidos grasos que constituyen al lipido A son cualitativa y cuantitativ
reflejados en este andlisis con respecto a la proporcién relativa del 3-hidroxitetradecano
que este acido graso es indicativo del tipo de lipido A presente en la membrana celular.

Es posible entonces contemplar, que tanto la cepa tipo como las cepas aisladas d
restdual siguen un mismo patrdn de abundancia, con ciertas variaciones en los acidos
hidroxilados, pero que se deben a la naturaleza propia de este tipo de acidos grasos.

Aunque algunos autores como Goran, 1984 indican que los acidos grase
componentes basicos de los lipidos de todos los microorganismos y que €l area depend
cantidad inyectada, la variacién del area de los 4cidos grasos hidroxilados, no se adjudic:
factor, debido a que se mantuvo controlado una vez implementada la técnica, ademas de g
variacién no se present6 en todos los picos ni en todos los cromatogramas.

Por tanto, esta variacion se atribuye principalmente a la heterogeneidad en la abu
de los acidos grasos celulares de la bacteria, y también se puede deber a que son lipidos vz
a nivel de ruta metabélica, como respuesta a la regulacion genética en la construccién
lipidos celulares en microorganismos segin lo descrnibe Moss, 1930.

S. typhi ATCC 0779 mostré un perfil compuesto por 11 ésteres metilicos, la identif
de estos, se hizo comparando el cromatograma obtenido después de inyectar los acidos
extraidos, con los tiempos de retencidn del estdndar comercial, que se inyectd diartamen
las mismas condiciones de operacion. Para construir el perfil, tuve especial cuidado en o
que la frecuencia de aparicion de los picos no variara.

Es muy importante mencionar que el perfil de acidos grasos de S. fyphi obtenido
estudio no ha sido reportado con anterioridad en la literatura. Lo cual, ademas
implementacién de ia tecnologia, es una aportacién relevante gracias a los resultados ob
en esta investigacion.

La frecuencia de aparicién de los picos se mantuvo constante, esto quiere decir
condiciones de operacién del equipo persistieron iguales durante el andlisis, permitic



migracion diferencial de los componentes. Dicha migracién depende, en gran medida
diferentes afinidades de los componentes por la fase estacionaria, ya que los componer
afines, se mueven con mayor lentitud a través de la columna y consecuentemente alc:
extremo final después de aquellos con afinidad relativamente menor.

Sin embargo también hay que tomar en cuenta que el orden de elucion
componentes va en sentido creciente tanto de su peso molecular como del nimero de at
carbono de la cadena, también se debe tener presente que al ilevar a cabo la metila
polaridad de los acidos grasos aumenta, por lo que aunque tengan el mismo niimero de ¢:
¢ incluso menor, aparecen después como es ¢l caso del 3-hidroxitetradecanoico que pre:
carbonos y sin embargo aparece después del pentadecanoico que tiene 15,

La construccién del perfil de dcidos grasos para S. fyphi ATCC 0779, permitio id:
a las cepas aisladas de agua residual previamente identificadas por el sistema miniaturi
API 20E como Salmonella spp. Dichos aislamientos mostraron un perfil de acidos grasos
al que presento la cepa de referencia. Un solo 4cido graso presente, ausente o diferente
distinguir una especie bacteriana de otra de acuerdo a lo que afirma Welch, 1990, «
criterio es posible afirmar que las cepas recuperadas de las muestras de agua resi
identificaron como S. fyphi.

De igual forma, las cepas seleccionadas directamente de agar Sulfito Bismuto, ;
cuales se hizo la extraccién de los acidos grasos, presentaron exactamente el mismo perf
cepa tipificada, comprobando con esto que la técnica implementada, la identificacién de t
se realiza en menos tiempo, en relacion con las pruebas tradicionales de identificacion.

El tipo de cidos grasos celulares presentes en S. fyphi son cadenas lineales sat
insaturadas, uno de estos acidos grasos sarturados son de cadena ramificada, en tanto qu
acidos grasos hidroxilados. De los picos presentes, los correspondientes a los acidos dodex
tetradecanoico, hexadecanoico y octadecanoico, se han establecido como caracteristice
familia Enterobacteriaceae, esto permite incluir a S. #yphi dentro de esta familia.

