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FE DE ERRATAS

Pag. Donde dice: Debe decir:
desaxirribonucleico desoxirribonucleico
necleico nucléico
las otras 120 cepas las otras 102 cepas

19 congelacion y aislamiento descongelacion y aislamient
27 Falta la prueba numero 24 que es la investigacion de 1la

produccion de @-galactosidasa.



INTRODUCCION




El iacremento en la frecuencia de aislamiento de Bac~
terias!Gram Negativas No Fermentadoras (BGNNF), enﬁmuesﬁras'
clinicas, ha suscitado en los Ultimos afios, una mayor aten--
cién por parte de los microbibélogos clinicos hacia un estudio

exhaustivo de este grupo bacteriano.

Estos microorganismos se caracterizan por ser Gram ne-
gativos, aercbios estrictos, lo que implica un metabolismo oxi
dativo, nunca fermentativo, con una morfologia que puede ser /
variable, asi como su capacidad de actuar sobre la glucosa (11,
85 - ) .Son seres de vida libre, por tener como habitat natural
el agua, suelo, vegetales y el aire ( 11 ). Desde el punto de
vista de la microbiologia clinica se les ha considerado como /
sapr6fitos, aunque en la actualidad debido alraumentobde'su#é}§
lamiento en muestras clinicas, han pasado a tener una entidad

propia como agentes causales de infecciones, en especial de /

tipo- nosocomial (3,15,34,74,90).



Con el fin de conseguir una identificacidn y clasi-
ficacidén de este grupo hetereogéneo de bacterias, se han reali-
zado estudios atendiendo fundamentalmente a caracteristicas mor
folégicas y bioquimicas (3,12,37,52,74,75,81,91,97,106), que en
la mayoria de los cascs no han sido satisfactorias para conse-=:
guir un esquema definitivo y unificado de identificacién, debi
do a la gran diversidad de pruebas bioquimicas empleadas y a /

la falta de reactividad bioquimica que dicho grupo presenta /

(85).

En adicidén a estas pruebas, otros autores aplicaron
" al estudio de las Bacterias Gram Negativas No Fermentadoras, téc
nicas mas sofisticadas como: el estudio de las secuencias del /
dcido desaxirribonucléico (58), el estudio de la homologia de /
los 4cidos necléicos (77,78) y la utilizacién de sustratos de-
finidos como tnica fuente de carbono (4,5,83,96).Todas estas [
técnicas, junto con las anteriores, aportan criterios taxondmi
cos para este grupo bacteriano, si bien llevan consigo un alto
consumo de tiempo y material,factores que determinan que no /
puedan utilizarse como técnicas de rutina en un laboratorio de

microbiologia clinica (43).

Por todo esto surge la necesidad de buscar otros mé
todos,mas rapidos-y sensibles para la identificacién bacteriana.
En los Gltimos afios,una de las técnicas mas utilizadas a este fin
es la Cromatografia Liquido Gaseosa (CLG) por presentar sobre /
los métodos convencionales anteriormente expuestos las siguien-
tes ventajas: Mayor rapidez, sensibilidad,especificidad y repro

ductibilidad (15,16,61,62).

En 1..963 ABEL y cols.y OYAMA (1,75), introducen la

CLG ‘en la microbiologia. Es a partir de entonces cuando se



aplica esta técnica con fines de identificacién bacteriana, si--
guiend6 dos vertientes: el analisis de los componentes estructu-
rales de la célula bacteriana (12,17,2%3,39,50,66,96,100,104) y /
el de los productos del metabolismo bacteriano a partir de subs

tratos conocidos (15,43,54,56,62,65,67).

Ha habido algunos intentos de identificacién median-
te el estudio de la composicidén estructural de acidos grasos de

géneros y especies aisladas de BGNNF (10,20,21,23).

Por todos los problemas que conlleva la identifica--
cibén de los BGNNF, en la presente memoria hacemos un estudio -de
un amplio grupo de BGNNF, a los que aplicamoé una conjuncidén de
técnicas bioquimicas convencionales y cromatogridficas, basadas
estas Ultimas en la determinacién por CLG de la composicién qui
mica estructural en acidos grasos,que nos permitan establecer /
patrones cromatogrificos que nos sirvan como taxones. También se
ha hecho un estudio de sensibilidad frente a diferentes drogas /
antimicrobianas para intentar establecer patrones de sensibili-

dad que aportaran mis datos taxondmicos.

Por Gltimo, hemos hecho un estudio comparativo de es-
tos 3 métodos, con el fin de poder establecer una correlacién /

entre ellos.

El objeto pues del presente trabajo es intentar es-
tablecer unos criterios taxonémicos de identificacién unifica-
dos para un grupo de BGNNF, asi como conseguir una optimizacidn
de estos métodos de identificacién,que lleven consigo una rapiQ
dez y precisién aplicables a un laboratorio de microbiologia /

clinica.



MATERIAL Y METODOS




2.1.~ MATERIAL:
2.1.1.~ CEPAS BACTERIANAS:

Hemos estudiado un total de 120 cepas de bacterias
Gram negativas mo fermentadoras (BGNNF) en el presente trabajo,
18 de las cuales son especies bacterianas pertenecientes a las

colecciones internacionales:

-American Type Culture Collection (ATCC)
-National Collection Type Culture (NCTC)
~-National Culture Industrial Bacteria (NCIB) y que

se expresanen la TABLA n2 I

- Las otras 120 cepas, objeto de este estudio, fueron
aisladas de muestras clinicas, procedentes de enfermos ing¢resa-
dos en el Hospital Universitario de Sevilla, y todas ellas te-
nian en comin la caracteristica de no metabolizar la glucosa /

por via fermentativa.



TABLA T

-Cepas de Coleccibn-

ATCC 13253

CEPAS BACTERIANAS REFERENCTA

Ps.aeruginosa ATCC 25619

Ps.fluorescens ATCC 113525 ~-NCTC 10038
Ps.putida ATCC 12633

Ps.stutzeri ATCC 11607

Ps.alcalicgenes ATCC 14909 -NCTC 10367 _
Ps.pseudoalcalicenes ATCC 17440

Ps.cepacia ATCC 17759

Ps.maltophilia ATCC 13637 -NCTC 10257
Ps.putrefacciens -NCTC 10735
Ps.testosteroni ATCC 11996 -NCTC 10698
Ps.vesicularis ~-NCTC 1945 -
Ps.acidovorans ATCC 15568

Ps.diminuta ATCC 11568

Acinetobacter calcoac?ﬁiaﬁi NCIB 9019
Jélc.faecgli§_ ATCC 21400
;é;géfgggalis.(odoranS) ATCC 15173 -NCTC 8582
Alc.faecalis (denitrificans) [ATCC 15554

EFlavobacterium meningosepticum




~Cepas control utilizadas en la determinacién de las

concentraciones minimas inhibitorias (CMI).

-CEPAS BASTERIANAS-

-REFERENCTIA-

Staphvlococcus agrﬁgs

ATCC 25923

Pseudomonas aeruvingsa

ATCC 27853

‘'Escherichia coli

ATCC 25922




2.1.2.- ANTIBIOTICOS:

Se han utilizado polvo valorado de los antibig

ticos siguientes:

-AMPICILINA
-CEFUROXIMA
-CEFAZOLINA
~MOXALACTAM
~CEFOPERAZONA
~-CEFOTAXIME
~CEFMETAZOL
-AZLOCILINA
~-SISOMICINA
-AMICACINA
~GENTAMICINA
~-TOBRAMICINA
-COLTSTINA:.

-TRIMETOPRIM-SULFAMETOXAZOL
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2.1.3.-MEDIOS DE CULTIVO:

2.1.4.-REACTIVOS:

~-BRUCELLA AGAR SANGRE (BBL)

Polipeptona 20 ¢r.
Gluéosa 1 gr.
Extractd Levadura 2 ¢gr.
Cloruro Sédico 5 gr.
Bisulfito Sédico o't gr.
Bacto Agar 15 ¢gr.
Agua destilada 1.000 ¢<gr.

Este medio se sumplementa con 5% de sangre de carnero.

~TRIPTICASA SOJA AGAR (DIFCO) con 0'2% de glucosa.

Bacto triptona : 15 ¢gr.
Peptona de Soja 5 ¢gr.
Cloruro Sédico 5 gr.
Bacto-Agar 15 gr.
Agua destilada 1.000 cc.

Este medio se suplementa con 0'2% gr. de glucosa.

-AGAR CON TRIPLE AZUCAR E HIERRO (DIFCQ)

Extracto de carne 3 <¢r.,
Extracto de levadura 3 gr.
. Peptona 15 ¢<¢r.

Proteosa Peptona 5 -gr.



Lactosa

Sacarosa

Dextrosa
Sulfatoferroso
Cloruro Sédico
Tiosulfato Sédico
Agar

Rojo Fenol

Azua destilada

-MEDIO OF BASAL (DIFCO)

Triptona

Cloruro Sédico
Fosfato Dipotdsico
Agar

Agua destilada

Azul de Bromotimol

10 gr.
10 gr.
1 gr.
0"2'gr.
5 gr
0'3 gr.
12 gr
0'024 gry
1.000 cc.
2 gr
gr.
0'3 sgr
2-3 gr
1.000 cc.
0'03-0'08

~-MEDIO OF BASAL CON 1% DE GLUCOSA

A 100 cc. de Medio OF Basal afiadir aspticamente 10 cc.

solucién de Glucosa al 10%

~ Glucosa

Agua destilada

10
100

-4

gr.

CccC.

-MEDI0 OF BASAL CON 1% DE MANITOL

sr

de una

-11-

A 100 cc. de Medio OF Basal, se le afiaden asepticamente 10 cc.

de una solucién de Manitol al 10%

.Manitol

Agua destilada

10
100

ccC.



