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Andlisis cromatograficode C freundii Teodora Rosas

1. INTRODUCCION

Los microorganismos patégenos que se propagan a través del agua son generalmente la causa de
infecciones intestinales, por tal representan un riesgo potencial para la salud, de ahi la importancia
de los métodos rapidos y precisos para la identificacion de los microorganismos que afectan al

hombre y su ambiente (CIECCA, SARH., OPS 1983).

Las bacterias en su totalidad y los integrantes del grupo coliforme se han utilizado durante décadas
como indicadores de contaminacidn de aguas y de otros sistemas (Toranzos 1991). A este respecto
desde hace varios afios la Ingenieria Sanitaria hace énfasis en este grupo que pertenece a las
enterobacterias y que sigue utilizandose como indicador de contaminacion fecal (CIECCA, SARH,

OPS 1983).

Una de las caracteristicas por las que se ha utilizado a los coliformes como indicadores de
contaminacion de aguas, se debe a que su sola presencia se relaciona con contaminacién de heces

humanas o de animales de sangre caliente.

Los géneros Enterobacter spp. Ktebsiella spp. Citrobacter spp. v Escherichia spp. suelen
representar al grupo coliforme que se aisla de aguas naturales y suministros de aguas naturales
tratadas. Enterobacter es el que se aisla con mayor frecuencia estos suelen ser patdgenos y
patdgenos oportunistas que producen enfermedades cuando alcanzan un tejido u drgano susceptible

{Budney y Clark 1979 citados por Edwards y Ewing 1986).

El desarrollo Tecnoldgico ha dado como resultado el surgimiénto de nuevas metodologias que
optimizan tiempos y los analisis que brindan son rapidos y confiables algunas de ellas se han
enfocado en quimica y biologia molecular. obteniéndose gran cantidad de informacién, que
constituye una herramienta muy atil, por ejemplo en la identificacion bacteriana (Austin y Priest

1992, y Lennette 1982), dentro de estas metodologias, la quimiotaxonomia se ha enfocado al
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analisis de la pared celular, particularmente a los lipidos que han mostrado ser de gran utilidad en la

quimiosisiematica.

Los diferentes métodos que se han venido desarrollando para la identificacién bacteriana, tienen
como finalidad hacer la evaluacién rapida de los microorganismos que estan originando una
contaminacién y que ademas va a permitir tomar decisiones rapidas dirigidas a su control. Estos
métodos van desde las pruebas bioquimicas tradicionales, que siguen las rutas metabolicas de los
microorganismos (Mac Faddin, 1984). El sistema API-20E es una prueba muiniaturizada que
permite la realizacion simultinea de 23 parametros (Holmes y Wilcox 1978), el inmunoensayo
enzimitico (ELISA) que actlia a nivel inmunoldgico, la homologia secuencia det DNA y el RNAr
que se puade utilizar para obtener una clasificacion estable y completa de las bacterias y la posicion
taxonémica de los taxa pudiendo cuantificarse para aligerar la colocacién de los géneros en
categorias taxondmicas superiores e inferiores y la inmunofluorescencia que es una técnica para
detectar reacciones inmunolégicas es decir quimicamente con los anticuerpos, haciendo posible

identificar células individuales que reaccionan con el anticuerpo (Pelczar er al. 1991), entre otros.

De entre las posibilidades mencionadas para la identificacidn bacterioldgica, existe una que ha
tenido gran desarrollo en la actualidad, la cromatografia de gases (CG), la cual consiste en separar
en sus componentes mezclas complejas de sustancias que estdn presentes en una solucidn,
asimismo la migracion {de los acidos grasos) bacterianos esta determinada por la cromatografia de
gas liquido (CGL), en este procedimiento los cidos grasos son convertidos en una forma mas
volatil ésteres meltilicos. La CG es un proceso de separacion de componentes volatiles de una
mezela, y se basa en la retencidn selectiva de los mismos por una fase estacionaria absorbida por un
soporte erte, recubriendo las paredes del tubo; la CG dada su precisién y exactitud es un método
imprescindible en el anélisis de trazas particularmente de plaguicidas, herbicidas y contaminantes

organicos de aire y agua (Lenhinger 1984 Gonzalez et al. 1994, Shantha y Napolitano 1992) .

Los mélodes para determinar los qumiotipos de las paredes son sencillos y rapidos y se basan en la

extraccion v analisis cromatografico.

UNAM-CAMPUS 1ZTACALA
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Los lipidos proporcionan abundante informacidn taxonémica que se puede utiiizar tanto para la

clasificacion como para la identificacion bacteriana.

Los acidoes grasos de cadena larga se liberan de los lipidos polares de la membrana plasmatica

mediante esterificacion y se analizan por medio de cromatografia de gases (Austin y Priest 1992).

En este trabajo se obtuvo el perfil cromatografico de una cepa tipificada de Citrobacter freundii por
la técnica descrita por (Haiisler y Richter 1983 y Hausler 1987), mediante el cual pueden separarse
los acidos grasos de la especie y subespecie, asi como el porcentaje de cada uno de ellos con
respecto al que presenta la mayor area y es al que arbitrariamente se le asigné el 100%. El perfil se
construyé con x namero de repeticiones y contra el cual pueden compararse aislamientos

provenientes del ambiente para el proceso de investigacion bacteriana.

Citrobacter es un habitante normal del intestino humano y aunque es un pardsito oportunista, es
decir que solo invade a organismos debilitados llega incluso a causar la muerte. a C freundii se le

ha asociado con diarreas, y se le ha aislado de comida, vegetales y carne fresca (Bergey 1984).

La necesidad de obtener resultados rapidos y precisos ante una enfermedad entérica determinada, es
necesaria informacién dispenible que en este caso es la cromatografia que aplicada a la
bacteriologia permite la creacién de bancos de datos que nos auxilien en la identificacion del

organismo patogeno y poder realizar as{ un diagndstico oportuno.
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ANTECEDENTES

2.1 Generalidades

Uno de los primeros trabajos en los que se emple¢ la cromatografia de gases en la microbiologia, lo
reportan James y Martin en 1956, quienes trabajaron en la separacion e identificacion de ésteres
metilicos de 4cidos grasos saturados e insaturados por cromatografia de gas-liquido (CGL), para
cidos grasos bacterianos. Durante el mismo afio trabajaron con un aparato de alta sensibilidad que
respondia de manera independiente a la estructura quimica de las sustancias a separar llegando a la
conclusién de que este es un buen método de separaciéon de carbonos de acuerdo a su orden de

elucidn.

Abel y colaboradores en 1963, sugirieron la clasificacion de especies de ta familia
Enterobacteriaceae mediante el andlisis de acidos grasos por cromatografia de gas-liquido
obteniende un anélisis cualitativo de sus muestras llegando a la conclusidén que este cs un método
para la identificacion de enterobacterias, siendo los primeros investigadores en sugerir la
implementacion de la técnica para el uso bacteriologico, también Boe y Gjerde, (1980} realizaron
un estudio en 23 muestras representativas de la familia Enterobacteriaceae y Vibrionaceae con base
a la composicién de acidos grasos de la pared celular, utilizando una columna capilar y teniendo
como resultado buenas separaciones de especies, subespecies géneros y familias identificando a:

Salmonella, Escherichia, Proteus, Enterobacter, Kfebsiella, Vibrio y Aeromonas.

Machtiger y O'leary, (1973) distinguieron los géneros Arizona, Citrobacter y Providencia de
acuerdo al contenido de los icidos grasos celulares, en el caso particular de ' Frewundii en este
estudio se trabajaron 3 cepas de diferentes origenes que se mencionan a continuacién: American
Type Culture Collection (ATTC) 8030, especimen clinico 10053 y 17.en concluyendo que los
principales 4cidos fueron 16:0, 16:1 y 19cys, asi mismo, se diferencias minimas ¢n las especics
pertenecientes a los géneros Escherichia, Salmonella y Shigella, concluyendo asi gue estos

organismos eslan muy relacionados, (Bousficld er al.. 1983 y O'leary 1962).
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Jantzen, Bryn y Bouren en 1974 investigaron que la composicion de acidos grasos bacterianos

puede decrecer dependiendo de la temperatura y del tiempo que se mantenga el sembrado.

Durante los ltimos 20 afios algunos autores trataron con menor 0 mayor éxito de identificar
enterobacterias usando cromatografia de gases, en 1986 la mayoria de los investigadores abordan el
problema de la determinacion de acidos orgéanicos incorporados en las células considerando la
posibilidad de determinar la marca diferencial de las bacterias, con respecto a estos acidos grases
como criterio principal de identificacion bacteriana. La técnica implementada por Hiusler en 1983
se ha continuado en el Proyecto y Mejoramiento del medio Ambiente (Cyma) utilizada como
técnica de identificacion bacteriana por medio de acidos grasos celulares y la obtencion de ésteres
métilicos dandonos como resuliado perfiles de grasos celulares Hiusler y Richier 1983 y Hausler

1987).

Bergan y Sorheim en 1984 hicieron un anélisis en diferentes de enterobacterias encontrando que las
bacterias Gram-negativas son organismos que constituyen un mejor diagnostico para la
bacteriologia médica, hallando de gran utilidad los acidos grasos para la identificacion de las
mismas puesto que los perfiles que obtuvieron, les ayudaron a determinar grupos numéricos,
llegando a la conclusién de que este métode puede se empleado para distinguir fermentos y géneros

oxidativos,

Eercla y Lehtonen, en 1988 utilizan la CGL de é&cidos grasos celulares para identificar cepas
bacterianas en el ambito clinico, estas especies fueron por mencionar algunas Staftlococcus aureus,
S epidermis, Clostridium perfringes, C. difficili, Yersinnia enterocolitica serotipo O3 y
Pseudomonas spp. los resultados indicaron que la aplicacion de ésta téenica para la identificacion
de acidos grasos de la pared celular es de gran utilidad y puede usarse efectivamente en la

identificacion de microorganismos de importancia clinica.