Las cadenas insaturadas del perfil de 4cidos grasos obtenido, sdlo presentan un
ligadura, esto es caracteristico de las bactenias gram negativas seglin Boon 1977; el cual e
gue la posicidon de la doble ligadura se considera necesaria en aspectos de biosintes
caracteristica se utiliza como guia para la clasificacion taxondémica de bacterias.

Respecto a los valores promedio de los tiempos de retencion, se puede hablar -
ésteres metilicos que conforman el perfil de S. fphi. Cada uno de los acidos grasos pres
tiempo de retencion absolutamente estable, y observé que tanto la cepa tipo, como la
aisladas de agua residual, presentan tiempos de retencion completamente similares.

La desviacion estandar calculada para cada componente comprueba la estabilida
tiempos de retencion y por tanto de las condiciones de experimentacion, permiti
migracidn diferencial entre los componentes, que depende segin Martin 1986, de la afir
estos por la fase estacionaria.



Al igual que en V. cholerae, todos los datos de tiempos de retencion obten
encuentran dentro de los intervalos de confianza del 95% calculados, por lo que consider
posible definir el perfil de una cepa tipo con menos repeticiones que las realizadas
estudio, asi mismo es posible identificar una especie aislada del ambiente con u
determiancion cromatografica.

No obstante la sola caracterizacion cualitativa no es del todo suficiente para estab
perfil lipidico de la especie analizada, por lo que debe complentarse con el analisis cuantit

En analisis de los promedios de las areas de cada uno de los dcidos grasos, me j
observar que hubo algunas diferencias en términos cuantitativos en el 4acido graso 3-OH
hidroxitetradecanoico). Esto no se adjudica al procedimiento, ya que existe la posibilidac
sean lipidos variables a nivel de ruta metabélica como ya lo han sefialado Cookson, 1989
1988. Asi mismo Moss, en 1980 sefiala que existen 4cidos grasos en los diferentes gr
bacterias que tienden a presentar alteraciones en su abundancia, lo cual concuerda
resultados que obtuve para las dos especies determinadas, dicha alteracion se d4 como res;
la regulacion genctica en la construccion de lipidos celulares en microorganismo, la v:
temporal en la abundancia de los lipidos celulares es aiin un campo poco conocido y 1
mayor investigacion.

Las especies bacterianas que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae como es
de S. ryphi, tienen como caracteristica distintiva, que el acido graso hexadecanoico sea
abundante, y como segundo lugar en abundancia esta el hexadecenoico.

La cepa tipo de S. fyphi y los aislamientos obtenidos de agua residual, presentan
abundancia en el 4cido graso hexadecanoico (16:0), hexadecenoico (16:1), v el octade
(18:1); como se dijo anteriormente, estos acidos grasos celulares son representativos
bacterias gram negativas y corresponde a lo dicho por Boe en 1980.

Esta caracteristica se observo también para V. cholerae. con la tnica diferenciz
respecto, es que en V. cholerae el 4cido graso més abundante es el hexadecenoico y des
hexadecanoico, es decir a la inversa que S. fphi, lo cual se debe a que, no obstante
especies sean bacterias gram negativas pertenecen a diferentes familias, esta es una carac
de este analisis, ya que permite hacer este tipo de distinciones a nivel familia, y en ¢
taxondmicos a nivel género.

La concentracion de los 4cidos grasos en S. fyphi se mostrd altamente estable, p
consideramos una gran confiabilidad en la constitucién del perfil de los 4cidos grasos. Y
tanto en la identidad del microorganismo estudiado.

S. typhi aislada del ambiente define un patrén de abundancia muy similar al de
tipo, con fo que comprobamos que se trata de {a misma especie.

Con los resultados obtenidos y de acuerdo a lo consultado en la literatura, es
reiterar que el analisis por cromatografia gas liquido, es una técnica valiosa, 1til para cara
muchas especies de bacterias, incluyendo miembros de las familias Enterobacteria
Vibrionaceae y otros microorganismos.



Su sensibilidad extrema. que permite separar mezclas de cantidades muy pequef
uso repetido de las columnas le da ventaja respecto a las pruebas tradicionales de identi
ademas de proponer mayor exactitud en menos tiempo; ya que en la practica se ha den
que los métodos convencionales implican mayor trabajo en el laboratorio.

Por otra parte, se pudo constatar en esta investigacion, que la técnica cromatograf
gran utilidad en la identificacién de bacterias, que sufren ciertas modificaciones met
provocadas por el ambiente.