—MEDI@ OF BASAL CON 1% DE LACTOSA .

A 100 cc. de Medio OF Basal, se le afiaden asépticamente 10 cc.

de una soluciém de lactosa al 10%

Lactosa: 10 ¢gr.

Agua destilada 100 cc.

~-MEDIG OF BASAL CON 1% DE SACAROSA.

A 100 cc. de Medio OF Basal, se le afiladen asépticamente 10 cc.

de una solucidén de Sacarosa al 10%

Sacarosa 10 ¢gr

Agua destilada 100 cc.

-MEDIO OF BASAL CON 1% DE MALTOSA.

A 100 cc. de Medio OF Basal, se le afiaden asépticamente 10 cc,

de una soluciém de Maltosa al 10%

Maltosa 10 ¢cr.
Agua destilada 100 cc.

-AGAR SALMONELLA SHIGELLA (DIFCO)

Extracto de carne 5 gr.
Proteosa Peptona 5 or.
Lactosa 10 gr.
Sales Biliares n? 3 8'5 gr,
Citrato Sédico 8'5 gr.

Tiosulfato Sédico 8'5 gr.

-12-
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Citrato Férrico 1 - gr.
Agar 13'5 gr.
Verde brillante 0'33¢r.
Rojo neutro 0'025 cgr.
Azua destilada 1.000 cc.
-AGAR CITRATO DE SIMMONS. (DIFCO)
. !
Sulfato de Magnesio 02 -
P 1 gr.
Fosfato Monoaménico
. P 1 gr.
Fosfato dipotasico
. P 2 gr.
Citrato Sodico
P 5 gr .
Clornuro Sédico
1 r.
Agar 5 gr
0! .
Azul de Bromo Timol 08; sr
Agua destilada 1.000 cc.
—~AGAR UREA DE CHRISTENSEN (MERCK)
Peptona 1 gr
Cloruro Sdédico 5 gr
Fosfato Potasico 2 gr.
Glucosa 1 gr.
Agar 25 gr.
Rojo Fenol al 2% 6 or.
Agua destilada 1.000 cc.

Afiadir 10 cc. de una solucidén de urea (Llorente) estéril al

20%.



-CALDO DE NITRATO

Extracto de carne
Peptona
Nitrato Potasico

Agua destilada

1.000

-14-

Este caldo se suplementa con 0'{%de Agar, y queda un medio

de cultivo semisdélido que permite visualizar la formacién de

N, gas a partir del Nitrato Potdsico.

-AGUA PEPTONA

Peptona. 10 gr.
Agua destilada 1.000  cc.
~MEDIO PARA MOTILIDAD CON INFUSION DE GELATINA (DIFCO)
Caldo de infusidén de 15 gr.
corazdn
Gelatina 53'4  gr.
Agar 3 gr
Agua destilada 1.000 cc
-MEDIO DE ESCULINA
Peptona 20 gr.
Cloruro Sédico 5 gr
Esculina 0'5 gr
Citrato Férrico 0's sr.

Amoniacal



Agar » 20 gr.
Agua destilada 1.000 cc.
-MEDIO BASE MOELLER DESCARBOXILASA (DIFCO)

Peptona 5 gr.,

Extracto de carne 5 gr.

Glucosa 0'5 eor,

Pirpura Bromocresol 0't g<r

Rojo cresol 0'005 cr.

Piridoxal 0'005 gr.

Azua destilada 1.000 cc.

\—MED]OBASE MOELLER DESCARBOXILASA CON LISINA AL 1%

Medio base Moeller 100 cc.

1 ™.
L (+) Lisina dihidroclorada g

-MEDIO BASE MOELLER DESCARBOXILASA CON ARGININA AL

Medio base Moeller _ 100 ce.

L (+) Arginina Monohidroclorada 1 gr.

~-MEDIO BASE MOELLER DESCARBOXILASA CON ORNITINA AL

Medio base Moeller 100 cc.

L (+) Ornitina dihidroclérada. 1 gr.
-AGAR FENILALANINA (DIFCO)

Extracto levadura 3 Tr.

Fosfato dipotasico 1 gr.

1%

1%

-15-



Cloruro sédico
DL Fenilalanina
Agar

Agua destilada

12
1.000

-MEDIO CON 6'5% de CLORURO SODICO.

Infusidén de cerebro y

corazdén
Glucosa

Cloruro sédico

Pirpura Bromocresol

Agar

Azua destilada

-MEDIO DNasa

Triptona

Acido desoxirribonu

cleico
Cloruro sédico
Agar

Azua destilada
-CALDO MUELLER HINTON

Infusidén de carne
Casamino Aacidos
Almidén soluble

Agua destilada

52
10
60
20
25
1.000

(DIFCO)

20

15
1.000

(DIFCO)

300
17'5
1'5
1.000

-16-~



-AGAR MUELLER HINTON

Infusidén de carne
Casamino acidos
Almidén soluble
Agar

Agua destilada

-17= .

(DIFCO)
300 - ogr.
17'5  gr.
1'5 <r.
17 .
. 000 cc.

2.1.4.-REACTIVOS Y COMPUESTOS QUIMICOS: -

-AGUA OXIGENADA

~-REACTIVO. DE LA PRUEBA DE LA OXIDASA:

DISCOS DE DIMETIL-PARA-FENILENDIAMINA (DIFCO)

~REACTIVOS PARA DETECTAR LA REDUCCION DE

LOS NITRATOS

Reactivo A:

Reactivo B:

alfa-naftil-amina 0's gr.

dcido Acético gla 100 cc.,
cial 5 N al 30%

Acido sulfamilico 0'83 gr.

Acido acético gla
cial 5 N al 30% 100 cc.

-REACTIVO: DE KOVACS

Paradimetil amino benzaldehido .5 gr.
Alcohol amilico 75 cc.
Acido clorhidrico chcentrado 25 cc.
-TIRAS DE GELATINA (DIFCO)

~CLORURO FERRICO al 10%, reactivo para detectar

la presencia de fenilalanina desaminasa.



-ACIDO CLORHIDRICO

-DISCOS DE ORTONITROFENIL- G—D—GALACTOPIRANOSIDO

-HIDROXIDO SODICO 1 N al 50% en METANOL

~-Hidréxido Sédico
~Agua destilada

-Metanol

~-ACIDO CLORHIDRICO 6 N
-TRIFLUORURO DE BORO con METANOL
-HEXANO

40
500
- 500

gr

ce.

ccC.

(MERCK)
(ONPG)

(DIFCO)

(DIFCO)

(MERCK)

(MERCK)
{MERCK)

-18
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2.2.-METODOS:

Sucesivamente a las 120 cepas estudiadas en el pre
sente trabajo se les ha realizado una serie de pruebas bioqui-
micas, un andlisis de los acidos gfasos estructurales por Croma:
tografia Liquido Gaseosa (CLG) y la determinacién de las concen

traciones minimas inhibitorias (CMI) a 16 antibidticos.

La conservacién de las cepas se ha hecho por conge

lacién en leche descremada al 20%, en congelador a =302 C /

El esquema de trabajo ha sido:

2.2.1.-Congelacidén y aislamiento
2.2.2.-Identificacién bioquimica
2.2.3.-Identificacién por Cromatografia Liquido Ga

seosa.
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2.2.4.-Determinacién de las CMI a ‘antibiéticos.

2.21.-DESCONGELACION Y AISLAMIENTO:

La descongelacién del vial de leche al 20% que con-
tiene la cepa bacteriana a estudiar, se efectua en un bafio con
agitacidén a 37¢C, una vez conseguido ésto, con una pipeta Pas-
teur estéril se inocula en una placa de Agar Brucella Sahgre /

para aislamiento y se incuba en aerobiosis a 1379C.

2.2.2.- IDENTIFICACION BIOQUIMICA:

Una vez realizada la descongelacidén y aislamiento de
las 120 cepas bacterianas, se procede a hacer una identificacién
bioquimica segin los esquemas 1 y 2 (11,27,46,52,97), utilizando

las 25 pruebas bioquimicas siguientes:

1- Oxidacidén-Fermentacién de la glucosa (OF glucosa)
2- Oxidacién-Fermentacién del manitol (OF manitol)
3- Oxidacién-Fermentacién de la maltosa (OF maltosa)
4- Oxidacién—Fermentaéiénudéélaalacnosa (OF lactosa
5~ . Oxidacidén-Fermentacidén.dé:la:sacaresa (OF sacarosa)
6- Produccion de Catalasa

7- Produccion de oxidasa

8- Crecimiento sobre agar Salmonella—shigellaf (SS)

9- Utilizacidén del citrato

10~ Produccidn de Ureasa

11~ Reduccién de los nitratos.

12~ Produccidén de Indol

13- Produccidén de acido sulfhidrico éﬂ TSI(triplé o
azlicar e hierro) (SHZ)

14- Produccidén de gelatinasa

15-Motilidad.
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ESQUEMA DE IDENTIFICACION DE BGNNF -1
N GRUPO- a: Oxidasa: +
OF 'glucosa: Oxida
Ini@l: + . Tndgl: _
Flavobacterium
Ps.aeruginosa
Ps.fluorescens
Ps.putida
Ps.stutzeri
Ps.vesicularis :
Ps.pseudomallei
Ps.mallei(1) i}
Ps.cepacia(l)
Ps.acidovorans
CREC.42°C CREC .42°eC: -
3
& Ps.fluorescens
Ps.aeruginosa Ps.putida
Ps.stutzeri Ps.mallei
Ps.pseudcmallei Ps.acidovorans
Ps.cepacia (2) Ps.vesicularis
Ps.vesicularis (2) Ps.cepacia
! ADH: + l ADH: -~
ADH: + : ADH: - v v
\) N Ps.fluorescens Ps.acidovorans

Ps.aerucinosa
Ps.pseudomallei

S 5 -
v

Ps.pseudomallei

55 +
v

Ps.aeruginosa

Ps.