Lynn, y colaboradores, en 1989 realizaron un estudio para liberar los 4cidos grasos de {a pared

celular mediante una base de hidrolisis metilada y analizada por captlaridad en cromatografia de

UNAM-CAMPUS 1ZTACALA 3
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gas liquido, obteniendo un perfil diferente para cada una de las bacterias Gram-negativas

Flavobacierium sp encontradas en este grupo.

En el proyecto Cyma se han dado innumerables investigaciones siendo el objetivo principal el de
obtener e implementar un banco de datos e incrementarlo hasta la fecha, se han realizado
investigaciones tales como por mencionar solo algunas de ellas. En 1992 Yafiez Noguez realizé su
tesis en andlisis de ésteres metilicos de Enterobacter agglomerans concluyendo que el analisis de
ésteres metilicos de cada organismo tiene una “huella” quirica que le permite diferenciarse de los
otros microorganismos bacterianos, en el mismo afio Campoy Otero en su tesis sobre CGL en
Klebsiella rhinoscleromatis concluye que es un mélodo versatil y establece las ventajas de ser

rapido y preciso, permitiendo un analisis cuantitativo y cualitativo simultaneo.

En 1992 Spierings, Van Silfhout et af realizaron en Klebsiella preumonice un estudio de
hibridacién de DNA y andlisis de acidos grasos utilizando {a misma técnica cstandarizada que
existe en este proyecto complementandolo con la adhesion del sistema de identificacion microbiana
(MIDI) utilizando software. Béttger en 1996 menciona que para que la CGL sea mas automatizada
seria apropiade afiadir un sistema viable de software llamado sistema de identificacién
microbioldgica (MIS), provisto con medios rutinarios para identificacion bacteriana de especies de

laboratorios clinicos.

En 1998 en el proyecto Cyma Hurtado Bocanegra realizé un estudio de determinacién de perfiles
de acidos grases en 4 especies de Shigella spp utilizando por primera vez cepas ambientales,

comparando perfiles tipificados y perfiles ambientales
2.2. Importancia de la familia enterobacteriaceae
Las enterobacterias estan ampliamente distribuidas en solidos. agua. frutas. vegetales, granos,

plantas con flores y arboles; en la escala zooldgica desde los insectos hasta el hombre. Pueden ser

de importancia médica y economica y de una rapida generacion. tienen habilidad de crecimiento en
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medio liquido, sélido y de una ficil manipulacién genética, por este hecho son objeto de intensos

estudios en laboratorio.

El término Enterobacteriaceae esta incluido junto con sus tipos y géneros en la regla 21 del Codigo
Internacional de Nomenclatura, el cual incluye para las bacterias de esta familia la adicion de

“aceae” incluidas en el tronco de tipo y género, siendo aceptado y usado a partir de 1958.

Su definicion es consecuencia de una larga investigacion bioguimica y genética del grupo la
heterogeneidad en ecologia, su rango de hospedero y como patdgeno potencial para hombres,

animales, insectos y plantas.

La familia enterobacteriaceae estd formada en su mayor parte por bacilos cortos, Gram-negativos,
no esporulados, pueden o no tener flagelos, son aerobios y anaerobios facultativos capaces de
fermentar la lactosa con produccion de dcido y gas, reducen nitratos a nitritos en 24 a 48 ha 35 °C.

A este grupo pertenece Citrobacter sp.

Las enterobacterias v especialmente las enteropatdgenas, ocupan un sitio muy importante dentro del
campo de la microbiologia, la epidemiologia, ta infectologia y en la practica diaria de la medicina

clintca.

Estas bacterias son capaces de ocasionar una serie de procesos patoldgicos, tanto en el aparato
digestivo como fuera de él. Sin embargo, es conveniente recordar que la mayor parte de ia flora
normal del intestino del hombre esta formada por bacterias, que en una forma u otra, van a resultar
benéficas para €l huésped que habitan y que sdlo cuando, por causas especiales dejan su habitat
natural, pueden resultar patégenas.

Las infecciones intestinales y las derivadas de bacterias de residencia entérica, tiencn mayor

importancia cn dreas de poblacion en donde se retinen una o varias de las siguientes condiciones:

1) Carencia de suministro de agua..

2} Falia de drenaje para la disposicion de excretas

UNAM-CAMPUS I1ZTACALA 7
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3) Falta de educacion higiénica en la poblacion.

4) Mala alimentacion.

5) Asistencia médica insuficiente, sobre todo a un nivel pediatrico y de pacientes
inmunocomprometidos.
6) Ignorancia o imposibilidad para mantener una higiene personal que evite la transmisién de

agentes enteropatégenos por contacto personal.

Las aguas residuales pueden contener millenes de bacterias por mililitro, entre las que se incluyen
las coliformes, estreptococos, Proteus y otras mas que provienen del tracto intestinal de animales de
sangre caliente, considerandose como indicadores de contaminacién de crigen humana o animal vy
se relacionan con la presencia de patdgenos. Cifrobacter spp. se encueniran en las heces humanas y
de otros animales, probablementc como habitante normal del intestino. Los aislamientos de
especimenes clinicos se han identificado como patdgenos oportunistas, aislandose también de
aguas contaminadas y de alimentos. Con frecuencia las bacterias son introducidas por instrumental
urolégico contaminado, la mayoria de los gérmenes que causan infecciones del tracto urinario son

bacilos Gram-negativos (Bergey 1984, Gamarra, 1990).

C. freundii, al igual que otras enterobacterias oportunistas pueden estar relacionadas con
infecciones nosocomiales y pueden aislarse en liquidos de uso en hospitales y en heridas con

infecciones secundarias.

El dafio en la lana de las ovejas se debe a Salmonella, Klebsiella y C. freundii que causan mastitis
bovina. La salmonella es un habitante comin en el intestino de cerdos, vacas, caballos, perros y
gatos, estos animales que normalmente defecan a cielo abierto y en cualquier sustrato por lo que

sus heces son arrastradas al agua lo que puede resultar en una contaminacion severa (Bergey 1984).
2.2.1. Aspectos taxonomicos del grupo

Desde su determinacion taxonomica el grupo Cirrobacter (Tribu Salmonellae) ha tenido algunos

problemas en cuanto a su identificacion por lo que primero fue agrupado c¢n una serie dc
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enterobacterias que anteriormente s¢ habian denominado Escherichia freundii, junto con €l grupo
Bethesda-Ballerop se mencionaban como microorganismos “paracilios”, puesto que presentaban
caracteristicas muy similares, Werkman y Guillen (1932) citados por Edwards y Ewing 1986
proponen el nombre genérico de Citrobacter “citrato positivo”, coliaerogenes intermediarios y a

partir de estas investigaciones que ya implicaron mas pruebas se describen scis especies mas.

El género Citrobacter esta compuesto por tres especies: C. freundii, C. diversus y C. amalonaticus.
Estas especies tienen 3 diferentes tipos de DNA en cada uno de sus grupos (Crosa Steigerwalt et al.
1974 ) y cada una puede diferenciarse por la expresion de sus reacciones bioquimicas y de su perfil

acidos grases de la membrana (Edwards y Ewing 1986).
2.2.2 Caracteristicas del género

Citrobacter tiene un tamafo de 1.0p de diametro por 2.0-670;1 de largo no capsuladas con flagelo
peritrico, bacilos Gram-negativos anaerobios facuitativos no esporégenos, crecen con facilidad en
medios sintéticos simples y pueden ser aerobics o anaerobios. Utilizan la glucosa de manera
fermentativa con la formacién de acido y gas, el nitrato es reducido a nitrito. En cuanto a su
morfologia las colonias se presentan lisas, himedas, transhicidas y opacas o con brillo grisiceo. Se
encuentran en las heces humanas y de otros animales, probablemente como habitantes normales del
intestino. En muestras clinicas se han aislado como patdgenos oportunistas de pacientes

inmunocomprometidos, asi como en aguas contaminadas y alimentos (Bergey 1984, Divo 1990).

Se diferencian de Salmonellas por la presencia de P-galactosidasa y la falta de lisina

descarboxilasa, son positivas al citrato {Davis et al 1990).
2.2.3. Reacciones bioquimicas.

Los miembros de Citrobacter fermentan la lactosa muy lentamente producen p-galactosidasa, L-

arabinosa, celobiosa, maltosa, L-ramnosa, thehalosa, D-xilosa, D-manitol, D-sorbitol y glicerol, no
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descarboxila la lisina, desamina la fenilalanina y no tiene produccion de desoxirribonucleasa
(Bergey 1984).

La mayoria de ios aislamientos de C. freundii producen abundante H,S en Kligler y TSI (agar
hierro triple azicar), la lactosa es fermentada lentamente, Indol nepativa, Malonato negativa,
Omitina negativa. Los antigenos H son monofasicos, algunos aislamientos de los grupos 05 y 29
de C. freundii pueden poseer un antigeno serologico idéntico al antigeno de virulencia de

Salmonella typhi.

En contraste a S. fyphi las variaciones cuantitativas de la virulencia en (" freundii en su cultivo son
reversibles y la presencia del antigeno de virulencia no esta relacionada con la virulencia det cultivo

(Edwards y Ewing 1986, Bergey 1984).

2.2.4. Importancia médica.

Los miembros del género Citrobacter, no sélo se encuentran en las heces del hombre en su
intestino también en otros mamiferos, aves, reptiles, anfibios y peces particulannente en carpas;
agua, aguas de desecho, suelo y alimentos, en los cuales se comporta como comensal Estas
bacterias rara vez son los agentes etioldgicos primarios de infecciones Humanas, pero pueden ser
patdgenos de pacientes ancianos o inmunocomprometidos (Davis ef al. 1990, Karunasagar y Pair,
1992).

Las cepas de Citrobacter no aparecen con mucha frecuencia en las heces, en cambio son
predominante en individuos que presentan infecciones o algin tipo de catéter. También se les ha
asociado con infecciones pulmonares, heridas, ostiomielitis, peritonitis y endocarditis. En ocasiones
Citrobacter produce meningitis neonatal (representando una pequefia porcién de las meningitis
Gram-negativas) con porcentajes de mortalidad elevados y secuelas neurclégicas importantes en los
sobrevivientes (Freeman 1989). Por ser un patdgeno oportunista carece de sistcmas de penetracidn,
sin embargo cuando se produce una via de penetracion accidental (heridas, lilceras, instrumental

contaminado) o una falla en la fagocitosis o de algin otro mecanismo de defensa, se pueden
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establecer como patogenos oportunistas dando lugar a las infecciones somadticas con curso y

pronostico variable dependiendo de las areas que haya infectado (Perea 1992).