La revision bibliografica, sugiere que la técnica cromatografica para la identific
estos microorganismos ha sido utilizada en contados estudios, de tal forma que para S. )
se enconird un reporte realizado por Cho en el sur de Corea en 1999, este autor aisla S
partir de agua subterrdnea y agua de estanque. Aparentemente utiliza la misma técr
nosotros, el Sistema de Identificacion Microbiana, que se basa en la identificac
cromatografia de gases. No obstante, el reporte no incluye el perfil de la bacteria.

En el presente estudio describo la técnica y presento el perfil definido para Sai
typhi, lo cual contribuye al conocimiento de esta especie.

La mayoria de estudios ambientales, siguen utilizando métodos convencionales
deteccion de bacterias patdgenas con diferentes técnicas de identificacién basadas en
bioquimicas convencionales.

La tecnologia del analisis de los acidos grasos celulares usando cromatografia de
adquirido aplicabilidad, ofreciendo un poder considerable como herramienta en la ident
microbiana, ya que se han definido patrones caracteristicos de 4cidos grasos celulares pa
microorganismos a nivel de especie con la obtencion de resultados en forma rapida.

Por tal motivo, con la presente investigacién pretendo contribuir al desarroll
aplicacién de técnicas instrumentales, para mejorar el estudio de bacterias y en parti
patogenos presentes en el ambiente.

Tomando en cuenta que por lo general, los laboratorios dedicados a estudios amt
apoyan diversos analisis de rutina en la cromatografia de gases, es factible
determinaciones de la calidad bacteriologica se lleven a cabo con la aplicacién de esta
puesto que es una técnica precisa para la identificacién de bacterias, incluyendo aque
presenten modificaciones metabdlicas provocadas por el medio en el que se encuentran.

La utilizacion de esta técnica seria muy util en investigaciones epidemioldgicas, y
aprecia su uso para trabajar con numerosos aislamientos como sucede en estudios ambier
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Capitulo 10. CONCLUSIONES.

Se corrobora la hipotesis planteada de que la técnica de analisis de los acido:
celulares de V. cholerae 'y S. typhi mediante cromatografia gas-liquido,
considerarse como uno de los métodos més rapidos y precisos. altamente reprod
cuyos resultados proveen informacion valiosa para la identificacion y clasificas
que cada microorganismo posee un perfil lipidico propio que le permite diferenc
otros.

Los perfiles de las cepas tipificadas pueden utilizarse para la identificacion

especie de V. cholerae y S. typhi aislados de agua cruda residual que se destina a
en las grandes ciudades, y puede adaptarse como técnica de rutina para una identi
rapida y confiable. Ademds de ofrecer una alternativa a las pruebas bioquimi
cuales requieren mas tiempo y son menos precisas.

El andlisis realizado en el presente estudio pone de manifiesto por primera
acuerdo a la revision bibliografica realizada), la composicién de los 4cidos
presentes en la membrana celular de S. #yphi, contribuyendo asi al conocimiento
c€lula bacteriana a nivel bioquimico.

El andlisis de 4cidos grasos resulta de gran utilidad en investigaciones microbiolé;
general, y en un futuro muy probablemente en estudios ambientales, debido a
dificultad que representa trabajar con este tipo de aislamientos. Ya que en el ambi
microorganismos alteran sus propiedades bioquimicas segin las condiciones en
encuentren, asi también estas condiciones cambian después de varias resiembrs
proceso de conservacion a corto plazo. Por tales motivos resulta conveniente recurrh
métodos de identificacion que no solamente se basen en la actividad metabdlics
microorganismos.

Los resultados obtenidos, permitieron cumplir de manera satisfactoria con el ¢
principal y los particulares planteados en la investigacion.
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Capitulo 13. ANEXO

Reactivos utilizados en la extraccion de los ésteres metilicos

REACTIVO 1 (Reactivo para saponificacion).

» 45 g de Hidroxido de Sodio.
> 150 mL de Metanol.
> 150 mL de Agua destilada.

REACTIVO 2 (Reactivo para metilacion).

> 325 mL de acido Clorhidrico 6.0 N.
> 275 mL de metanol.

REACTIVO 3 (Reactivo para extraccion).

» 20 mL de hexano.
> 2000 mL de metil-terbutil-éter,

REACTIVO 4 (Reactivo para lavado).

» 10.8g de Hidréxido de sodio.
> 900 mL de agua destilada.