Ps..stutzeri

Ps.cepacia

Ps.vesicularis

citrato:+

v

cepacia

"Ps.

stutzeri

ONPG:

+ ONPG: -

v

Ps.cepacia

¢ B

Ps.stutzeri

(1)-Ps.mallei y Ps.cepacia son oxidasa variable.

(2)-Ps.cepacia vy

Ps.vesicularis son variable en el crecimiento

a 42

Ps.putida Ps.vesicularis
Ps.mallei Ps.cepacia
8S: 4 ’ 8S: - ONPif + ONPG: -
\ l . Ps.cepacia Ps.acidovorans
citrato:- Ps.fluorescens Ps.vesicularis
‘ Ps.putida Ps.mallei
Ps.vesicularis ,
Gelatina:+ Gelatina : - Gelatina: + Gelatina: -
\A v 4 | J
Ps.fluorescens Ps.putida Ps.acidovorans Ps.vesicu-

laris



H HE
S 2 +

ESQUEMA DE IDENTIFICA£ION DE

BGNNF -1-

(Cont .)

GRUPO -b:

Oxidasa : +

OF glucosa: Alcaliniza

\2

Ps.alcaldigenes

Ps.pseudoalcaligenes

Ps.testosteroni

Ps.diminuta

Ps.putrefacciens

Alcaligenes

SH : -

v

Ps.putrefacciens

Gelatina: +

2
\

Ps.alcaligenes

Ps.pseudoalcaligenss

Ps.testosteroni
Ps.diminuta

Alcaligenes

Gelatina: -

v

Ps.diminuta

42eC: +

\:

Ps.alcaligenes

Ps.pseudoalcaligenss

Ps.testosteroni
Alcaligenes

42eC: -

Ps.testosteroni
Ps.pseudoalcaligenes

Alcaligenes

ADH: +

ADH: -

v

Ps.pseudoalcalicgenes

citrato

Y

Alcalicgenes

Ps.testosteroni

-+

v

Ps.alcaligenes

Ps.testosteroni

ADH:

Ps.alcaligenes

+

ADH: -

v

citrato: -

¥

Alcaligenes

Ps.testosteroni

¥

Ps.testosteroni

-22-



ESQUEMA DE IDENTIFICACION DE BGNNF -1 (Cont.)

GRUPO- ¢: Oxidasa: -

OF glucosa: Oxida

.

\V4

Ps.mallei -
Ps.cepacia
Ac.calcoacéticus (Herellea)

ONPG: + ONPG: -
: v
Ps.cepacia Ps.mallei

Ac.calcoacéticus (Herellea)

42°C :+ 42eC : -

v ~ J
Acinetobacter Ps. mallei
calcoacéticus V

(Herellea)

-23-
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ESQUEMA DE IDENTIFICACION DE BGNNF-1 (Cont.)

-—

GRUPO-+d: Oxidasa:

OF glucosa: Alcaliniza
l
- Ps.pseudoalcaligenes (3)
Ps.maltophilia
Ac.calcoacéticus (Mima)
Gelatina: + Gelatina: -
N2 R
Ps.maltophilia Ps.pseudoalcaligenes
Ac.calcoacéticus (Mima)
‘Reduc.Nitratos: + Reduc.Nitratos: -
\ ¥
Ac.calcoacéticus

Ps.pseudoalcaligenes

(Mima)

Prueba de la oxidasa variable.

(3)=
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ESQUEMA DE IBENTIFICACION DE BCGNNF-2 (Cont.)
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16- Capacidad de crecimiento a 42°C

17- Hidrélisis de la Esculina |
18- Produccién de Lisina descarboxilasa (LpC)
19- Produccién de arginina dehidrolasa (ADH)
20- Produccién de ornitina descarboxilasa (obnC)
21~ Produccién de fenilalanina desaminasa , (APP)

22- Tolerancia a 6'5% de ClNa.
23- Produccién de desoxirribonucleasa (DNasa)

25- Sensibilidada la penicilina s U.1)

1.-PRUEBA DE OXIDACION-FERMENTACION DE LA GLUCOSA:(26)

i
Esta prueba se basa en determinar si un microorganis-
mo va a actuar sobre la glucosa por via oxidativa o por via fer--

mentativa.

El medio utilizado es el OF basal (medio oxidativo-
fermentativo) con un 1% de glucosa, segiin HUGH y LEIFSON (47)
es particularmente Gtil para la deteccidén de pequefias cantidades

de 4cidos producidos por metabolismo oxidativo.

Se inoculan dos tubos por cada microorganismo proble-
ma en picadura de tal forma que uno de ellos se tapa con parafina

liquida con el fin de conseguir un ambiente anaerobio.
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~Incubacidn: 2 a 4 dias a 137°9C.

~-Lectura: si hay metabolizacidén de la glucosa se van a produ-
cir &cidos que se manifiestan por un cambio de color del indica
dor de pH que es el azul de bromotimol que pasa de color verde

a amarillo. Esta metabolizacidén puede ser:

-por via oxidativa: tubo abierto (amarillo)
tubo cerrado (verde)
-por via fermentativa: tubo abierto (amarillo)

tubo cerrado (amarillo)

Si la bacteria no es capaz de metabolizar el zzicar
ni por via fermentativa ni oxidativa, el tubo abierto puede apa
recer de color azul debido a la alcalinazacién del medio, debi-
da a una utilizacién de las peptonas, y el tubo cerrado se man-

tiene verde y no se observa crecimiento alguno. forie
2-PRUEBA DE LA OXIDACION-FERMENTACION DEL MANITOL:(27).

- Esta prueba es exactamente igual a la anterior, lo
tnico que cambia es el hidrato de carbono utilizado, que en es
te caso es el manitol. El medio utilizado, pcr tanto serd el OF

basal con un 1% de manitol.

3-PRUEBA DE LA OXIDACION-FERMENTACION DE LA MALTOSA:(27)

El fundamento y técnica es igual a las dos pruebas
anteriores con la Gnica diferencia de que en este caso el hidra
to de carbono utilizado es la maltosa. El medio de cultivo es el

OF basal con un 1% de maltosa
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1-PRUEBA DE LA OXIDACION-FERMENTACTION DE LA LACTOSA (27)

Esta prueba es igual a las anteriores cambiande sé
lo el carbohidrato que en este caso es la ldctosa. El1 medio de

cultivo es el OF basal con un 1% de lactosa

5-PRUEBA DE LA OXIDACION—FERMENTACION DE LA SACARO-
sA: (27)

Igual que en las anteriores sélo cambia el sustrato
hidrocarbonado, siendo en este caso la sacarosa. El medio es el

OF basal con un 1% de sacarosa.
6-PRUEBA DE LA CATALASA(7) :

Se basa en la investigacién del enzima catalasa.Es
ésta una enzima por medio de la cual los microorganismos son ca
paces de reducir el peréxido de hidrogeno (HZOZ) produciendo /

égua'(HzO)‘y oxigeno libre.

Tecnica: Se basa en la adicién de unas gotas de pe-
réxido de hidrogeno sobre un cultivo crecido en un medio cualqﬁig
ra que no contenga sangre.

Lectura: Se hace en pocos segundos y la positividad
de la prueba se manifiesta por la aparicidén de burbujas que indi

can la liberacidén del oxigeno.

7-PRUEBA DE LA OXIDASA:

En esta prueba se investiga la produccién del enzima
oxidasa, que en presencia de aire actua sobre ciertas aminas /

aromaticas produciendo complejos coloreados. Dicha . enzima sélo la
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van a producir aquellos microorganismos con citocromo,C,es de

cir los microorganismos aerobios

Ténica: Se usa un reactivo que es la paradime--
ttilfenilendiamina impregnada en unos discos de papel absor-
bente (Pag. 17) con los cuales tomamos una colonia del microor
ganismo problema observidndose un viraje de color hacia el puar-

pura, lo que indica la positividad de la prueba.
8-CRECIMIENTO SOBRE AGAR SALMONELLA-SHIGELLA: (97)

Con esta prueba pretendemos determinar la capaci-
dad de crecimiento de un microorganismo sobre este medio de /[

cultivo incubado durante 2 a 4 dias a una temperatura de 37°C.
9-UTILIZACION DEL CITRATO: (7.)

- Uonsiste en determinar si un microorganismo es ca
paz de utilizar el citrato como tnica fuente de carbono. El me

dio utilizado es el agar citrato de Simmons (Pag. 13)

-Técnica: Inocular en el medio de cultivo el microor
ganismo problema e incubar de 2 a 4 dias a 1379C.

-Lectura: Si el microorganismo ha sido capaz de uti
lizar el citrato como tnica fuente de carbono se produce una al
calinizacién en el medio de cultivo que se manifiesta por un /
cambio de color del indicador (azulide bromotimél) de verde a /

azul,

La alcalinizacién se produce por el paso de citra-

to a oxalacetato y de este a piruvato y COZ’ en exceso. Este CO2
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reacciona con el Na y el agua del medio, producieéndose: carbo--
nato soédico (COgNaz), compuesto, que es suficientemente alcali

no para producir el cambio de pH que condiciona el viraje de /

color del indicador.

10-PRUEBA DE LA UREASA (‘7))

En .esta prueba se investiga la capacidad de produc
cién de la enzima ureasa. Para ello utilizamos como medio de /
cultivo el agar urea de Christensen (Pag. 13) que lleva entre

otros componentées: ureas .

~-Tecnica: Se siembfa la Sacteria problema en el
medio de cultivo y se incuba a 372C durante 2 a 4 dias.

