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ABSTRACT. Enterabacter cloacae, Enterobacter gerogenes and Enterobacter agglomerans were identified
using gas chromatography as a substitution of the traditional techniques, Their acid methyl esters profiles
were determined using a gas chromatograph Hewlett Packard 5890A and a RSL-150 heliftex capillary
column. A total of 120 samples were analyzed from reference strains (ATCC 13047, 13048, 27155) and
environmental isolations, eleven fatty acids were included in the profiles from which cis-9, 10-
methyleneoctadecanoic acid (peak 24), cis-9-hexadecenoic acid (peak 14}, octadecanoic acid (peak 23) and
dodecanoic acid (peak 3), were the most important for the differentiation of the three species analyzed.
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RESUMEN. Con ¢l objeto de identificar Enferobacter cloacae, Enterobacter aerogenes y Enterobacter
agglomerans utilizando 12 técnica de cromatrografia de gases en sustitucién de las pruebas tradicionales,
se determiné la composicion de los perfiles de dcidos grases, a través de sus ésteres, para estas especies,
por medio de un cromatégrafo de gases Hewlett Packard 5890A y una columna capilar RSL-150 heliflex.
Se realizaron un total de 120 anslisis en muestras tanto de cepas de referencia (ATCC 13047, 13048,
27155), como de aislamientos ambientales, determinindose su perfil cromatogrifico constituido por 11
acidos grasos de los cuales el 4cido cis-9, 10-metilen octadecanoico (pico 24), el dcido cis-9-hexadecenoico
{pico 14), el 4cido octadecanoico (pico 23) y el 4cido dodecanoico (pico 3), resultaron ser determinantes
para la diferenciacion entre las tres especies estudiadas.
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INTRODUCCION

Las investigaciones sobre los constituyentes de las cé-
lulas bacterianas especificamente el contenido de dcidos
grasos, a través de la cromatografia gas-liquido tiene sus
inicios en 1952 cuando James y Martin obtuvieron por pri-
mera vez la separacién de algunos dcidos grasos volatiles.”
En 1967 Kaneda realizé el aislamiento e identificacién de
los 4cidos grasos celulares de Bacillus subtilis.’ En 1963
Abel et al sugirieron la clasificacion de especies de la fa-
milia Enterobacteriaceae mediante el andlisis de cromato-
grafia de gases.'

Posteriormente, este método fue usado por investigado-
res como: Brooks, et al (1971); Moss y Nufies (1978);
Bousfield, et al (1983); Vets, et al (1989); Hidetoshi, et al
(1990); Shantha y Napolitano (1992), Srinivas, et al
(1994); Murray, et al (1995); Chou, et al
(1996) 234811217 | 4 esencia de esta téenica radica en

el andlisis de los 4cidos grasos de la bacteria cuya compo-
sicién es caracteristica para cada especie y permite la dife-
renciacidon entre éstas. Dentro de las bacterias que tienen
més repercusion en salud piblica por pertenecer a los indi-
cadores bacterianos de contaminacién, estén las especies E.
cloacae, E. aerogenes y E. agglomerans pertenecientes a la
familia Enterobacteriacese de! género Enterobacter, cuya
sola presencia indica contaminacion y la posible existencia
de bacterias patégenas causantes de enfermedades respira-
torias, urinarias y gastrointestinales entre otras. Asi tene-
mos que en México los casos nuevos acumulados hasta la
semnana 40 de 1998 notificados en el Boietin de Epidemio-
logia fueron 4,383,301 para enfermedades diarreicas y
14,816,154 para infecciones respiratorias agudas.'®

En este trabajo se determinaron los perfiles de Acidos
grasos de E. cloacae, E. aerogenes y E. agglomerans, y se
realizo el analisis comparativo entre estas especies, con el
fin de establecer los picos mds relevantes para su diferen-
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ctacion .