Algunas veces C. frewndii ha sido considerada como enteropatogenc y atn cuando es un habitante
normal de! intestino, algunos investigadores han sugerido que es causante de diarrea en pacientes
inmunocomprometidos. Las caracteristicas coloniales de la bacteria reflejan que no sélo se
encuentran en evacuaciones de orina y esputo, sino también en alguna especie de bacterimia, otitis

media, heridas, abscesos en la garganta y en cadaveres (Davis e af 1990).

2.2.5. Tratamiento

Clinicamente se sugiere tratar las infecciones ocasionadas por C. freundii con cierta variedad de
farmacos, de a cuerdo a los analisis que se han efectuado en pruebas de laboratorio, de donde se
sugieren que son sensibles al cloramfenicol, gentamicina, kanamicina y colistina, pero las cepas
varian en sensibilidad a la ampicilina y cefalotonina (Davis et al. 1990). Aunque Gltimamente se ha
encontrado que las bacterias estan creando resistencia a antibidticos en particular cloranfenicol,

debido a la frecuencia de la administracion de los mismos. (Davies 1994).
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3 FUNDAMENTOS TEORICOS

El nacimiento de la cromatografia de absorcidn se remonta a 1906 cuando el botanico ruso Mikhail

Tswett establecio los primeros fundamentos separande los componentes de estratos vegetales
(Knox, 1965).

El principio del método cromatografico consiste en la posibilidad de resolver en sus componentes
mezclas complejas de sustancias presentes en una solucion, utilizando su migracién diferencial
cuando se mueven en un medio poroso absorbente. En la cromatografia de gases la fase movil esta

integrada por una mezcla a resolver y un gas inerte, que sirve para eluir la muestra.

En cuanto a la cromatografia de gases, esta técnica se diferencia netamente de otras porgue la fase
mévil no estd constituida por un liquido, sino por un gas. En la cromatografia gas-liquido, un
liquido no volatil (de alto punto de ebullicion) se distribuye sobre una columna de soporte poroso
inerte; las mezclas de sustancias a separar gaseosas, o llevadas al estado gaseose son transportadas

por un gas permanente {gas vector) y las sustancias se separan segun su volatilidad.

Con mayor precisién se puede decir que las diversas sustancias son en mayor o menor grado
retenidas por la columna segun el valor de sus presiones parciales de vapor, esto en las condiciones
experimentales elegidas. El gas vector transporta las sustancias fuera de la columna, que debe ser lo
suficientemente larga (de 20 a 40 metros), para que esto suceda y contar con una fase liquida y
temperatura adecuadas; las sustancias salen muy diferenciadas con la corriente del gas y ilegan al
revelador, provisto de registrador automatico. Cada soluto se movera a su propia velocidad a través
de la columna y. por consiguiente, se formard una banda por cada uno. Si se usa un registrador, las
seilales aparecen en la grafica en forma de una curva de la composicion decreciente del gas
portador en funcién del tiempo. E! tiempo de emergencia de un pico identifica al componente, el

arca de dicho pico indica la concentracion del componente en la mezcla.
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La cromatografia de gas-liquido es practicamente aplicable a todas las sustancias voldtiles hasta
aproximadamente 350 °C. Ulilizada inicialmente para la separacidon de los acidos grasos,
actualmente constituye el método de eleccion para el anélisis de estas sustancias; los laboratorios de
contro! de adulteraciones en ¢l terreno de las grasas y de los aceites comestibles poseen un método
analitico capaz de detectar cualquier alteracién. Una de las razones principales por las que se usa la
€G en los andlisis es por su alta sensibilidad y es por ello que es un método preferido en un analisis
de trazas particularmente de plaguicidas, herbicidas y contaminantes orgénicos del aire y agua,
investigaciones en el terreno de los esteroides, asi como también en estudios de quimiotaxonomia
etc. Los servicios de este tipo de cromatografia, en constante y rapidisimo desarrollo ofrece

excelentes resultados para este tipo de estudios. (Gonzalez 1994, Murray et al. 1995),
3.1 Lipidos

La composicién de los lipidos en la membrana de los microorganismos proporciona abundante
informacién taxondmica que se puede utilizar tanto para la clasificacion como para la
identificacidn, el estudio de los lipidos en la membrana de E. coli ha contribuido a un gran
entendimiento de la sintesis y funcién de los lipidos en la membrana, en general éste conocimiento

consiste en una mejor identificacion de acidos grasos ( Magnuson et al. 1983).

La membrana en las bacterias, en gran medida se compone de lipidos polares anfipaticos, que estan
formados de una cabeza hidréfila unida a dos cadenas de 4cidos grasos hidrofobos. A los lipidos
polares con frecuencia se les denominan lipidos libres, debido a que es posible extraerlos
facilmente sumergiendo las células en disolventes organicos adecuados. Los 4cidos grasos de
cadena larga se liberan de los lipidos polares de la membrana plasmatica mediante esterificacion y
se analizan por medio de cromatografia de gases. Entre las variaciones en la composicion de acidos

grasos se tiene la longitud de la cadena que varia de 8 a 26 carbonos.

Cuando se cultivan bacterias en condiciones estandarizadas y se degradan por medio de calor, en
una atmdsfera inerte y los productos resultantes llamados (4cidos grasos) forman una “huella

digital” de la célula. Estos perfiles quimicos son muy complejos pero pueden analizarse por CG o
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espectrometria de masas (EM) (Alcamo 1991; Austin y Priest 1992; Magnuson ef al. 1993). Los
acidos grasos constituyen una de las partes esenciales de los componentes celulares. La mayor
proporcion de 4cidos grasos se localiza en la membrana y las bacterias Gram-negativas

generalmente contienen una proporcion mayor de dcidos grasos que las Gram-positivas (Jawetz ef

al. 1996).

3.2 Esterificacién

Un éster es un compuesto que deriva de la sustitucion de hidrégeno perteneciente a la funcion

alcoholica de un alcohol primario o secundario con un grupo acilico segun la reaccion clasica.

La esterificacién es una operacién o reaccion quimica reversible que permite obtener ésteres
mediante: a) la reaccion entre un &cido y un alcohol, b) la accién de un anhidrido de dcido sobre un
alcohol, c) al actuar un cloruro de 4cido y un hidrocarburo no saturado; €) reaccionando un éster y

un alcohol; f) al reaccionar entre si dos ésteres diferentes.

El medio mais sencillo para preparar los ésteres consiste en hacer reaccionar el dcido y el alcohol

respectivos, como expresa la siguiente reaccidn:

R-CO,H + R’-OH —» R-CO-OR" + H,0

Esto es un caso de equilibrio quimico, pues el agua producida en la reaccién actia sobre el éster
formado y tiende a regenerar el dcido y el alcohol. Para lograr que todo el alcohol se transforme en
un éster (esterificacion) es preciso gque uno de los cuerpos reaccionantes, el icido ¢ el alcohol
porque esto es indistinto, se encuentre en exceso, verificindose la reaccién mas ripidamente cuanto
mas elevada sea la temperatura, dentro de determinados limites; sin embargo ésta no influye en el
rendimiento de la operacidn; para aumentar este ultimo, conviene operar en presencia de un
deshidratante (acido sulfurico concentrado, cloruro de zinc anhidro etc.), que retenga o fije el agua

que se forma (Postigo 1980}).
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3.3 Detector de ionizacion de flama

Bésicamente, el detector de ionizacién de flama (DIF} es un dispositivo de conteo de carbone que
produce una corriente proporcional al mimero de iones o electrones formados en los gases de la
flama entre ¢l surtidor del quemador y el colector. Responde a todos los compuestos organicos
excepto al dcide formico. Su respuesta es mucho mayor con los hidrocarburos y disminuye con la

sustitucién en aumento de otros elementos.

El proceso fisico fundamental que delinea la operacién de todos los detectores de ionizacidn, es la
conduccion de la electricidad por medio de gases. A temperaturas y presiones normales, un gas se
comporta como un aislante perfecto; sin embargo, si estan presentes atomos cargados
eléctricamente, moléculas o electrones libres, su movimiento libre en direccién a un campo
eléctrico, hace conductor al gas, se pueden observar la conductividad incrementada debido a la
presencia de muy pocas moléculas cargadas, lo que explica la gran sensibilidad de los métodos de
ionizacidn para el andlisis de gases. Este consiste de una pequefia flama de hidrégeno quemdandose
en un exceso de aire y rodeada por un campo electrosttico, donde el efluente de la columna entra
en la base del quemador a través de un filtro Millipore y se mezclan con el hidrogeno. Los

compuestos orgénicos que salen de la columna se queman.

Durante la combustién se forman fragmentos i6nicos y electrones libres éstos se colectan
produciendo una corriente eléctrica proporcional a la velocidad de entrada de la muestra en la
flama. El detector de ionizacion de flama sdlo responde a atomos de carbono oxidables y la

respuesta es proporcional al nimero de dtomos de carbono en el componente de la muestra.

i hidrégeno se mezcla con la corriente del gas en el fondo del surtidor. La flama originada por ¢l
hidrégeno arde en la punta, en un capilar de 20 hilos, el cual funciona también como catodo y esta
aislado del cuerpo por medio de un sello de cerdmica. El electrodo colector que sc localiza
aproximadamente a 6 mm arriba de la punta del quemador, consiste en un circulo de platino. En
serie con los gases de la flama, se encuentra una seleccién de resistores cuyos rangos van de 10" a

10" omegas. Se emplea con frecuencia un electrémetro como un convertidor de impedencia para
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proveer de sensibilidades hasta de 5X10* amp (Fig. 1 ver anexo) ( Willard ef al. 1975 y 1991 y
Gracia y Asencio de 1975).
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4. JUSTIFICACION

Los estudios microbiolégicos de identificacion bacteriana en sus extensas investigaciones por
optimizar tiempos en la identificacion y clasificacion baetericldgica se¢ han dado a la tarea de
investigar diferentes técnicas de determinacidn bacteriolégica con la finalidad de que estos métodos
rapidos y eficientes sean utilizados en caso de brotes de enfermedades entéricas y de grandes
epidemias dando como resultado que surjan otras técnicas, como lo es la cromatografia de gas
liquido, este método analiza &cidos grasos celulares bacterianos, es un método eficaz de
identificacién y clasificacion taxonémica del microorganismo demostrando un ahorro importante

en tiempo asi como alta sensibilidad pama la deteccion.