-Lectura: Si la bacteria produce ureasa ésta va a
actuar sobre la urea del medio de cultivo produciéndose a par-
tir de ella amoniaco (NHB)’ produciéndose.una alcalinizacidn,
fenémeno éste que se manifiesta por un viraje del indicador de

pH (rojo fenol) que pasa de color naranja a rojo.
11-INVESTIGACION DE LA REDUCCION DE LOS NITRATOS (27)

Envesﬁa prueba vamos a ver la capacidad de un micng_
organismo para reducir los nitratos a nitritos o a nitrogeno-/
-gas. E1 medio de cultivo‘utilizado es el caldo nitrato de Dif-
co suplementado con un 0'3% de :.agar (Pag.11) quedando asi un me

dio semisdlido.

-Técnica: El microorganismo se siembra en picadura.

~-Incubacidén: a 13792C de 2 a 4 dias.
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Lectura: Se hace afiadiendo dos reactivos; el reac
tivo A (4cido sulfanilico) y el reactivo B (alfa-nafttlamina).

(Pag. 17). Puede ocurrir:

a.- Que aparezca un color rojo intenso lo que in-
dica que la reaccién es positiva, ya que los nitratos se han /
reducido a nitritos y van a reaccionar con el 4cido sulfanili
co y con la alfa-naftilamina dando un complejo de color rojo /

que es el para-sulfobenzaneazo-alfanaftilamina.

b-—- Que no abarezca color alguno. Esto indica,./
bien que los nitratos no se han reducidoc o bien que la reduc-
cién ha sido total hasta la produccién de nitrégeno-gas (deni
trificacién). Para ver cual de estos dos fendémenos es el que
ha ocurrido hay que afiadir al medio zinc, qﬁp actua como cata
lizador de la reaccidén, de tal forma que si aparece entonces -
color rojo la reaccién es negativa, mientras que si tras la /
adicién de zinc sigue sin apérecer este color rojo, indica que
la reduccién ha sido total hasta nitrégeno-gas (denitrificacién

positiva).
12-PRUEBA DEL INDOL ('7)

Por esta prueba investigamos la produccién del in-
dol a partir del triptéfano, fendémeno que ocurre cuando un mi-
croorganismo es capaz de producir el enzima triptéfano desami-
nasa. El medio de cultivo utilizado es un agua de peptona (Pag.
14 ) que contencga triptéfano a la cual se afiade el microorga-
nismo problema, y se incuba a 372C curante 2 y 4 dias, realizan

dose la lectura afiadiendo el reactivo de Kovacs (Pag. 17) que /
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va a reaccionar con el indol dando un color rojo en el caso de

que esta prueba sea positiva.

13-INVESTIGACION DE LA PRODUCCION DE SULFHIDRICO RN
EL MEDIO TRIPLE AZUCAR E HIERRO (TSI) (27)

Mediante esta prueba determinamos la capacidad de un
microorganismo para producir sulfhidrico a partir del tiosulfa-
to sbédico presente en el medio de cultivo (TSI), que se mani+= .:
fiesta por la aparicién de un precipitado de color negro que se
debe a la produccién de sulfuro ferroso (SFe) como resultado de

.

la reaccién del SH_ con el sulfato ferroso (SO, Fe) presente /

2 4

asimismo en el medio de cultivo.

14-INVESTIGACION DE LA PRODUCCION DE GELATINA:(7 )
Se basa en detectar la capacidad de un microofgani§
mo para producir el enzima galatinasa capaz de hidrolizar la ge

latina.

-Técnica: Consiste en introducir unas tiras de gela
tina (Difco) en una suspensién densa en agua destilada del micro
organismo problema. La incubacién se hace a 379C durante 4 dias
y la lectura se realiza a ios 2 y 4 dias observando la existen-
cia de un aclaramierto.de la tira de gelatina lo que indica la po-

sitividad de 1a pfueba.

15-PRUEBA DE LA MOTILIDAﬁ (97)

Por esta prueba vamos a determinar si el microorganis

mo es o no mévil. Para ello usamcs el medio GI motilidad (Pag. 11)
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Técnica: Consiste en sembrar el microorganismo que
vamos a estudiar en picadura. La incubacién se realiza a 37°C /

durante 2 y 4 dias.

Lectura: Se hace observando la existencia de creci--
miento fuera de la linea de la picadura, lo que indica que efec-

tivamente el microorganismo es mévil.

La motilidad puede visualizarée muy bien, en el me--
dio semisélido, que utilizamos para investigar la reduccién de /
'los nitratos ya que, las bacterias Gram negativas no fermentado
fas, en presencia de nitratos pueden crecer en anaerobiosis por
poder utilizar el nitrato como Ultimo aceptor de electrones en

su cadena respiratoria. (1))
‘16~CRECIMIENTO A 42°C:

Con esﬁa'prueba investigamos la capacidad de determi
nados microorganismos para crecer a dicha temperatura. El medio
de cultivo es el adgar trypticasa-soja agar (72 ). La incubacién
se hace a 429C dufante 1 dias y la lectura se realiza observando

si eXiste 0 no crecimiento.
17-HIDROLISIS DE LA ESCULINA (7)

Se investiga la capacidad de un microorganismo para
hidrolizar la esculina a esculetina y g¢glucosa, lo cual se mani-
fiesta por 1la apaficién de un color marrén oscuro -debido a la /
reaccioén de la esculetina con el citrato férrico presente en el
medio de cultivo utilizado (Pag. j4) La incubacién se hace a /
37¢C duranteki dias, al cabo de los cuales se realiza la lectura

de la prueba.
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18-INVESTIGACION DE LA LISINA DESCARBOXILASA (27)

Se investiga la produccidn del enzima lisina descar
boxilasa capaz de descarboxilar la lisina a cadaverina. El1 me--
dio de cultivo utilizado es el medio base MOeller descarktoxila-

sa con un 1% de 1-(+)-1lisina.

Técnica: consiste en inocular el microorganismo /

problema e incubarlo a 379C durante 4 dias.

Lectura: Se realiza por la observacién de un color
purpura que indica la alcalinizacién del medio debida a la pro-
duccidén de cadaverina que produce un viraje del indicador de vio

leta a purpura. -
19-INVESTIGACION DE LA ARGININA DEHIDROLASA (27)

Por esta prueba determinamos la capacidad de un mi-
croorganismo para actuar sobre la arginina produciendo agmatina -
mediante la produccién de la enzima arginina dehidrolasa. El me '
dio de cultivo utilizado es el mismo de la prueba anterior pero
con la diferencia de que en este caso el aminoacido es la argi-

nina. La lectura es igual que en la prueba anterior.
20-INVESTIGACION DE LA ORNITINA DESCARBOXILASA (27)

Por esta prueba vamos a determinar la produccién del
enzima ornitina descarboxilasa, mediante la cual los microorga--
nismos van a ser capaces de actuar sobre la L-ornitina producién
dose putrescina. El medio de cultivo utilizado es el mismo que /
en las dos pruebas anteriores pero el aminoadcidos es la L-orniti

na. La técnica y lectura de la prueba es igual que en las dos /

anteriores.



21-PRUEBA DE LA FENILALANINA DESAMINASA (7)

Por esta prueba determinamos lacapacidad de un mi-
croorganismo para desaminar la fenilalapnina, producieéendo acido
fenilpirivico. Esta reacciédn es posible gracias al enzima feni
lalanina desaminasa . El medio de cultivo utilizado es el agar

fenilalanina.

~-Técnica: Consiste en sembrar en superficie el mi-

croorganismo problema e incubar a 372C curante 4 dias.

-Lectura: Se hace afiadiendo cloruro férrico al 10%
al medio crecido que reacciona con el acido fenilpiruvico produ
ciendo un compuesto de color verde que indica que la reaccidn es

positiva.
22-TOLERANCIA A 6'5% DE ClNa (97) -

Esta prueba se basa en la determinacidén de la capaci
dad de crecimiento de un microorgarismo, en un medio con una ele
vada concentracién de CIlNa (Pag. 16 ) Se realiza una siembra en /

superficie incubando a 372C durante 4 dias.

Lectura: Si hay crecimiento se observa la aparicidn
de un color amarillo como consecuencia de un cambio de pH que ha

ce que el indicador (purpura de bromocresol) vire a amarillo.

23-PRUEBA DE LA DESOXIRRIBONUCLEASA (DNasa) (7,27)

Se basa en demostrar la produccién del enzima deso
xirribonecleasa. Es ésta una enzima extracelular capaz de rom-
per el 3cido desoxirribonucléico. E1 medio de cultivo utilizado

es el medio DNasa (Difco) (Pag. 16 ).
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-Técnica:  Consiste ensembrar una estria sobre una

placa Petri. La incubacién es a 372C durante 4 dias.

~Lectura: Se realiza afiadiendo a la placa Petri C1H
IN. La positividad de la prueba se manifiesta por la apariciédn

de una zona de aclaramiento alrededor de la estria.
24-PRUEBA DE LA B-GALACTOSIDASA'(ONPG) (27)

Se basa en demostrar la presencia de beta-galactosi
dasa que es una enzima que va a actuar sobre la lactosa desdo--
blandola en galactosa y glucosa. La deteccién de este enzima se
hace por la adicidén de ortonitrofenil B~ D—galactopiranésido a
a una suspensién densa del microorganismo problema procedente de
un cultivo sobre medio con lactosa,en agua destilada. Se incuba

a 37°C de 20 minutos a 24 horas.

-Lectura: Se realiza observando 1a§pariCi5h de un o«
color amarillo que indica la presencia de ortonitrofenol, que es
un compueéto que se produce por la reacciénr del ortonitrofenil-

B -D-galactopirandésido - (ONPG) con el agua en presencia'de la

beta-galactosidasa. Esto indica la positividad de la prueba.

La lectura de todas estas pruebas se hizo a las 48
horas y 96 horas, sin observarse cambios significativos en ambas

lecturas.
25-SENSTBILIDAD A LA PENICILINA (5 UI) (11)

Consiste en realizar una siembra sobre Brucella san
gre en una placa Petri de forma que quede un crecimiento semi--

confluente. Colocar un disco de 5 UI de penicilina e incubar a
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372C durante 24 horas.