MATERIAL Y METODOS

Se usaron 5 cepas puras para cada especie, de las cua-
les, 3 fueron tipificadas procedentes de la American Type
Culture Collection (£. cloacae, E. aerogenes y E. agglo-
merans (ATCC 13047, 13048, 27155) y 2 aisladas del am-
biente (aguas residuales), efectudndose 8 repeticiones a ca-
da una, haciendo un total de 120 cromatogramas por las 3
especies estudiadas.

Para obtener la cantidad necesaria de biomasa (20 mg),
se cultivé cada bacteria en agar nutritivo durante 24 h a
37°C, usando siempre ia misma marca del medio de culti-
vo, con el objeto de evitar interferencias reportadas por
otros autores.*'

Posteriormente se lavé la biomasa con una solucién de
formaldehido al 0.5%, centrifugéndola durante 10 min a
15,000 rpm/min, lavindola nuevamente con NaCl al
0.85%, centrifugando y repitiendo el lavado dos veces mas.
La biomasa obtenida se liofilizé a -50 °C con un vacfo de
25 micrones.%’

Después de secar la biomasa se procedié a esterificarla
con metdxido de sodio segiin la técnica de Glass.*

Los 4cidos grasos ya esterificados se extrajeron en
hexano, concentrando la solucidn resultante con gas nitré-
geno hasta un volumen aproximado de 10 pl.

Para el andlisis cromatografico se utilizd un cromatd-
grafo de gases Hewlett Packard (HP 5890 A) con un detec-
tor de ionizacién de flama, una columna capilar heliflex
RSL 150, de 30 m. con didmetro interno de 0.25 mm y es-
pesor de pelicula de 0.25 um.

Las temperaturas del inyector y detector se mantuvie-
ron a 250 °C y la de la columna se programé de 120 a 250
°C con un intervalo de 4 °C/min, usande nitrégeno como
gas acarreador con un flujo de 30 ml/min y un volumen de
inyeccion de 1 uk

La identificacién de los Acidos grasos a través de sus
ésteres, en las tres especies, se realizd mediante 1a compa-
racidn de sus tiempos de retencién con los de la solucion
patrén (Bact. acid methy] ester mix. 10 mg/ml methyl ca-
proate 1 ml Supelco catilogo No. 4-7080).

Las dreas de cada pico se normalizaron, quedando ios
valores expresados en porcentajes relativos, toméndose co-
mo 100 % el pico correspondiente al dcido hexadecanoico
C 16:0, que presenté el drea més aita.®

Para realizar la comparacién de los dcidos grasos obte-
nidos entre las tres especies y determinar los picos que mas
las diferencian, se utilizé un andlisis discriminante. Este
andlisis incluyé el céleulo de funciones discriminantes y
distancias de Mahalanobis con sus respectivos niveles de
significancia, ademas del diagrama de dispersién de los
cromatogramas de las tres especies. El andlisis se proceso
utilizando el paquete estadistico STATISTICA v. 4.3 para
Windows.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En todos los 120 cromatogramas obtenidos para las tres
especies, tanto en las muestras de las cepas de referencia
como en las ambientales se encontraron 11 picos en rela-
cidn a los 26 de la solucidn patrén.

Los picos encontrados fueron: 3 (acido dodecanoico), 7
(4cido tetradecanocico), 10 (icido pentadecancico), 12
(dcido 3-hidroxi-tetradecanoico), 14 (4cido cis-9-
hexadecenoico}, 15 (acido hexadecanoico), |17 (acido cis-9,
10-metilen-hexadecanoice), 18 (acido heptadecanoico), 22
(dcido trans-9-octadecenocico y 4cido cis-11-
octadecenoico}, 23 (4cido octadecanoico) y 24 (acido cis-9,
10-metilen-octadecanoico), (Tabla ).

Con los datos normalizados de las dreas se calculé el
valor minimo, valor maximo, media y desviacion estindar.
Los picos que presentaron las medias de ireas normaliza-
das més altas fueron: para E. cloacae el pico nimero 15
con un porcentaje de drea normalizada de 100 %, el pico
17 con 48.6 % y ¢l pico 22 con 36.3 %,; para E. aerogenes
fueron: el pico nimero 15 con el 100 %, el pico 17 con
48.8 % y el pico 22 con 29 %; para £. agglomerans el pico
namero 15 con 100 %, el pico 17 con 50.8 % y el pico 22
con 23.6 %.