Los resultados de este estudio formaran parte del banco de datos para enterobacterias que se estd
implementandc dentro del Proyecto de Conservacién y Mejoramiento del Ambiente (Cyma) asi
como también creardn un precedente de perfil cromatografico de la bacteria en estudio para que en

caso de algiin brote se consulte este banco y sea mas rapida la identificacidn
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5. OBJETIVQS.

5.1 Objetivo general:

® Uso de la técnica cromatogrifica gas-liquido para la determinacion de los acidos grasos

celulares de Citrobacter freundii,

5.2 Objetivos Particulares:

+ Obtencion del perfil cromatografico de C. freundii de una cepa tipificada con base en la

identificacidn de sus dcidos grasos celulares.

« Utilizacién de las pruebas miniaturizadas del AP] 20E y pruebas bioquimicas para verificar la

especie en estudio.

+ Contribuir al incrementar del acervo del banco de datos para enterobacterias obteniendo el
perfil de 4cidos grasos celulares para el Proyecto de Conservacidén y Mejoramiento del

Ambiente (Cyma).
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1 Microorganismo y culfivo

La cepa bacteriana utilizada en este trabajo fue Citrebacter freundii National Collection of Type
Cultures (NCTC-9750) cultivada y conservada en agar nutritivo DIFCO, esta cepa fue adquirida en
el cepanio de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del IPN, laboratorio de bacterioclogia v

depositada en el cepario del laboratorio de bacteriologia del proyecto Cyma.

6.1.1 Preparacion de la biomasa bacteriana

Para verificar que no hubo contaminacion, a la cepa tipificada se le aplicaron dos pruebas de
identificacion, el sistema miniaturizado API 20E (Analytical Profile, 1984) y la prueba tradicional
con bioquimicas, una vez obtenidos los resultados, se procedié a procesar la cepa para la
preparacion de la biomasa. De la cepa tipificada, se realiz6 un pase en agar inclinado y se incubo a
37 °C durante 24 horas; este cultivo posteriormente se sembré en placa para el aislamiento de las
colonias, incubandose en las mismas condiciones que en tubo. De las colonias aisladas se realizo
un sembrado profuso en dos cajas de petri de 10 cm de diametro con 25 m! de medio de cultivo,

para obtener un crecimiento en tapete.

6.1.2 Cosecha bacteriana

Para la cosecha de bacterias se utilizd una solucién de formaldehido al 5%, varillas de vidrio en
forma de “L”, embudos de vidrio, tubos de centrifuga, pipetas de S ml (todo el matcrial
previamente esterilizado en autoclave a 15 Ibs durante 15min). Después de la incubacion de 24
horas a 37 °C, se obtuvo un crecimiento abundante, a éste se le adicionaron 5 ml del formaldehido
a cada una de las cajas y con ayuda de las varillas de vidrio se lavo suavemente la superficie del

agar, este proceso se realizé con el fin de fijar a las bacterias y cosecharias.
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El contenido de dos cajas petri (10 ml) se vertio con ayuda de embudos de vidrio a los tubos de

centrifuga previamente lavados con acetona para su posterior cemrifuglacién‘
6.1.3 Centrifugacion y lavado.

Una vez preparados los tubos cor la cosecha bacteriana se centrifugaron a 15, 000 r.p.m. durante 10

min. a una temperatura de 4 °C.

El sobrenadante del primer centrifugado se deseché, agregando 5 ml de solucion fisioldgica de
cloruro de sodio al 0.85% para un primer lavado, este proceso se repitié dos veces mas bajo las

mismas condiciones.

Al término de la centrifugacion, el paquete celular obtenido fue transferido a frascos viales
previamente enjuagados con hexano y secados a temperatura ambiente. La transferencia del
paquete celular se realizd con ayuda de una cucharilla metalica, repartiéndose perfectamente la
biomasa en las paredes de los frascos con la finalidad de obtener un secado mas rapido y eficiente

durante la liofilizacion.

6.1.4 Liofilizacién

La técnica de liofilizacion se realizd de la siguiente manera: el paquete celular obtenido se liofilizé
a =50 °C, éste proceso se llevd a cabo en un lapso de 3 horas con un vacio total ( en una
liofilizadora Labconco modelo LPyH LOCK 45).

6.1.5 Esterificacion

El proceso de esterificacién se realizé de acuerdo a Glass (1971), este proceso consistio en agregar

a las muestras 20 mg de muestra liofilizada 1 ml de solucién de metdxide de sodio (solucion A)

agitando durante 5 min. Posteriormente se adicionaron 0.6 a 0.7 ml de solucién de metanol
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saturado con cloro-gas (solucién B) hasta que las muestras alcancen un pH de | a 2 y en agitacién

constante durante 30 minutos.

Al término de este ticmpo se agregaron 2 ml de solucion fisiolégica de cloruro de sodio al 0.85%

{(solucién C) a cada muestra, agitandose durante 5 min.

La extraccion de los ésteres metilicos se realizé adicionando 1 mi de hexano, por cada una de las
muestras manteniéndolas en agitacién durante 5 min. La capa de hexano, con los ésteres metilicos
se extrajo con una pipeta Pasteur (capa superior transparente) y se transfirié a tubos de ensaye con
sulfato de sodio anhidro, esto Ultimo con el fin de extraer el exceso de agua que atlin pudiera estar
presente. La extraccion con hexano de los ésteres metilicos se repitié 3 veces mas para cada una de

las muestras.

6.1.6 Evaporacion

Para evaporar el hexano de las muestras se empled un flujo de gas nitrégeno hasta obtener un
volumen final de 10 pi, con una microjeringa se tomd un microlitro y se inyectd en el cromatografo

de gases.

6.1.7 Analisis cromatografico

Se inyectd 1 pl de la muestra de los metil-ésteres obtenidos de la extraccion, en un cromatografo
HP-5890A (Hewlett Packard) equipado con un detector de ionizacion de flama y una columna

capilar (FS-150 DODIED FSOT) de polidimetilsiloxano de 30 m X 0.25 mm de diametro interior.

La temperatura inicial de la columna fue de 120 a 250 °C incrementindose 4 °C por minuto. La
temperatura de inyector y detector se mantuvo a 270 °C utilizando nitrdgeno como gas acarreador

con un flujo de 3¢ ml por minuto.
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Los metil ésteres de los 4dcidos grasos se identificaron por la comparacion de sus tiempos de
retencién cop un estindar comercial para enterobacterias, (véase anexo Bacterial Acid Methyl
Esters CP mix catalogo No 4-7080). Estos tiempos de retencidn y areas se registraron en un

integrador (HP Hewlett Packard).

6.2 Analisis estadistico

1. Los resultados se normalizaron para obtener los porcentajes % de drea de cada 4cido graso, al
compararse contra el pico de mayor tamafio.

2. En cuanto a las medidas estadisticas también se tomaron los parametros siguientes: media,
desviacion estandar, coeficiente de variacion, intervalos de confianza al 95%, maximo y
minimo (Daniel 1977).

3. Se utlizaron 35 cromatogramas de las 50 inyecciones debido a que estos demostraron

uniformidad en sus datos obtenidos.
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ESQUEMA DE LA TECNICA CROMATOGRAFICA PARA LA DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS
CELULARES DE BACTERIAS

l CEPA TIPIFICADA

PRUEBAS BIOQUIMICAS ﬂ CULTIVO EN AGAR NUTRITIVO

Y API-20E <———">| TUBOINCLINADO Y PLACA

T

SIEMBRA EN AGAR NUTRITIVO: 2 CAJAS POR MUESTRA,
CUBRIENDO LA SUPERFICIE DE LACAJA E INCUBARA 37°C POR 24 h.

U

I\ADICIONAR 5 ml DE FORMALDEHIDO AL 0.5% A CADA CAJA

1!

’\COSECHAR CON UNA “L” DE VIDRIO PARA OBTENER BIOMASA

1

VACIAR EL CONTENIDO DE 2 CAJAS, EN TUBOS DE
CENTRIFUGA, PREVIAMENTE LAVADOS CON HEXANO

U

CENTRIFUGA A 15 MIL RPM A 4°C POR 10 MIN,, LAVAR CON NaCl AL
0.85% Y CENTRIFUGAR EN LAS MISMAS CONDICIONES

s

E{EPETIR EL PASO ANTERIOR DOS VECES MAS

i

REPARTIR EL PAQUETE CELULAR EN LAS PAREDES DE UN TUBO PARA
LIOFILIZAR, PREVIAMENTE LAVADO CON BEXANO

U

FIOFILIZAR A 50°C DURANTE 3 HORAS

1

EESAR 20 mg DE LA MUESTRA LIOFILIZADA E
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Continua

AGREGAR [ ml DE METOXIDO DE SODIO (SOL “A™ Y AGITAR
LIGERAMENTE 5 MIN.

L

ADICIONAR 0.6-0.7 m| DE METANOL SATURADO CON CLORO GAS (SOLB”) AJUSTAR
EL pH A 2 CON SOL “B” AGITAR LIGERAMENTE 30 MIN.

1

ADICIONAR 2 ml DE NaCl AL 0.85% (SOL “C") AGITAR LIGERMENTE 5 MIN.

U

AGREGAR | mi DE HEXANO, AGITAR LIGERAMENTE 5 MIN. (PARA LA
EXTRACCION DE ESTERES METILICOS)

!

DEJAR REPOSAR LA MUESTRA HASTA QUE SE OBSERVE LA SEPARACION DE CEPAS
Y EXTRAER CON PIPETA PASTEUR ESTERIL LA CAPA SUPERIOR TRANSPARENTE
(ESTERES METILICOS)

1!