-Lectura: La -aparicién de un halo de inhibicién del
crecimiento alrededor del disco indica la sensibilidad del micro

organismo del antibidtico ensayado.

2.2.3.-ANALISIS DE LOS ACIDOS GRASOS CONSTITUYENTES POR CROMATO-
GRAFTIA  LIQUIDO GASEOSA.

A todas las cepas bacterianas se les ha sometido a un
analisis por cromatografia liquido gaseosa, con el fin de detérmi
nar los acidos grasos componentes extructurales de dicho grupo de
bacterias. Para este fin hemos seguido el Método de MOSS y DEES /

(1975) ( 64) con algunas modificaciones.

1.3.1.-Condiciones de cultivo:

Las cepas bacterianas descongelados y aisladas se sub

cultivan en plécas de-Agar Tripticasa soja con un 0'2% de ¢glucosa

1.3.2.-Saponificacidn:

Se parte de un cultivo de 18 horas sobre placas de %‘

Trypticasa Soja Agar con 0'2% de glucosa.

Se toma toda la masa bacteriana de la superficie de

la placa y se suspende en 5 ml. de Na OH 1IN en 50% de metanol. Es

ta suspension se somete a 1002C durante 1 hora. Dejar enfriar y /

aftadir C1H 6 N hasta conseguir un pH= 2.
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1.3.3.-Esterificacidn:

Posteriormente se afiaden 5 ml. de F3B~metan01 al /
20% (v/v) (Pag. 18 ) y se vuelve a calentar a 80°C durante 5 mi
nutos, asi conseguimos obtener los esteres metilicos de los &aci

dos grasos.

1.3.4.-Extracecidn:

Los esteres metilicos de los acidos grasos son extrai
dos por adiciém de 10 ml. de Hexano, agitacidén durante 20 segun-
dos, evaporar en rotavapor Buchi EL 130 a sequedad y reconstibuir

con Hexano hasta (0'2 ml.).

Se puede afiadir SO, Na, para absorver la humedad.

4 2

Las muestras preparadas se conservan a menos 202C, Una
vez extraidos los esteres metilicos de los 4cidos g¢grasos constitu
yentes por el método expuesto se procede a realizar el analisis /

cromatografico, inyectando 5 microlitros de la muestra.

1.3.5.-Condiciones de trabajo:

—Cromatogfafo Hewlett Packard modelo 5880-A.

~-Integrador Hewlett Packard.

-Columna de acero inoxidable de 6 pies de longitud /
empaquetada con un relleno de 10% de QV—17 metil -fénil silicona sobre
Chromosorb W HP, 80/100 mallas.

- -Gas portador: Nitrdgeno.

-Detector de ionizacidn de llama._
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-Inyector 270°9C

-Temperaturas de operacidn:

~-Detector 2709C

-La temperatura inicial de la columna fue de 1909C.
durante 5 minutos después de la inyeccién de la muestra, y la

final de 2209C, la razén de programacién fué de 2°C/min.

~-Atenuacién 2
-Velocidad del papel 0'5 cm./min.

Los picos de los cromatogramas obtenidos se identi
ficaron por comparacién con los tiempos de retencién de lcs co
rrespondientes a la obtenidos con patrones de ¢ran pureza de /
esteres metilicos de 4cidos grasos (Applied Sciences Laboratos’
rios y Supelco Inc.). El tiempo de retencién, el drea y el % /

del &rea de los picos nos lo da el iﬁtegrador directamente.

Para evitar los errores de medida hemos repetido la
la cromatografia liquido gaseosa de cada cepa en 5 ocasiones, /
tomando como concentracién de los distintos acidos grasos la me
dia atitmética de las cinco observaciones realizadas, expresa--

das en %

n=9§

El area del pico representa la concentracién del

dcido graso caracterizado por dicho pico. Al medio de cultive
también se le hizo CLG por el método descrito, para determinar

Su composicion en acidos grasos y asi ver las posibles interferen

cias entre él y las cepas problemas, cultivadas sobre dicho me-
dio.



PATRONES DE ESTERES METILICOS DE ACIDOS GRASOS PARA

~Metil decanoato

~Metil undecanoatb
-Metil-2-hidroxidecanoato
-Metil dodecanoato
~Metiltridecanoato

-Metil 2 hidroxi dodecanoato
-Metil 3 hidroxi dodecanoato
-Metil tetradecanoato

-Metil 12 metil tetradecanoato a

7

-Metil pentadecanoaﬁo
~Metil 2 hidroxi tetradecanoato

-Metil 3 hidroxi tetradecanoato

~-Metil hexadecanoato

-Metil 14 metil hexadecanoato a
-Metil dl-cis 9'10-metil hexadecanoato
-Metil 2 hidroxi hexadecanoato

-Metil estearato

-19 Metil cis 9,10 metilenoctadecanoato

=19 . Metil trans 9, 10 metilen octadeca
noato.

-20 Metil cis,cis, 9,10 y 12,13 Dimeti-
len octadecanoato.

10:0
11:0

<2-0H-

12:0
13:0
:2-0H
3-0OH
14:0
15:0
15:0
2—Oﬁ
3--OH
16:0
17:0
17:A
1-0H
18:0

10:

12:
12:

14:
14:

16:

19: A cis
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2.2.4.-DETERMINACION DE SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS:

A todas las cepas estudiadas en el presente trabajo
se les ha determinado las concentraciones minimas inhibitorias

(CMI) frente a 16 antibidticos. (Pag. 9)

Se define concentracién minima inhibitoria como la /.
mas baja concentracién de antibidético capaz de inhibir el creci-
miento de un inédculo de 105 unidades formadoras de colonias /
(UFC) por ml. Este inéculo se obtiene a partir de un cultivo de

18 horas, la CMI se expresa en jag/ml 6 g¢r/l.

Se ha seguido el método de dilucidén en agar WASHING-
TON II y BARRY, 1.974 ,(103). Este método nos permite determinar la
CMI dentro de un amplio rango de dilucionesde antibidtico, simulté

neamente a un gran numero de microorganismos.

Para la realizacidén de esta técnica, empleamos un apa
rato replicador descrito por STEERS y cols 1.959 (95) con él pue-
den ser inoculadas simultaneamente 36 cepas bacterianas en la su-

perficie de urna placa de cultivo sélido Agar Mueller Minton (pag.

7).

Preparacidén del indéculo: 3-4 colonias de un cultivo
de 18 horas en Agar Brucella (Pag. 10 ) y se incuba en un caldo
nutritivo (Caldo Mueller Hinton) (Pag. 16 ) vy se incuba hasta al~‘:
canzar aproximadamente 108 unidades formadoras de colonias por /

ml .

lLas placas conteniendo las diluciones seriadas de an-
tibidético:'son inoculadas con 0'001 ml. (3 X 105 bacterias) median

rte el replicador de Steer. Se incukan a 35°C durante 18 horas.
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Los controles realizados son los siguientes:al prin
cipio y al final de cada serie de placas con cada arntibidtico /
se inocula una placa sin antibidtico, para asegurarnos que han
sido inoculados todos los pocillos y que todas las bacterias /
eran viables se emplea éstirpes con sensibilidad conocida fren
te a los distintos antibidéticos para detectar. posibles errores .

en las diluciones de los mismos (Pag. 8).



RESULTADOS
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3.1.-RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION BIOQUIMICA: o

Los resultados obtenidos de la identificacidn
por la apliéacién de 25 pruebas bioquimicas segin los esquemas /
de identificacién?YMANUAL DE BERGEY (11) Mc.FADDIN (28 ), TATUM
y cols.(977), HUGH y GILARDI (46 ) y KING (52 ) nos han permiti

do establecer los siguientes grupos

GRUPO A. - Incluye a 31 cepas (25'8%) que /

fueron identificadas como Ps.aeruginosa. De todas ellas, el 100%

oxidaron la glucosa en el medio OF glucosé al 1%. Sélo 6 cepas /
(19'3%) oxidaron el manitol en el medio OF manitol al 1%. E1 100%

alcalizaron el OF Lactosa, OF maltosa y OF sacarosa.

La totalidad de las cepas dieron positivas las

siguientes pruebas bioquimicas: Produccién de catalasa, oxidasa
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arginina dehidrolasa, nitrato reductasa, asi como el creci-
miento en TSA a 42°C, crecimiento sobre el medio S-S y creci
miento sobre agar citrato como uUnica fuente de carbono. El /

100% de las cepas fueron méviles.

La produccién de Indol, hidrdlisis de la esculina,
produccién de ornitina descarboxilasa, produccién de DNasa, /
produccién de g-galactosidasa, produccién de fenil alanina desa

minasa, producéién de SH, y el crecimiento en 6'5% de CLNa, /

2
fueron necativas para la totalidad de las cepas.

10 cepas (32'2%) dieron positiva la prueba de la
Urea, 21 (67'7%) hidrolizaron la gelatina y sb6lo una cepa /

(3‘2%) produjo lisina decarboxilasa. (Tabla ne III).

GRUPO B.- Dentro de este grupo incluimos 8 ‘cepas

(6'6%2) que fueron identificadas como Ps.fluorescens de las

cuales el 100% oxidaron el OF con 1% de glucosa, mientras qﬁe
s6lo el 25% oxidaron el OF con 1% de manitol. La totalidad de

las cepas alcalinizaron el OF con lactosa, maltosa y sacarosa.

En el 100% de los casos dieron positivas las siguien
tes pruebas bioquimicas: Produccién de catalasa, oxidasa, gela-
tinasajarginina dehidrolasa, asi como el crecimiento sobre el /
medio S-S y sobre agar citrato. También en este g¢rupo todas fue

ron méviles.