Los picos que presentaron las medias de 4rea normali-
zada mds bajas fueron: para E. cloacae; el pico nimero 3
con 2.89 %, el pico 24 con 4.33 % y el pico 18 con 4.72 %;
para E. geragenes el pico nimero 23 con 1.51%, el pico 3
con 1.99 % y el pico 18 con 3.58 %; para E. agglomerans
el pico niimero 3 con 1.39 %, el pico 23 con 1.98 % y el
pico 18 con 2.76 %. (Tabla 2 ).

Los valores altos de las desviaciones estindar en las
areas de algunos picos de una misma especie, podrian indi-
car [a posible diferenciacion hasta subespecie como lo re-
porta Hiusler.® Por ejemplo en los 40 cromatogramas de £.
aerogenes la media del drea del pico 12 fue de 13.8 con
una desviacidn estindar de 10.5, la cual es muy alta. Si ob-
servamos el intervalo para este pico tenemos que el valor
de 4rea mas bajo fue de 2.81 y el valor de 4rea maés alto fue
de 17.63. Si analizamos los datos de este pico y los ordena-
mos en intervalos mas pequefios podriamos formar 3 gru-
pos: el primero con un intervalo de 2.81 a 4.01, con 8 cro-
matogramas; el segundo intervale de 5 a 7 con 21 cromato-
gramas y el tercer intervalo de 8 a 17 con 11 cromatogra-
mas. Esto daria como resultado una disminucién en la des-
viacion estdndar. Sin embargo este procedimiento requiere
de una investigacion mas profunda para que podamos pen-
sar en una técnica de identificacion de Enterobacterias por
cromatografia de gases no sélo hasta especie, sino quizé
hasta subespecies.

Para obtener el perfil de dcidos grasos de cada especie
se graficaron las medias de las éreas normalizadas y los
tiempos de retencion como se muestra en la fig. 1, donde
se observan las diferencias existentes entre las dreas de los
picos de las tres especies estudiadas.

Para apreciar dichas diferencias se realizé un andlisis
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Tabla 1. Comparacién de los acidos grasos de E. cloacae, E. aerogenes y E. agglomerans en relacién a los de la solucién .

Némero de Pico | Acidos grasos del es- Acidos grasos de Acidos grasos de Acidos grasos de
tindar E. cloacae E. agerogenes E. agglomerans

1 CcliL:0
2 2-OH C10:0
3 Cl2:¢ X X X
4 Ci13:0
5 2-OH C12:0
6 3-CH C12:0
7 Cl4: 0 X X X
8 i-C15:0 ' '
9 a-C15:0
10 Cl15:0 X X X
11 2-0H C14: 0
12 3-OH C 14:0 X X X
13 i-Cle:0 '
14 cigr - X X X
15 Cl16:0 X . - X o X -
16 i-C17:0 '
17 Cl7:0 X X X
18 Ci7:0 X X | X
19 2-OH C 16: 0 |
20 C 18: 202
21 cis:1® _
22 C 18 171 : X X X
23 Cl8: 0 X X X
el C19:0 X X X
25 C19:0
26 C20:0
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Tabla 2. Medidas descriptivas para las 4reas normalizadas de los cromatogramas de Enferobacter spp.

Especie Numero de Valor minimo Valor méximo Media Desviacion
Pico Esténdar

E. eloacae 3 1.08 7.38 2.89 1.06
n=40 7 10.0 26.0 15.8 2.76
10 3.42 9.5 5.60 1.37
12 4.11 29.6 14.3 6.06
14 19.9 422 29.8 5.1
15 100 100 100 0.0
17 36.2 64.7 48.6 6.13
18 224 7.87 4.72 .09
22 24.7 46.2 36.3 6.18
23 3.34 8.96 5.49 1.38
24 1.55 7.10 4.33 1.30
E. aerogenes 3 0.0 5.67 1.99 1.34
=40 7 14.0 33.1 20.6 5.60
10 0.0 9.35 5.47 1.43
12 4,01 36.3 13.8 10.5
14 11,3 330 - 219 7.66
15 100 100 100 0.0
17 41.6 57.9 48.8 4.64