TRANSFERIR A UN TUBO DE ENSAYE CON SULFATO DE SODIO

1!

REPETIR EL PROCESO DOS VECES Y TRANSFERIR A FRASCOS VIALES
GRADUADOS (SELLLAR PONER EN EL COGELADOR SINO SE INYECTAN
INMEDIATAMENTE NO MAS DE UNA SEMANA)

U

L EVAPORAR CON NITROGENO GAS HASTA OBTENER APROXIMADAMENTE 10 pi

U

[ TOMAR | ul CON MICROJERINGA E INYECTAR EN EL CROMATOGRAFOQ

U

DEL CROMATOGRAMA OBTENIDO: NORMALIZAR LOS DATOS DE AREAS Y
TIEMPQS DE RETENCION APLICANDO PRUEBAS ESTADISTICAS ADECUADAS
COMPARACION CON EL ESTANDAR.
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7. RESULTADOS

Se realizaron 35 pruebas bioquimicas tradicionales de las cuales se ejemplificas las mas tipicas para
C. freundii, todas aisladas con Sulfito de Bismuto, utilizandose como marco de referencia para la
comprobacidn de que la cepa utilizada siga siendo la misma, también para e! Api 20E.

Tabla 1: Resultado de pruebas biogquimicas tradicionales para la identificacion de la cepa
Citrobacter freundii.
Medios de Cultivo
LiA i MIO KLIGLER CITRATO
K/K K/A M=(+) Negativo Negativo
I=(+)
0=(H)

K/A K/A M=(1) Pasitivo Positivo
I=(+)
O=(+)

Tabla 2: Resultade de pruebas bioquimicas tradicionales para la identificacion de la cepa
Citrobacter freundii Sulfito Bismuto (SB).
Medios de Cultivo
LIA TSI Mio KLIGLER CITRATO
K/A K/A M=(+) K/A Negativo
I=(2)
0=(2)

K/A K/A M=(+) K/A Negativo
I=(%)
0=(2)

Tabla 3: Resuitado de pruebas bioquimicas tradicionales para la identificacién de la cepa
Citrobacter freundii Sulfito Bismuto {SB).
Medios de Cultivo

LA 751 MIO KLIGLER CITRATO
K/A K/A M=(+) K/A Positivo
I=(+)
0=(%)
K/A K/A M=(+) K/A Negativo
I=(+)
0=()
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Tabla 4: Resultade de pruebas bioquimicas tradicionales para la identificacion de ia cepa
Citrobacier freundii Sulfito Bismuto (SB).
Medios de Cultivo
LIA 78I MIO KLIGLER CITRATO
K/K K/A M=(+) K/A Positivo
I=(+)
0=(4)

K/A K/A M=(+) K/A Negativo
1=(1)
O=(t)

Tabla 5: Resultado de pruebas bioguimicas tradicionales para la identificacién de la cepa
Citrobacter freundii
Medios de Cultivo
LiA TSI MIO KLIGLER CITRATO
K/A K/A M=(+) Negativo Positivo
1=(+)
O=(x)

K/a KA M=(+) Negativo Negativo
I=()
O=(1)

Tabla 6: Resultado de pruebas bioquimicas tradicionales para la identificacion de la cepa
Citrobacter freundii
Medios de Cultivo
Lid 75! MIO KLIGLER  CITRATO
K/A AJA M=(+) Negativo Positivo
I=(+)
O=(3)

K/A K/A M=(+) Negativo Positivo
[=(+)
0=(%)
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Tabla 7: Resultado de pruebas bioquimicas tradicionales para la identificacién de la cepa

Citrobacrer freundii

Medios de Cultivo
LiA 781 MIO KLIGLER CITRATO
K/A K/a M=(+) Negativo Negativo
I={+)
O=(1)
K/A K/A M=(+) Negativo Positivo
I1=(+)
O=(%)

Tabla 8: Resultado de pruebas bioquimicas tradicionales para la identificacién de la cepa

Citrobacter freundii

LiA4 TSI

Medios de
MO

Cultivo
KLIGLER

CITRATO

K/A K/A

K/K K/A

M=()
=)
0=(*)

M=(+)
1=(+)
O=(+)

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Tabla 9: Resultado de pruebas bioquimicas tradicionales para la identificacion de la cepa

Citrobacier freundii

K/A
75!

Medios de
MIO

Cultivo
KLIGLER

CITRATO

K/A

K/A K/A

M~(+)
[=(2)
O=(1)

M=(+)
=)
O (&)

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

UNAM-CAMPUS IZTACALA

27

___ Teodora Rosas C.



Andlisis cromatogréafico de C_freundii __ Teedors Rosas C.

Tabla 10 Resultado de pruebas bioquimicas tradicionales para la identificacion de la cepa
Citrobacter freundii
Medios de Cultivo
LIA TSI Mio KLIGLER CITRATO
K/A K/A M=(+) Negativo Negativo
I=(%)
O=(1)

K/A K/K M=(+) Negativo Positivo
I=(+)
O=(1)

Tabla 11: Resultado de pruebas bioquimicas tradicionales para la identificacion de la cepa
Citrobacter freundii
Medios de Cultivo
LiA TSI MIO KLIGLER CITRATO
K/K K/A M=(+) Negativo Negativo
I=(+)
O=(+)

K/A K/A M=(+) Negativo Negativo
I=(+)
0=0)

Tabla 12: Resultado de pruebas bioquimicas tradicionales para la identificacién de la cepa
Citrobacter freundii
Medios de Cultivo
LiA TS1 MIO KLIGLER CITRATO
K/A K/A M=(+} Negativo Negativo
[=()
O=(1)

K/A K/A M=(+) Negativo Negativo
I=(+)
O=(+)
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Se realizaron 35 pruebas estandarizadas por medio del sistema miniaturizado API-20E de las

cuales se ejemplificas las mas tipicas para C. freundii. 1odas aisladas con Sulfito de Bismulo, véase

anexo.

Tabla 13 Resultados obtenidos mediante la prucba miniaturizada AP1-20E

ARG AMELDC OPC CTE TS JERE ERS INBIYE GLHE GEE SIS N0 SORL RHY sae MR MY ARy ON] Cabiae
1 2 4 1 2 4 1 2 4 ! M 4 1 2 4 i 2 4 1 2 4 °
+ - . + + + - - + - - + + - + + . + + + - 1744513
+ . . + + + - - + - - + + - ++ + - + + + - 1744513
+ - - + + + - - + |- - ++ + - + + . + + + - 1744513
+ + + + . . ¥ - - + + + + > + + - 1744513
+ - - - + 4 - - . - - + + + + + + + + + - 1604773
_ . . + - . - - - - - + + - + + + + + + + 0104573
R + R N + + - - - - - + + - + + - + + + 2604553
- - - - + . - - + + + + + - + + + + - 0404773
+ . - + + + - - + - + + - + + - + + + - 1744513
+ - - + + - - - . - + + + + + + + + + - 1604773
+ . - . + + - . - - - + + + + + + + + - - 1604773

* Los codigos que aparccen, aunque son diferentes todes codifican posiivo para C freundi
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De los analisis cromatograficos realizados se seleccionaron 35 cromatogramas que presentaron los
valores de drea similares para cada uno de los dcidos grasos ( Tabla 17).

Se observd que la cepa tipificada de C. freundii (NCTC-9750), presenté 10 icidos grasos con
tespecto a los 26 presentes en la mezcla estandar (véase anexo Bacterial Acid Methyl Esters) de
acidos grasos (Tabla 16, véase también en el anexo el cromatograma con el perfil definitivo), de los
cuales se presentan los acidos grasos caracteristicos de las enterobacterias, Laurico (C 12:0),
Miristico (C 14:0), Palmitico (C 16:0) ver fig. 2. El pico 15 present6 la mayor drea y que coincide
con lo que se reporta en la literatura, es decir que el acido grase de 16 carbonos es el mas
abundante para la familia Enterobacteriaceae.

Tabla 1. Acidos grasos que conforman el perfil de las cepas tipificadas
de C. freundii

Pico Nombre comun Abreviatura Nombre sistematico
3 Acido Laurico C12:0 Dodecandico
7 Acido Miristico C14:0 Tetradecandico
10 C15:0 Pentadecandico
12 Acido C14:03-OH  3-hidroxitetradecanoico
Hidroximiristico
14 Acido palmitoleico c16:1° cis-9-hexadecendico
15 Acido Palmitico C16:0 Hexadecandico
17 c17.0* cis-9, 10-metilenehexadecandico
18  Acido Estearico C17:0 Heptadecanoico
22 Acido Oléico C 18:1°,18:1"  trans-9-octadecenoato, cis-11-
octadecenoato
24 C 19:0* cis-9-10-metilengoctadecandico

Acidos grasos citados por orden de elucién a través de una columna de CGL. (Teshi 1967,
Larson y Mardh 1974 y Boe y Gjerde 1980)
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Tabla 17 Areas (porcentajes) normalizadas de los dcidos grasos presentes en C. freundii