S6lo el 25% de las cepas hidrolizaron la Urea.

La produccién de indol, reduccién de los nitrétos,
produccién de SH2, hidrélisis de la esculina, produccién de 1i

sina descarboxilasa, ornitina descarboxilasa y de fenil alani-
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na desaminasa, asi como produccién de desoxirribonucleasa y
crecimiento a 422C fueron negativos en todas las cepas ensaya

das (Tabla IIT).

GRUPO C.- En é1 incluimos a 11 cepas (9'1%) que /

fueron identificadas como Fssudomonas putida. De ellas, todas

oxidaron el OF con un 1% de glucosa, mientras que sélo una (9%)
oxidé el OF con un 1% de manitol. La totalidad alcalinizé el OF

maltosa, OF lactosa y el OF sacarosa.

En el 100% de los casos dieron negativas las pruebas:
Produccién de indol, sulfhidrico, lisina descarboxilasa, ofniti
na descarboxilasa, fenilalamina desaminasa, desoxirdbonucleasa
B-calactosidasa, hidrélisis de la gelatina, asi como el creci-

miento a 422C y la tolerancia a 6'5% de ClNa.

2 de las cepas (18'2%) hidrelizaron la urea y 3 /
(43%) redujeron los nitratos. (Tabla n?® TTL). ‘
GRUPO D.- Este grupo abarca 6 cepas (5%) que se /

identificaron como Ps.alcaligenes, y todas alcalinizaron €l OF'glu

cosa, OF manitol, OF lactosa, OF sacarosa y OF maltosa.

Las siguientes pruebas bioquimicas fueron positivas
para la totalidad de las cepas: Produccién de catalasa, oxidasa,
nitrato reductasa y arginina dehidrolasa. Fué también comin a /

todas la motilidad. . ’

En el 100% de los casos la respuesta fué negativa
ante las siguientes pruebas: Produccid6n de ureasa, indol, SHZ’
gelatinasa, fenilalanina desaminasa y desoximribonucleasa, al

igual que la hidrdélisis de la esculina, el crecimiento a 429C
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y el crecimiento en 6'5% de ClNa.

5 cepas (83%) crecieron sobre agar citrato, mientras

que 3 (50%) crecieron sobre agar SS. (Tabla n° TIV).

GRUPO E.- En este grupo se han incluido a 3 cepas [/
(2'5%) de las 120 ensayadas que se han identificada como Ps.ce-
pacia y la totalidad oxidaron el OF glucosa y alcanizaron el OF

manitol, OF maltosa, OF lactosa y OF sacarosa.

Asimismo, el 100% de las cepas dieron positivas las /
pruebas: Produccidén de catalasa, arginina dehidrolasa y P—galac~

tosidasa y también la motilidad y el crecimiento en agar citrato.

2 cepas (66'6%) dieron positiva la produccidén de oxi-
dasa, mientras que sélo una cepa (33'3%) dibé positivo el creci--
miento a 429C, asi como la reduccién de los nitratos, hidrélisis
de la gelatina y esculina y la produccién de la lisina descarbo-

xilasa, y ornitina descarboxilasa.

El resto de las pruebas fueron negativas para la tota

lidad de las cepas‘(Tabla n2 1IV).

GRUPQ F.- TIncluye a 8 cepas (6'6%) que fueron tipadas

bioquimicamente como Ps. maltophilia, de las que el 100% alcalini

zaron el OF glucosa, OF maltosa, OF manitol, OF sacarosa y OF lac

tosa.

Todas las cepas dieron positiva la produccidén de cata-

lasa, desoxirribontucleasa, B-galactosidasa, asi como la matilidad
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S6lo 3 cepas, (37'5%) crecieron en acar SS, mientras
que 7 (87'5%) dieron positivas la hidrélisis de la gelatina, hi-
drélisis de la esculina, reduccién de los nitratos, crecimiento

sobre agar citrato y crecimiento a 429C. 2 cepas 20% produjeron
lisina descarboxilasa y ornitina descarboxilasa.

Al resto de las pruebas bioquimicas respondieron ne-

gativamente todas las cepas. (Tabla n? IV).

GRUPO G.- Tan sélo 3 cepas (2'5%) se tiparon como /

Ps. putrefacciens. Todas ellas alcalinizaron el OF lactosa, OF mal

tosa, OF sacarosa y OF manitol. S6lo una cepa (33'3%) oxidSé el OF

glucosa.

Todas iaércépas dieron positivas las reacciones: Pro--
duccidén de oxidasa, catalasa, SHZ’ nitrato reduct%sa, desoxirﬁbg
nucleasa, asi como la motilidad. Una cepa (33'?%) crfeci6é sobre /
agar SS y citrato e hidrolizdé la gelatiﬂa. El crecimiento a 42°C
y la hidrolisis ‘de la esculina fue positiva en el 66'6% de las:

cepas de este grupo. (Tabla IV)

GRUPO H.- Incluimos en é1 a 3 cepas (2'5%) que se /

identificaron como Ps. stutzeri de las cuales, todas oxidaron el

OF 1% glucosa, mientras que el OF manitol lo oxidé sélo una cepa.

Todas alcalinizaron el OF lactosa, sacarosa y maltosa.

En La totalidad de las cepas fué positivo su comportamien
to-ante las pruebas bioquimicas: produccién de catalasa, oxidasa,
nitrato reductasa, asi como la motilidad, el crecimiento a 429C,

crecimiento en agar SS y crecimiento en agar citrato.

Una cepa (33'3%) dié positiva la prueba de la urea y

la de la hidrdlisis de la gelatina.
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El 100% de las cepas respondieron negativamente al

resto de las pruebas. (Tabla n® V7).

GRUPO I:- Incluye 8 cepas (5'8%) que se identifica-

ron como Ps pseudoalcaligenes de las cuales todas alcalinizaron

el OF glucosa, OF manitol, OF maltosa, OF sacarosa y OF lactosa.

El 100% dié respuesta positiva a: la produccién de
catalasa y arginina dehidrolasa asi como la motilidad y el cre-

cimiento en agar citrato.

6. cepas (75%)'dieron positiva la prueba de la oxida-

sa y el crecimiento a 429CJsélo una (12'5%) hidrolizé la urea.

2 (25%) crecieron sobre agar SS y 5 (62'5%) fueron

capaces de reducir nitratos.

El resto de las pruebas fueron negativas para la tota

lidad de las cepas. (Tabla.TVf)

GRUPO J: 15 cepas (12'5%) se identificaron bioquimi-

camente como Acinetobacter calcoacéticus var Mima. E1 100% de las

cepas alcalinizaron el OF glucosa, OF manitol, OF maltosa, OF sa-
carosa y OF maltosa: La totalidad de las cepas dieron positiva /

la prueba de la catalasa.

10 cepas (64'2%) fueron capaces de crecer a 42°C, /
mientras que 7 (50'7%) lo hicieron sobre agar citrato. 8 (57'1%)
produjeron arginina dehidrolasa mientras que sélo 2 (7'1%) cre-
cieron sobre agar SS y fueron capaces de producif ureasa y lisi-

na descarboxilasa.



_.51(_‘..

El resto de las pruebas fueron negativas para la to

talidad de las cepas (Tabla n? VI).

GRUPO K:- Incluye a 9 cepas (8'3%) que se identifi-

caron como Acinetobacter calcoacéticus var Herellea. E1 100% /

oxidaron el OF glucosa, mientras que 12 (92'3%) fueron capaces
de oxidar el OF manitol. Todas alcalinizaron el OF maltosa, OF

sacarosa y OF lactosa.

También la totalidad de las cepas de este grupo die-
ron positiva: la produccidén de catalasa y de arginina dehidrola

sa.

8 cepas (88'8%) crecieron sobre agar citrato y sobre
TSA a 42°C. 4 (44'4%) hidrolizaron la lisina y’salo una (11'1%)

crecibé sobre agar SS.

El resto de las pruebas bioquimicas fueron nagativas

en el 100% de las cepas ensayadas. (Tabla n® V1)

GRUPO L.- Sélo 3 cepas (2'5%) se identificaron como

Flavo-bacterium, de las que el 100% oxidaron el OF glucosa.To-

das alcalinizaron el OF lactosa, OF manitol y OF maltosa.

Todas respondieron positivamente a las pruebas si--
guientes: Produccién de catelasa, oxidasa, irdol, asi como la

hidrolisis de la esculina, desoxirribonucleasa y B—galactosidasa.

2 cepas (66'6%) hidrolizaron la gelatina y sélo una

(33'3%) dié positiva la prueba de la ureasa, asi como el creci-
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miento a 422C y sobre azar citrato.

El resto de las pruebas bioquimicas fueron negati-

vas para la totalidad de las cepas. (Tablan? VI'),

De las cepas aisladas de muestras clinicas, ninguna

fué identificada bioquimicamente como: Ps.Testosteroni, Ps. ve-

secularis, Ps. acidovorans, Ps. diminuta, Alcaligenes faecalis

Alcaligenes faecalis var. odorans ni Alcaligenes faecalis, var

denitrificans.

De las 120 cepas bacterianas estudiadas, 4 (3'3%)
no se pudieron incluir por sus caracteristicas bioquimicas en

ninguno de los grupos antes resefiados.(Tabla n? VIT)



TABLA

it

"CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LOS BGNNF"
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.-RESULTADOS EXPRESADOS EN % POSITIVIDAD-
( )= n? de cepas.
-GRUPO A- -GRUPO B- -GRUPO C-
Ps.aeruginosal|Ps.fluorescens| _Ps.putida

(31) (8) (11)
OF GLUCOSA : oxida 100 100 100
OF MANITOL : oxida 19'3 25 9
OF LACTOSA : oxida 0 0 0
OF MAETOSA : oxida 0 0 0
OF SACAROSA: oxida 0 0 0
CATALASA 100 100 100
OXIDASA 100 100 100
CREC.SOBRE SS 100 100 100
CITRATO 100 100 100

UREA 3212 25 1812

| REDUCC.DE NITRATO: 100 0 43'3
TNDOL B 0 0 0
PROD. DE SH2 0 0 0
GELATINA(Hidrol): 67'7 100 0
MOTILIDAD 100 100 100
CREC. a 42°C 100 0 0
ESCULINA(Hidrol): 0 0 0
LDC 3 0 0
ADH 100 100 100
oDnC 0 0 0
e 0 0 0
DNasa 0 0 0
ONPG 0 0 0
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TABLA TV

"CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LOS BGNNF"

.-RESULTADOS EXPRESADOS EN % DE POSITIVIDAD-

( )= n2 de cepas.