18 2.65 5.28 3.58 0.646
22 1.1 42.7 29.0 9.38
23 0.0 2.66 1.51 0.71
24 9.15 221 14.2 4.05

E. agglomerans 3 0.61 3.78 1.39 0.643
= 4) 7 15.2 27.0 19.8 3.0
10 in 7.31 5.13 1.07
i2 2.17 18.0 6.34 4.13
14 12.6 26.1 18.5 3.03
5 100 100 100 0.0
17 45.9 55.8 50.8 2.17

18 1.99 3.51 2.76 0.445
22 19.2 352 26.3 4.04

23 1.16 316 1.58 0.559
24 11.2 17.9 14.6 1.64

Tabla 3. Resultados del analisis discriminante de los cromatogramas de las 3 especies de Enterobacter.
Funcién Valor caracte- Lambda de x? Nivel de signi- | Variables dis- | % de varianza
ristico Wilks ficancia criminantes explicada
i 18.53 0.0435 362.1 0.0000t Picos 23 y 24 99.1
2 0.1774 0.8493 18.9 0.0264 Picos 3 y 14 0.99

Tabla 4. Resultados de! andlisis discriminante {parte 2), de los cromatogramas de las 3 especies de Enterobacter.

Especies Distancia de Mahallanobis Nivel de significancia
E. aerogenes - E. agglomerans 1.14 0.0279
E. aerogenes — E. Cloacae 82.09 0.0001
E. agglomerans — E. cloacae 87.43 0.0001
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Fig. 2. Diagrama de dispersién de los cromatogramas de las tres especies de Enterobacter.
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discriminante cuyos resultados se muestran en la Tabla 3.
De acuerdo a los valores de la Lambda de Wilksy de y? la
funcién 1 qued6 formada por los picos 23 y 24 y explicd el
99.1% de la variacion total de los datos, la funcién 2 quedd
constituida por los picos 3 y 14 explicando practicamente
el | % de la variacién, ambas funciones resultaron estadis-
ticamente significativas y las variables que formaron cada
funcién fueron las que més discriminaron a las 3 especies.

Para determinar diferencias entre las especies, se obtu-
vieron las distancias de Mahalanobis (Tabla 4). Por los ni-
veles de significancia (p< 0.05), se pudo observar que las
distancias entre los centroides de las tres especies resulta-
ron estadisticamente significativas, es decir, que las 3 espe-
cies son diferentes en las 4reas de los picos.

Finalmente para tener una descripcitn grafica de lo an-
terior, se obtuvo el diagrama de dispersién de los cromato-
gramas de las 3 especies, de acuerdo a las dos funciones
discriminantes obtenidas (fig. 2), donde se muestra que los
cromatogramas de la especie 3, E. cloacae estin claramen-
te diferenciados de los de la especie 1, E. aerogenes y de
los de la especie 2, E. agglomerans. Los cromatogramas de
estas dos Ultimas especies estan intermezclados, lo que sig-
nifica que éstas son parecidas, alin cuando sus centroides
son estadisticamente diferentes.

CONCLUSIONES

Al realizar el andlisis comparativo de los perfiles con-
cluimos que los 4cidos grasos determinantes para la identi-
ficacidn de las 3 especies son:

El 4cido octadecanoico (pico 23), el 4cido cis-9, 10-
metilen octadecanoico (pico 24), el Acido dodecanoico
{pico 3) y el acido cis-9-hexadecenoico (pico 14).

Los perfiles de los 4cidos grasos obtenidos para las tres
especies estudiadas se podran utilizar como patrones de re-
ferencia en la identificacidén de muestras ambientales me-
diante la comparacion de los cromatogramas de los perfiles
de éstas con los de referencia.

Se puede decir que esta técnica en comparacién con las
téenicas tradicionales ofrece mayor rapidez y exactitud en
la identificacién de Enterobacterias.
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