Pico 3 7 10 12 14 15 i7 18 22 24
Nim de crom | C120 Cl40 C150 | C14:03-0H [C161"| Cl60 c1z0* [C1ro] cisr*ag” | ci9¢h
1 10.22 21.49 727 154 30.26 160 64.24 524 4581 13.22
2 3.49 1959 7386 1334 34 32 160 6392 588 4942 13.03
3 847 2078 861 2308 3428 100 6134 665 4491 1278
4 14.04 2425 718 2544 3805 100 6128 4.99 49 11 1259
5 172 1428 897 720 3164 100 53.07 718 4799 1.9
6 383 1342 807 6.66 072 100 5241 630 46.64 1166
7 338 1261 742 2576 3576 100 4756 616 49.64 10.16
) 373 1381 7.23 5.79 24.55 100 54.59 6.78 3911 1287
9 491 1532 902 7.46 3303 100 49,07 735 4532 10.27
10 468 14 86 690 6.9 3338 100 4763 6.60 44.43 1109
11 s 1505 763 923 3177 100 4617 634 4451 1143
12 51 15 68 767 7.04 26.02 100 54.58 613 40.63 12.78
13 473 1436 7.97 5.75 3511 100 50.53 5.6 4761 1041
14 4.62 1457 311 7.06 2812 100 5208 581 4103 12.36
15 3.82 1271 7.96 474 3034 100 5317 580 4173 1277
16 524 1374 755 9.81 3302 100 5093 6 4628 1045
17 4.68 13 84 9.06 6.34 3274 100 5261 569 4953 1179
13 3.80 1317 817 498 3557 100 49 549 49 67 1101
19 4.44 13.96 826 6.47 38721 100 4932 5.66 50.49 1001
20 193 1363 8.20 6.34 37 81 100 6989 563 5124 10.48
20 452 1429 7.69 8.18 366 100 5026 587 4474 11.63
22 29 1153 8.8 479 2968 100 54.56 596 48.6 14.51
3 24 161 627 11.09 36 53 100 5726 498 4335 124
24 486 14 44 7.23 7.52 279 100 5437 525 4731 T
25 34 1579 619 9.79 26.95 100 5668 516 4781 12.34
26 4383 1428 6.47 11.04 273 100 59.03 5 88 4937 1374
77 94 17 64 79 10.08 43 14 100 6823 443 52 65 g8
28 1536 26 36 737 1392 149 100 6695 619 49 89 1468
29 317 1313 843 1558 50 100 70.44 45 5307 908
30 35 1197 B85 1677 46 46 100 1181 481 5714 1002
31 6.58 21.75 808 14 88 40 11 100 6937 416 49 36 843
32 534 14 67 632 1017 258 100 56 86 49 4546 12.83
___33 524 1524 755 981 3303 100 5093 [ 46.28 1045
RE) 468 13 84 906 634 32 66 100 526 59 49 53 1179
35 1013 25 64 857 1342 3494 100 6221 S07 1344 1144

-
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Fig. 2: Perfil de acidos grasos de la cepa tipificada
Qtrobacter freundi

1X0¢

15

Areas normalizadas en %

0 B & @ ¥ 0 M 1M1 12 18
Tienpo de retencién nomrdlizadoen %

Tanto a los valores de las Areas Normalizados (AN) como a los de los Tiempos de Retencién
Normalizados (TRN), ambos en porcentajes, se les calculé la media (X), desviacién estandar (S),
valores méximo y minimo, limite inferior y superior e intervalos de confianza al 95% (Tablas 3 y
4). Los acidos grasos de mayor area fueron los que corresponden a los picos: 17 con una X= 56.73
y una $=7.43; 14 con una X=33.31 y una $=5.67; 22 con una X= 47.37, y una $=3.63. Los 4cidos
grasos de menor area fueron los siguientes: el 24 con una X=11.64 y una S=1.52. el 18 con una
X=5.73 y una $=0.74, el 10 con una X=7.85 y una S- 0.77 y el 3 con una X=5.66 yuna $=298..

Con lo que respecta a los (TRN) estos son algunos de sus resultados ¢l pico 17 con una X de
110.19 y una S= 0.50; el pico 14 con una X :96.84 y una $=0.037; observandosc que en los tiempos
de retencion dados se ve el orden de elucion de la muestra en estudio. Cabe senalar que de los 10

picos analizados, en tres de elios (3. 7 y 10) el C.V muestra un porcentaje de vartacion importante,
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el cual el 20% que significa que sé esta saliendo de los parametros del 20% que determina la

bibliografia como limite ( Gracia y Ascencio de 1975).
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Tabla 18: Medidas descriptivas de las dreas de cada uno de los acidos grasos identificados en la

cepa tipificada C. freundii

_ _ Valor  Valor Limit.  Limit.
Pico N X S cVv Max Min Inf. Sup.
(95%)  (95%)

3 35 5.66 2.98 52.65 15.36 24 4.63 6.69
7 35 16.05 4.18 2604  29.64 11.53 14.61 7 17.4
10 35 7.85 0.77 9.808 9.06 6.27 7.58 8.11
12 35 10.51 555 52806 2576 4.74 8.60 12.4
14 35 33.31 5.67 17.021  50.00 2455 3136 352
15 35 100 100 100 100 100 100 100
17 35 56.73 7.43 13.09 7181 46.77  54.17 56.2
18 35 5.73 0.74 12.91 7.35 4.16 5.47 5.98
22 33 4737 3.63 7.66 57.14  39.11 46.12 48.6
24 35 11.64 1.52 13.05 14.68 8.43 HL12 12.1

X--Media; N-Namero de datos, S=Desviacién estandar, C. V. Coeficiente de Variacion;

Limit. [nf.~ Limite Inferior; Limit, Sup.= Limite Superior Valores Maximos y Minimos
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Tabla 19: Medidas descriptivas de los tiempos de retencién de cada uno de los dcidos grasos

identificados en la cepa tipificada C. freundii

Pico N X S. cv Max  Min L;';“ff‘ LS‘TI;‘
335 4994 0158 03163 5041 4973 4988  49.99
735 7455 029 0.1730 7483 7399 7452 7457
10 35 8731 0061 0069 8738 871 8729  87.33
12 35 9197 0583 0633 9198 9101 9187 9221
14 35 9684 0037 0038 9.9 9672 9682  96.85
1535 100 100 100 100 00 100 100
1735 11019 0502  0.455 101 199 110106 11036
1835 11215 00993  0.088 123 119 1211 11218
235 12127 0091 0.075 1215 1211 12124 121302
2435 13321 3266 2451 1341 1336 13208 13433

X:-Media; N=Numera total de datos, S=Desviacién estandar, C. V. Coceficicnte de Variacion;

Limi. Inf.-- Limite Inferior; Lim. Sup.= Limite Superior; Valores de Miximos y Minimos.

Como se puede observar en las tablas 16,17, 18 y 19 y la fig. 2 la cepa tipificada de C. freundii

muestra su perfil de acidos grasos, 10 de los 26 presentes en la mezcla estindar (véase anexo).
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8. DISCUSION

El perfil cromatografico de los 4cidos grasos presentes en C. freundii, son de cadena lineal y
corresponden a los siguientes picos, 3 (dodecanoico), 7 (tetradecandico), 10 (pentadecandico), 16
(hexadecandico) y 18 (heptadecandico). También se presentaron acidos insaturados de doble

ligadura tales como el pico 22 (trans-9-octadecenoato, Cis-11-octadecenoato).

El pico 12, acido 3-hidroxitetradecandico, presenta en su estructura un grupo hidroxilo, la presencia
de esta clase de dcidos grasos que son componentes celulares de los lipopolisacaridos (LPS) que
consisten en un complejo lipido A, que esta constituido por unidades de disacéridos y glucosamina
que tiene unido varios dcidos grasos de cadena larga. El 4cido 3-hidroximiristico un &cido graso
con 14 dtomos de carbono, se halla siempre presente y es exclusivo para este lipido. La toxicidad
de la bacteria esta ligada con la presencia del lipido A, por sus LPS. que son extremadamente
toxicos, este estd fijado a la membrana exterior, el lipido A indica que la bacteria presenta
antigenos de superficie y posiblemente un tipo de endotoxinas que la incluyen dentro de las
bacterias con capacidad para ocasionar enfermedad. Esto es coincidente con la bibliografia, en la
que se reporta que es un microorganismo patdgeno oportunista y que en ocasiones se llega a
confundir con Shigefla spp. debido a que origina la misma sintomatologia en los pacientes y su

diferenciacion solo se logra por medio de pruebas antigénicas.

Los picos, 17 (acido cis-9-metilenehexadecandico) y 24 (acido cis-9-10-metileneoctadecandico) le
confieren flexibilidad a la membrana siendo partes estructurales de la misma (Machtiger y O’leary

1973, Thost 1967, Lenhiger 1984 y lawetz ef al. 1996).

Los coeficientes de variacién altos presentes en algunos picos podrian explicarse como resultado de
que sean los picos caracteristicos para una subclasificacidn mas fina de esta especie s decir hasta

subespecie, ya que esta técnica tiene Ja ventaja de ser muy sensible.
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Por otro lado la obtencion del perfil cromatografico de C. freundii demuestra que los picos 17, 14 y
22 tienen la caracteristica de ser los que presentan ma;yor area, por lo que estos picos son los
caracteristicos de la especie en estudio. Este mismo laboratorio se han realizado estudios similares
de CGL para implementar un banco de datos, en donde, por ejemplo, ¢l perfil obtenido de acidos
grasos celulares de Enterobacter agglomerans, se basa en los picos 7, 14 y 1 7 que son los de mayor
area siendo el pico 7 de los tres, el que tiene la mayor drea. En Klebsiella rhinoscleromatis los
picos de mayor abundancia fueron el 14, 17 y 22 siendo ¢l pico 22 ¢l de mayor area. En Shigella
spp. el pico 14 presentd la mayor 4rea y en C. freundii se demuestra que dentro de los picos ya
mencionados el pico {7 muestra ser el de mayor area por lo que se podria sugerir que en estas tres
especies y la del presente estudio denotan la presencia de acidos grasos con cadenas que presentan
de 12 a 26 carbonos ( Thosi 1967, Larson 1974, Bee y Gjerde 1980, Campoy 1992, Yafez 1992 y
Hurtado 1998).

La determinacién de los &cidos grasos en bacterias no es un proceso de diagndstico unico pero si es
una herramienta para la distincion cntre cspecies de enterobacterias debide a que presentan entre si,
diferencias con respecto a la composicion de &cidos grasos, esto concuerda con lo que menciona
Bergan 1984.ya que el menciona que los acidos grasos son determinantes para la identificacion
bacteriana y en este laboratorio del proyecto Cyma, se estan elaborando bancos de datos con los

perfiles de ésteres metilicos obteniendo muy buenos resultados en cada especie en estudio.

Debido a que los perfiles presentes entre las enterobacterias no son iguales se crean marcadas
diferencias entre las mismas especies, es por ello que el perfil obtenido es incambiable; Janzen
{1974), les denomina a estos perfiles “huellas digitales” ya que adiciona la impresion metodologica
real de los perfiles (cromatogramas), demostrando lo factible del procedimiento en taxonomia

dentro del mismo grupo.