~GRUPO D- | ~-GRUPO E-| -GRUPO F-| -GRUPO G-
Ps.alcalig. |Ps.cepacialPs.maltoph | Ps.putref.

(6) (3) (8) (3)
OF GLUCOSA  :oxida 0 100 0 33'3
OF MANITOL  :oxida 0 0 0 0
OF LACTOSA  :oxida 0 0 0 0
OF MALTOSA  :oxida 0 0 0 0
OF SACAROSA :oxida 0 ) 0 0
CATALASA s 100 100 100 100
OXIDASA : P+ 100 66'6 0 100
CREC.SOBRE SS s+ 50 0 3715 33'3
CITRATO T+ 83 100 °7'5 3313
UREA s+ 0 0 0 0
REDUCC .DE NITRATO : + 100 3313 “:7'51 100
INDOL th 0 0 0 0
PROD.DE SHa s 0 0 0 100
GELATINA(Hidrol) :+ 0 3313 87'5 3313
MOTILIDAD s 100 100 100 100
CREC. a {29 T+ 0 3313 87'5 6616
ESCULINA(Hidrol?) :+ 0 33'3 87'5 66'6
LDC ' R 0 33'3 20 0
ADH i4 100 0 0 0
oDC s 0 33'3 " 20 0
FENILALANINA . R o 0 o
DESAMINASA it
TOLERANCIA 6'5 % 0 0 0 0
ClNa HE
DNasa ' HE S 0 0 100 100

0 1oo 100 0

ONPG T4




TABLA V

"CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LOS BGNNF"

.-RESULTADOS EXPRESADOS EN % DE POSITIVIDAD-

( ) = n?2 de cepas.

~5§~

-GRUPO H-

-GRUPO I-

Ps.stutzeri

Ps.pseudoalcalicgenes.

(3) | (8)
OF GLUCOSA :oxida 100 0
OF MANITOL :oxida 3313 0
OF LACTOSA :oxida 0 0
OF MALTOSA  :oxida 0 0
OF SACAROSA :oxida 0 0
CATALASA : D+ 100 100
OXIDASA e 100 75
CREC.SOBRE SS  :+ 100 25
CITRATO T+ 100 100
UREA 4+ 33'3 1215
REDUCC.DE NTTRATO: + 100 62'5
INDOL HE 0 0
PROD.DE SHyp T+ 0 0
GELATINA(hidrol):+ 33'3 Y
MOTTLTDAD - 100 100
CREC.a 42¢C T4+ 100 75
ESCULINA(Hidrol):+ 0 0
LDC ' T+ 0 0
ADH RS 0 100
0DC R 0 0
FENILALANINA
DESAMINASA + 0 0

o

ggkgRANCIA 6'5% ., 0 o
DNasa - Ot 0 0
. ONPG tH 0 0
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"CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LOS BGNNF"

.-RESULTADOS EXPRESADOS EN % DE POSITIVIDAD-
( )= n° de cepas.

~-GRUPO J-

~GRUPO K-

-GRUPO L-

Ac.calcoacéticus

Ac.Calcoacéticus

Flavobacterium

ONPG i+

(Mima) (Herellea) meningosepticum
. (15) (9) (3)
OF GLUCOSA .oxida 0. 100 100
OF MANITOL .oxidal 0 9213 0
OF LACTOSA .o5xida 0 0 0
OF MALTOSA .oxida 0 0 0 .
OF SACAROSA ;oxida 0 0 0
CATALASA T4 100 100 100
OXIDASA ey 0 0 100
CREC.SOBRE SS .. 711 11'1 0
CITRATO . 5017 8818 3313
UREA 1 5 1313
REDUCC.DE NTIIRATO: + 0 0 ‘0
INDOL . 0 0 100
PROD.DE SH, - 0 0 0
GELATINA(Hidrol), | 0 0 6616
MOTILIDAD - 9 0 0
CREC.a 42°C " 6412 8818 3313
ESCOLINA(Hidrol):+ 0 0 100
LDbC L 71 AA'4 0
ADH P 5718 100 0
0DC T+ 0 0 0
FENTLALANINA |
DESAMINASA T 0 0 0
TOLERANCIA 6'5% ]
C1Na 0 0 o
DNasa . 0 0 100
0 100

’




"CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE 4 CEPAS NO

TABLA VII
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’
INCLUIDAS EN NINGUNO DE LOS GRUPOS ANTERIORES.’

( )= n2 de cepas.

-G RUPO

M-

OF GLUCOSA roxida + ¥
{OF MANITOL roxida - -
OF LACTOSA :oxida - -
OF MALTOSA roxida -~ -
OF SACAROSA :oxida - -

CATALASA

OXTDASA

CREC.SOBRE SS

CITRATO

UREA

REDUC.DE NITRATO :*

INDOL

PROD.de SH2

GELATINA (Hidrol):+*

MOTILIDAD

CREC. a 42°C

ESCULINA(hidrol) .*t

LDC

ADH

0obC

FENILALANTNA
DESAMINASA

TOLERANCIA 6'5 %

ClNa

DNasa

ONPG
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3-2.-RESULTADOS DE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDO GASEOSA(CLG):

Atendiendo a los diferentes perfiles cromatografi-
cos que definen la composicidén celular en acidos grasos de las
120 -cepas . bacterianas -del’  presente trabajq,hemos podido /

establecer los grupos siguientes:

GRUPO I.- Dentro de él incluimos a todos aquellos
BGNNF que van a presentar un perfil cromatografico comun a algu
na de las cepas patrones (Pag. 7 ) incluidas en el presente tra
bajo; por lo que dentro de este grupo vamos a distinguir los /

subgrupos siguientes:

I-1.- Incluye a 23 de Ya totalidad de las cepas en-
sayadas(19'2%),caracterizdndose todas ellas por un perfil croma

togrifico comiin al presentado por la cepa tipada bioquimicamente
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como Ps.aeruginosa ATCC 25619. Este perfil se caracteriza por

la presencia de nueve picos que representan a acidos grasos de
cadena normal (12:0, 14:0,15:0,16:0,y 18:0), hidroxidcidos /
(2 6 3 -OH 12:0), los denominados ciclopropanos (17:A y 19:A
trans) y uno de los picos (tiempo de retencidén =9)que queda 'Sin
identificar por\los patrones estandard utilizados (Applied [/
Sciences Lab. y Supelco, Inc) (Pag. 41 ) (TablaVIIIFig.2).Ca
be destacar en este subgrupo la ausencia total de acidos gra-
sos de cadena ramificada y la presencia de ciclopropano de 19

dtomos de carbono isémero trans y de hidroxidodecanoico. (2 6 3

OH 12:0).

I-2.- En é1 se incluyen 5 de las cepas estudiadas /
(4'1%), las cualesiqdedan definidas por un perfil cromatografi:
co comun al presentado por la cepa tipada bioquimicamente como

Ps.fluorescens ATCC 13525, en el que se corresponden con acidos

grasos de cadena normal (12:0, 14:0, 15:0, 16:0 y 18:0), hidro--
xidcidos (2 6 3 OH 12:0) y los denominados ciclopropanos (17:4A )
y s6lo un pico con un tiempo de retencién 9 queda sin identifi-
car por los patrones estandard (Appliéd Sciences, Lab. y Supeico,'
Inc)(Pag. 41 ) (Tabla N2 VIILFig, 3). Se obServa la ausencia de

ciclopropano 19: A trans. y la presencia de anteiso 17:0 y de /

hidroxidodecanoico.

I-3.~- Fueron 4 [3'3%) cepas las que se incluyeron
en este subgrupo, caracterizadas todas ellas por poseer un cro
matograma comtin al presentado por la.cepa tipada bioquimicamen

te como Ps. putida ATCC 12633. Este cromatograma se define por

la presencia de 15 picos representativos de 15 Aacidos grasos,

de los cuales tres quedan sin identificar por no corresponder
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se con ninguno de los patrones utilizados (Pag. 41 ). Los restantes
picos quedaron bien identificados, correspondiéndese con 4cidos /
gsrasos de cadena normal (10:0. 11:0, 13:0, 14:0, 15:0, 16:0 y 18:0)
hidroxiacidos (2 6 3 OH 12:0), &acidos grasos de cadena ramificadas
{anteiso 17:0) y los ciclopropanos (17: p , 19: A cis). Cabe des-
tacar en este zgrupo la ausencia del &cido ciclopropapo (19: A trans)
asi como la presencia de hidroxitetradecandico, hidroxidodecandico
y de 2 4cidos no identificados (tiempo de retencién= 4 y 4'7),taﬂ
bién es destacable la ausencia del &cido dodecanéico (12:0) (Tabla

VIII, Fig.4).

I-4.- Cuatro de las 120 especies bacterianas estudiadas
(3'1%), quedan incluidas en este subgrupo por poseer un perfil cro

matografico comin al presentado por Ps.alcaligenes ATCC 14909. Di-

cho perfil queda definido por la presencia de 9 4cidos grasos de /
los que sélo 1 (tiempo de retencidén = 9) queda sin identifitar bor
los patrones estandard (Pag. 41). Los 8 picos restantes quedan per-
fectamente definidos como 4cidos de cadena normal (10:0,12:0,13:0;
14:0,15:0,16:0 y 18:0)y ciclopropano (17: A ). Se observa la ausen
cia de hidroxidcidos, de acidos grasos de cadena ramificada y de /

ciclopropanos de 19 4tomos de carbono (Tabla IX, Fig.5).