Cabe mencionar que dependiendo del tipo de bacteria en estudio se encontrard un perfil
cromatografico para cada una de ellas; Machtiger (1973}, realizd estudios por CGL con tres

diferentes cepas de Citrobacter freundii (ATCC), encontrandose que la bacteria tiene una
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homogeneidad de composicion de acidos grasos celulares, asi como también la heterogeneidad de

la composicion quimica celular caracteristica de cada especie.
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La obtencién de cromatogramas a partir de ésteres metilicos de acidos grasos dio como
resultado un perfil caracteristico para C. freundii, en este caso se obtuvieron 10 picos de la
especie en estudio esto concuerda con Hausler 1983 y 1987, que menciona la irrepetibilidad de

los perfiles para cada especie bacteriana en estudio.

La presencia de los acidos grasos en las enterobacterias Laurico, Miristico y Palmitico
identificados en ¢l perfil de C. freundii dio como resultado la ubicacién de dicha especie dentro

de las enterobacteriaceae.

Los corrimientos de las bicquimicas y Api 20E verificaron la pureza de la cepa tipificada para

asegurar que los perfiles obtenidos correspondian a C. freundii.

Las condiciones de andlisis deben ser siempre las mismas puesto que como esta técnica es de
alta sensibilidad se puede caer en el error de que si por ejemplo el cultivo se deja mds tiempo
del establecido de 24 horas el crecimiento bacteriano ya no estaria en su fase exponencial y
entonces las cepas se cosecharian en la fase de decrecimiento por lo tanto la obtencion de los

acidos grasos esterificados seria muy pobre.

La identificacion obtenida pasara a formar parte del banco de datos para enterobacierias del

proyecto Cyma.

Los Acidos grasos mas caracteristicos del perfil obtenido fucron de acuerdo a su concentracidn

en areas el pico 17,22 y 14,
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10. RECOMENDACIONES

< En general las especies de Citrobacter son de dificil identificacion, debido a su similitud con
Shigella y a que existen otras siete diferentes especies de Citrobacter. Por lo tanto el uso de la
cromatografia resulta de gran utilidad para determinar a las especies con base en sus perfiles de

acidos grasos.

% C freudii es una bacteria oportunista y no esta considerada como una bacteria que pueda causar
una gran epidemia, pero sin embargo como habitante normal del intestinc de animales de
sangre caliente y como oportunista que es, puede ser causante de mortandad en pacientes
debilitados 0 con catéteres y es por ello que no se deje de lado en estudios de importancia

médica sanitaria a ningln tipo de enterobacterias, que puedan o no causar epidemias.

< Se recomienda la utilizacién de esta técnica cromatografica para identificacién taxondmica

puesto queda resultados cualitativos y cuantitativos

< La reproducibilidad de la técnica es un factor muy importante para este tipo de estudio es por
ello que para obtener un perfil se recomiendan de 20 a 50 repeticiones representativas

estadisticamente por cada especie de bacteria en estudio.

",
X

L>

Se recomienda que este andlisis se utilice en investigaciones ambientales, con el fin de ver si no

hay cambios en los perfiles de las cepas tipificadas con respecto a las ambientales.

% Si se quieren obtener resultados de aita sensibilidad la CGL es un buen métode de

determinacién e identificacion bacteriana.
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12. GLOSARIO

12.1 SOLUCIONES *

12.1.2 Selucién de formaldehido al 0.5%

Formula:

Formaldehido 0.5m!
Agua destilada 100 ml
Preparacion:

Medir con una pipeta 0.5 ml de formaldehido y mezclarlos en 100 ml de agua destilada para poder

tener una concentracion del 0.5% poner en refrigeracion.

12.1.3 Solucién fisiologica de NaCl al 0.85% (Solucion C).

Formula:

Cloruro de sodio 085g
Agua destilada 100 ml
Preparacion:

Pesar 0.85 g de NaCl y disolverlos en 100 ml de agua destilada, esterilizar en autoclave a 15 libras

de presion durante 15 minutos, conservar en refrigeracion.
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12.1.4 Solucién de metéxido de sodio (Solucion A)

Férmula:

Metanol 37 ml
Metoxido de sodio 23 m}
Benceno 90-100 ml
Preparacion:

Medir con una pipeta 37 ml de metanol y vaciar a un matraz votumétrico de 100 ml, posteriormente

se agregan 23 ml de metdxido de sodio y aforar a 100 ml con benceno, conservar en refrigeracion.

12.1.5 Solucién de metanol saturado con cloro gas (solucion B)

Férmula:

Acido clothidrico concentrado. 30 ml
Acido sulfirico concentrado 30 ml
Metanol 20-25ml
Preparacion:

En un matraz de bola se colocan 30 ml de icido clorhidrico concentrado, en un embudo de
separacidn se colocan 30 mi de dcido sulfurico concentrado y en un embudo colector se colocan de

20 2 25 ml de metanol.

Se hace reaccionar ¢l acido clorhidrico con el acido sulfarico, recuperandose los vapores del cloro

en el tubo colector que contiene el metanol hasta un pH 4cido.
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12.2 Medios de cultivo
12.2.1 Agar nutritivo:
Formula:

Bacto extracto de carne
Bacto peptona

Bacto agar

Preparacion:

Teodora Rosas C.

30¢g
50g
15.0¢g

Pesar 23 g de agar nutritivo y disolverlos en 1000 ml de agua destilada, se calienta hasta completa

disolucidn y se esteriliza en autoclave a 15 libras durante 15 minutos.

12.2.2 Agar Kligler con hierro

Férmula:

Extracto de came
Extracto de levadura
Peptona

Peptona proteasa
Lactosa

Glucosa

Sulfuro ferroso (FeSQy)
Tiosulfato de sodio (NaS,03)
Rojo feno!

Agar

Agua destilada
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30 g
30 g
150 ¢
50 g
10.0 g
10 g
50
03 g
0024 ¢
120 g
1000 ml
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Preparacidn:

Pesar 55 g de medio deshidratado “Kligler lron Agar™ y agregar 1000 mi de agua destilada fria,
dejandolo en reposo aproximadamente 15 minutos. Calentar agitando constantemente hasta
disolver completamente, sin alcanzar la temperatura de ebullicion. Distribuir volimenes de 6 a 7 ml
en tubos de ensayo (12X120 mm), tapar y esterilizar en autoclave a 21 °C durante 15 minutos.
Después de esterilizado dejar enfriar inclinado, de tal manera que la base sea aproximadamente de
media altura del fondo del tubo. Guardandolo en refrigeracion de 2 2 8 °C, pH final: 7.4 £ 0.2 a 25
°C

12.2.3 Agar nutritive (agar para manutencion)

Formula:

Extracto de carne 50¢g
Peptona 100g
Cloruro de sodio (NaCl) 50¢g
Agar 150¢g
Agua destilada 1000 m|
Preparacién:

Pesar los ingredientes y agregar 1000 m! de agua destilada fria, dejar reposar aproximadamente 15
minutos. Calentar agitando constantemente hasta la completa disolucién del medio, cuidando de no
alcanzar {a temperatura de ebullicion. Distribuir volimenes de 6 a 7 mL en tubos de (12X 120mm),
tapar y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Después de esterilizar, ain caliente

colocar en posicién inclinada hasta que el medio solidifique, pH final: 7.4 + 0.2225°C
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12.2.4 Agar lisina-hierro (L1A) para descarboxilacion de lisina

Formula:

Extracto de levadura
Bacto peptona

Dextrosa

Hidrocloruro L-lisina
Sulfato ferroso

Citrato de amonio férrico
Tiosulfato de sodio
Puarpura de bromocresol
Agar

Agua destilada

Preparacion:

&Te oo
30g gw ﬂf M

50g
1.0g.
100g
02 g
05¢g
004 g
002¢g
150¢g

1000 m]

R Grs
Blsliorsy

Pesar 34.5 g del medio deshidratado y agregar 1000 ml de agua destilada fria, dejar reposar

aproximadamente 15 minutos, calentar agitando constantemente hasta su completa disolucién,

cuidando de no alcanzar la temperatura de ebullicion. Distribuir en volimenes de 6 a 7 ml en tubos

de ensayo 12X120 mm tapar y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Después de

esterilizar, atin calienie colocar en posicion inclinada hasta que el medio solidifique. Guarddndolo

en refrigeracion de 2 a 8 °C, pH final 6.7 £ 0.2 225 °C.

12.2.5 Medio para movilidad-indel (M10)

Férmula:

Extracto de levadura
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Peptona de gelatina 100g
Peptona de caseina 100¢g
L-ornitina 10.0g
Dextrosa 1.0g
Parpura de bromocresol 002¢g
Agar 20g
Agua destilada 1000 mi
Preparacion:

Pesar 31 g del medio deshidratado y agregar 1000 ml de agua destilada fria, deja reposar
aproximadamente 15 minutos. Calentar agitando constantemente hasta su completa disolucion,
cuidando de no alcanzar la temperatura de ebullicion. Distribuir de 3 a 4 ml en tubos de ensayo de
12X120 mm, tapar y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos, dejarlos enfriar en

posicion vertical, guardar en refrigeracion de 2 a 8 °C. pH final 6.5 £ 0.2 a25°C

12.2.6 Agar Eosina Azul de Metileno (inedio selectivo).

Formula:

Peptona de Gelatina 10.0 g
Lactosa 50 g
Sacarosa 50¢g
Fosfato dipotasico 135 ¢
Eosina 040¢
Azul de metileno 0.065 ¢
Agua destilada 1000 ml
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Preparacion:

Pesar los medios deshidratado y agregar 1000 m! de agua destilada fria, deja reposar
aproximadamente 15 minutos. Calentar agitando constantemente hasta su completa disolucion,
cuidando de no alcanzar la temperatura de ebullicion, tapar y esterilizar en autoclave a 121 °C
durante 15 minutos. Distribuir 25 ml en cajas de petri de 120 mm de didmetro, dejarlos enfriar y,

guardar en refrigeracion de 2 a 8 °C pH final 7.2+ 0.2 225 °C

12.2.7 Agar McConkey (medio selectivo).

Férmula:

Peptona especial 30 g
Peptona de gelatina 170 g
Lactosa 100 g
Mezcla de sales biliares 15¢g
Cloruro de sodio 50 g
Rojo neutro 0.03 ¢
Cnistal violeta 0.001 g
Agar agar 135 g
Agua destilada 1000 ml
Preparacién:

Pesar los medios deshidratados y agregar 1000 ml de agua destilada fria, deja reposar
aproximadamente 15 minutos. Calentar agitando constantemente hasta su completa disolucién,
cuidando de no alcanzar la temperatura de ebullicidn, tapar y esterilizar en autoclave a 121 °C
durante 15 minutos. Distribuir 25 ml en cajas de petri de 120 mm de diametro, dejarlos enfriar v,

guardar en refrigeracion de 2 a 8 °C. pH final 7.1+ 0.2 225 °C
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12.2.8 Sulfito bismuto (medio

Férmula:

Bacto extracto de carne

Bacto peptona

Bacto dextrosa

Fosfato de sodio

Sulfato ferroso

Indicador de sulfito de bismuto
Bacto agar

Verde brillante

Agua destilada

Preparacion:

selectivo).

50¢g
10.0 g
50
40 g
03 g
80 g
200 ¢
0.025¢g
1000 ml

Pesar los medios deshidratado y agregar 1000 mi de agua destilada fria, deja reposar

aproximadamente 15 minutos.

Calentar agitando constantemente hasta su completa disolucién,

cuidando de no alcanzar la temperatura de ebullicion, tapar y esterilizar en autoclave a 121 °C

durante 15 minutos. Distribuir

guardar en refrigeracionde 2 a

25 ml en cajas de petri de 120 mm de didmetro, dejarlos enfriar en,

8 °C. pH final 7.1£ 0.2 a 25 °C

13.2.9 Agar Citrato de Simmons {(medio selectivo)

Férmula:

Fosfato deshidrogenado de amonio 1.0g
Fosfato dipotasico 10g
Cloruro de sodic 50g
Citrato de sodio 20¢g
Sulfato de inagnesio 020g
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Agar agar 150¢g
Azul de bromito 0.08 g
Agua destilada 1000 mi
Preparacion:

Pesar los medios deshidratado y agregar 1000 ml de agua destilada fria, deja reposar
aproximadamente 15 minutos. Calentar agitando constantemente hasta su completa disolucion,
cuidando de no alcanzar la temperatura de ebullicion, tapar y esterilizar en autoclave a 121 °C
durante 15 minutos. Distribuir 25 ml en cajas de petri de 120 mm de diametro, dejarlos enfriar en,
guardar en refrigeracion de 2 a 8 °C pH final 6.9 + 0.2 a 25 °C los medios selectivos utilizados nes

dieron como resultado las caracteristicas de la bacteria en estudio.

*[as soluciones y medios selectivos se consultaron en los siguientes libros: APHA, AWWA,

WPCF 1992 y Mac Faddin 1994.
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TABLA 15: ABREVIATURAS PARA EL SISTEMA API-20E

REACCI(‘:)NES

ABREVIATURA SUBSTRATOS ENZIMATICAS PRINCIPIO
ONPG Ortonitrofenol-galctdsido  Arginina dehidrolasa Demostrar'la presencia de la
B-galactosidasa
Medir la capacidad
ADH Arginina Arginina dehidrolasa enztménc; de En f:rgamsmo
LDC Lisina Lisina descarboxilasa pard aci descar 0);' ar - un
oDC Omitina Omitina descarboxilasa amin6aciCo para tormar una

amina, con la consiguiente
alcalinidad

Determinar si un organismo
es capaz de utilizar citrato
CIT Citrato sédico Utilizacién de citrato como dnica fuente de
carbono para el metabolismo
provocando alcalinidad

Determinar si se ha liberado
acido sulfirico {H,S) por
accidn  enzimdtica de los

H,S Tiosulfato sédico Produccién de H,S aminodcidos que contienen
azufre  produciendo  una
reaccién visible de color
negro

Determinar la capacidad del
organismo de desdoblar Ia
URE Urea {(Ureasa) Hidralisis de urea  urea, formando dos
molécuias de amoniaco por la
accitn de la enzima ureasa,

TDA Triptofano Triptofano desaminasa
Determinar la capacidad de
IND Triptofano Produccion de Indol :l: dz;gag;sm; demiiztiﬁgar;:
triptofano.
VP Piruvato sédico Produccion de acetoina
GEL Gelatina Kohn _(g(eiliz:::::asa) Hidrolisis de
GLU Glucosa Fermentacion/oxidacion
MAN Manitol Fermentacidn/oxidacién
INO Inositol Fermentacidn/oxidacién
SOR Sarbitol Fermentacion/oxidacion
RHA Ramnosa Fermentacidn/oxidacion
SAC Sacarosa Fermentacidn/oxidacién ]
MEL Melibiosa Fermentacién/oxidacién
AMY Amigdalina Fermentacion/oxidacion
ARA Arabinosa Fermentacion/oxidacién
0X Sobre papel de filtro Citocromo oxidasa ]

Tomado de boletin para lectura y preparacion de AP1-20E. Merck, 1992, p. 20
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TABLA 14: SISTEMA API-20E LECTURA DE REACCIONES EN LA GALERIA

LECTURA POSITIVA__|_ LECTURA NEGATIVA

il Al

"OBSERVACIONES

"1)0n matiz amarillo ¢s una reacc1on postiva

N Ama_mk’__ = _m_“ilor? . _ . | Elwbo VP antes de la adicion del reactivo puede ser utilizado como congol neganvo.
. _ Ropomraya . __ Amullo ' Un matiz anasanjado puede considerarse como reaccidn posiiva ]
. RoJo o marmja e oo Amanillo Un matiz unaranjado puede considerarse como wnareaccidn posisva
. . _ Repowmramya  ____ _Amarillo Un color naranja despuds de 24 H de incubacion debe considerarse negative |
Turquesao wul oscwro  Verde brillante 0 amarillo Tubo y cliptda puieden ser Gtiles. L.a reaccion se 1o en la cipula o
. La produccion de H;S muchas veces pasa de un depdsito negro pesado a una linea negra
Depostioc negro 1 Sin deposito negro alrededor del formlo del tube. Un castafio en el medio es una reaccidn negativa a mnenas
e que un depésito negro esté presente. .
e Naranja {_ . Anmanlo Klebsiella, Proteus y Yersinia don mtingriamente una renccidn positiva
, Adicionando un gota de FeCl; | Adicionando uns gota de FeCly | Reaccién inmediata. Muchos organismos Indol + (que producen Indol) presentan un color
e Cafe | __Amurillo | anarmjado doredo, debido a 1a produccidn de Indol, esta es una reaccién negativa
1 . ; La reaccidn puede leerse después de dos minutos de la adicién del reactivo de Kovacs,
i Adicionar ina gota del reactivo Adlcwnnrsming\or:]ac: el reactivo .l Después de fx,nos minntos dsgum presente en el reactive de Kavacs muchas veces
de Kovacs Rojo (superficial) e; o reacciona con ¢l plistico de la cipula resuitando un cambio de un negativo (amaritio) 3 mn
e o ; café o rojo, estn es una reaccidn negativa, ]
Adscionar una gotade KOH al Adicionaruna gots de KOHal  Espere 10 minutos antes de considerar 1a reaccién negativa Un color rosa pilide después
4025 y luego tna gota de alfa- 40% y luego una gota de alfa-  de 10 minuios serd interpretado como negativo. La presencia de un color rosa pilido
naftol, naftol. | inmediatamente después de la adicion de los reactivos, pero con LONoOs 105 0SCWIO 0 rojo
- Roje. Anarillo. ! después de los 10 minutos serd interpretado como postivo. ]
~ Las partjculas de 1a gelatina se pueden difindir por todas partes del tubo después de la
Bifinon del pigmento ; Sin difusién | inocalarién. A menos que la difusién ocurra la reaccion es negative Cierto grodo de
e _ ﬁ-idiﬁlmm-lesmarencci@posidva;’ A __ ‘ .
| Oxddacién gram-negaivas, La utilizacion de ba oxidacién de carbohidratos comienza en la
! | | porcién adrea del tubo, portanto esta reaccion sblo puede ser lefdade la superficie hacia
Amasillo Azul 1 ¢l forulo del tubo. Un color amarillo en ta porcidn superior det tubo y un azul en el fondo
Azul-verdoso indican uma utihzacion oxidativa del aziicar, esta reaceion puede considerarse positiva

sblo para las no enterobacterias, bacilos Grem-negativos, esta es una reaccidn negativa
| para organismos fermentadores de semejantes a enterobacterias

*_Dcs;'mes de lecr Ta reaccién GLU | Dcspués-dc leer Ia reaccion GEU  Antes de adicionar reactivo observe &l tubo GLU positivo o negativo para burbuj as

adicionar dos gotas de dcido |

; i adicionar dos golas de Acido
sultanilico 0.8% y dos gotas de

sultanilico 0.8%5 Y dos potas de

'Las burbujas son indicadores de ia reduccion de nitratos a nitrégeno N,  Una reaccidn
* positiva puede lomar de 2 a 3 min. parague el color rojo sparezca. Confinme una prucba

GLU N-dumetl-alfa-naftilamina 0.5 N + N-dimetil-al fa-naflilamina 0.5 N | negativa afiatiendo polvo de Zinc ¢ granular. Un color msa-maranjado despuds de 10
: ! min. confinna una reaccién negativa.
I R Una reaccitn de color amarillo indica la reduceion de nitratos anitrdgeno N, ]
Reduccion de Rojo Amarillo Las burbujas pueden tomar de | & 2 minutos en aparecer.
Nitratos i NO; burbujas gmarillas I Naranjn después del reactive y | El mejor resultado se ebtiene de 1a prueba en tubos que no han tenido pas de
_GLU N, despudsdel reactivo y Zine + Zinc i fermentacion. I,
MAN - Después de leer la recuccion de | Después de leer 1a reduccién de
INO | carbohidratos adicionar una gota | carbohidratos adicionar una gota
SOR 'de HO: al 15%% de H;O; a1 15%.
CATALASA | Presencia de burbujas. } Ausencia de burbujas
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