I-5.-Sélo 2 (1'2%) de las -cepas: . se incluyeron en /
este subgrupo por presentar un perfil cromatogridfico coman al

de la cepa tipada bioquimicamente como Ps.cepacia ATCC 17759.

Dicho subgrupo queda definido por un cromatograma constituido /
por 8 A4cidos grasos:de los'cuales sélo 1(tiempo de retencién=95)
gqueda sin identificar por los patrones estandard (Pag. 41 ), 1los

otros quedan identificados como 4cidos grasos de cadena normal
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(12:0,14:0,15:0,16:0 y 18:0) y 4cidos ciclopropanos (17: A y
19: A trans).Es destacable la ausencia total de hidroxidcidos
y de acidos grasos de cadena ramificada, asi como la presen--

cia del ciclopropano (19: A trans) (Tabla n? IX, Fig.6).

I-6.~ Este subgrupo incluye a 6 de las cepas ensaya
das (5%), por presentar un perfil cromatografico comtn al de /

la cepa tipada bioquimicamente como Ps maltophilia ATCC 13637.

Dicho perfil se caracteriza por la presencia de 12 acidos gra-
sos de los que 3 (tiempo de retencién 4,4,7 y 9'5) quedan sin
identificar como acidos estandard utilizados (Pag.%l ),el res-
to quedan identificados como 4cidos grasos de cadena mormal /
(10:0, 11:0, 14:0, 15:0, 16:0, y 17:0), hidroxidcidos (2 6 3
OH 12:0 y 2 é 3 OH 14:0),4cidos de cadena ramificada (a—17{o)
y ciclopropanos (17: A y 19:A ~cis.). Se observa 1ap§£senﬁi§‘
de cic¢loprogano de 19 Atomos de carbono (19:AtraﬁspuﬁA00mo ia
ausencia del dcido graso de cadena normal 12:0 (Tabla N¢ TX".

Fig.7).

I-7.- De las especies bacterianas ensayadas 3 (2'5%).
Se caracterizaron por tener un perfil cromatografico comiin al /:

presentado por la cepa tipada bioquimicamente como Ps putrefac-

ciens NCTC 10735. Se deteeta la presencia de 12 picos cromatogré
ficos que representan a 12 4acidos grasos de los que 2 quedan sin
identificar (tiempo de retencién = 4'7 y 9 respectivamente) por
los patrones estandard (Pag. 41). Los 10 picos restantes quedan
identificados como 4cidos de cadena normal (12:0, 13:0, 14:0, /
15:0, 16:0.y 18:0), hidroxiacidos (2 6 3 OH 12:0, y 2 6 3 OH /
14:0), A&cidos grasos de cadena ramificada (anteiso 17:0) y ci-

clopropano (i7: A ). Esbde destacar la ausencia de ciclopropano

de 19 atomos de carbono (19:A cis y 19: A trans).(Tabla IX , /
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Fig.8).

I-8.- En este subgrupo se incluyeron 17 (14'1%) de
las cepas estudiadas, caracterizandose todas ellas por un per-

fil cromatogridfico comtn al presentado por Acinetobacter calcoa-

céticus var. Mima NCIB 9091, de los que s6lo :2 quedan sin iden

tificar por los patronesestandar (Pag. 41),los otros quedan /
perfectamente definidos como, 4cidos grasos de cadena normal /
(12:0, 13:0, 14:0, 15:0,16:0 y 18:0), hidroxidcidos (2 6 3 OH

12:0) y ciclopropano (17: A ).

Cabe destacar en este subgrupo la ausencia de acidos
grasos de cadena ramificada, asi como la ausencia de ciclopropa
nos de 19 atomos de carbono (19:A cis y 19: A trans). (Tabla /

Ne X', Fig. 9).

1-9.- Sélo 2 (1'5%) de las cepas estudiadas se inclu

yeron en este grupo, identificdndose como Alcaligenes faecalis

por presentar un perfil cromatografico comin a la cepa tipada

bioquimicamente como Alcaligenes faecalis ATCC 21400. Este per

fil queda definido por la presencia de 8 picos cromatogrificos
representativos de 8 4cidos grasos de los que s6lo uno queda sin
identificar, mientras que los restantes, quedan identificados /
por los patrones estandard (Pag. 41), como 4cidos grasos de cade
na normal (12:0, 14:0, 15:0, 16:0 y 18:0) hidroxidcidos (2 6 3

OH 12:0) y ciclopropanos (17: A y 19:A +trans).

Es de destacar la ausencia de a&cidos grasos de cadena

ramificada y del ciclopropano de 19 atomos de carbono (19:A cis)
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(Tabla N2 X, Fig. 10).

I-10.~ De las cepas estudiadas 5 (4%) quedan incluidas
en este grupo por poseer todas ellas un perfil cromatografico co-

min a la cepa tipada bioquimicamente como Alcaligenes faecalis var

odorans ATCC 15173. La caracterizacidén de este perfil viene defini
nida por la presencia de 9 picos representativos de de 9 4cidos /
grasos, de los que 1 (tiempo retencién = 9) queda sin identificar
por los patrones usados (Pag. 11), mientras que el resto quedan /
identificados como acidos de cadena.normal (12:0,13:0,14:0,15:0,
16:0, y 18:0) hidroxidcidos (2 6 3 OH 12:0) y ciclopropano (17:A).
Cabe destacar en este subgrupo la presencia del 4acido tridecandico
(13:0) aunque sélo sea en concentraciones o0'l1% (Trazas), asi como
la presencia del Aacido dodecandico (12:0) en concentraciones mayo
res que el tetradecandico (14 :0) en concentraciones mayores que el
tetradecanéico (14:0), ausencia de ciclopropanos de 19 &tomos de /
carbono (19: A cis y 19: A trans) y de 4dcidos de cadena ramifica

da (Tabla X, Fig. 11).

1-11.~- Este subgrupo esti definido por el perfil cromato

grafico que presenta la cepa bacteriana tipada bioquimicamente como

>

Alcaligenes faecalis var denitricans ATCC 15554%. Cuatro de las cepas

estudiadas (3'3%) presentaron un perfil cromatogrdfico comin, carac-
terizado por la presencia de 8 dcidos grasos de los cuales sélo 1 /
queda sin identificar por los patrones estandard (Pag. 41), los 7
restantes, quedan identificados como acidos de cadena normal (fZ:O,
"14:0, 15:0, 16:0 y 18:0) hidroxi4cidos ( 2 é 3 OH 12:0) y ciclopro-
pano (17:AL ).-Cabe destacar la ausencia de ciclopropanos de 19 étg
mos de carbono {19: A cis y 19: A trans), del 4cido tridecandico /
(13:0) y de 4cidos de cadena ramificada. Se observa que el acido

tetradecanédico {14:0) y que el ciclopropano de 17 atomos de carbono

(17:A ) se encuentra en altas concentraciones. (Tabla X Fig.12).
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I-12.~- Sélo 3 (2'5%) de las cepas se incluyeron en
este subgrupo caracterizado por un perfil cromatografico comin
al presentado por la cepa tipada bioquimicamente como Flavobac-

terium meningosepticum ATCC 13253. Dicho perfil esti definido

por la presencia de 13 4cidos grascs de los que 5 quedan sin /
identificar por los patrones estandard (Pag. 41), mientras que
los restantes si quedan identificaﬁos como acidos de cadena nor
mal (10:0, 11:0, 14:0, 15:0) hidrgxidcidos (2 6 3 OH 12:0 y 2 6

3 OH 14:0 y 2 OH 16:0) y ciclopropano (19: 4 cis). Es destacable
la ausencia del Acido ciclopropano de 17 atomos de carbono (17:A)
del hexadecandico y octodecanoico (16:0 y 18:0) presentes en to-
dos los subgrupos anteriormente estudiados y del 4dcido dodecandi

co (12:0) (Tabla XI, Fig.13).

GRUPO II.- Incluye: cepas patrones de BGNNF cuyos
perfiles cromatograficos no fueron presentados por ningunabéé las

cepas aisladas en muestras clinicas.

II-1.- Se caracteriza por el perfil cromatografico
correspondiente a la cepa tipada bioquimicamente como Ps testos-
terconi ATCC 11996. Dicho perfil est4, definido por 10 4cidos gra.:
sos de los cuales s6lo 1 queda sin identificar por los patrones
estandard (Pag. 41), siendo los otros identificados como &acidos
de cadena normal (12:0, 13:0, 14:0, 15:0, 16:0 .y 18:0), hidroxii
cidos (2 6 3 OH 12:0 y 2 OH 16 : 0) y ciclopropano (17:A ). Ca
be destacar la preseﬁcia del Acido 2-hidroxihexadecanoico (2 OH-
16:0) y ausencia de ciclopropanos de 19 4tomos de carbono (19:A

cis y 19 A trans). (Tabla XII, Fig. n2 14).

II-2.- Queda definido este subgrupo por el perfil /

cromatografico presentado por la cepa tipada bioquimicamente co
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6 picos cromatograficos de los que todos a excepcién de uno /
quedan identificados por los patrones estandard (Paz. 41) como
dcidos grasos de cadena normal (12:0, 14:0, 15:0, 16:0 y 18:0)
y ciclopropano (17: A ). Cabe destacar la ausencia de hidroxid

cidos y de dcidos de cadena ramificada (Tabla XII Fig. n? 15).

IX¥-3.- E1 perfil cromatografico de la cepa tipada

como Ps acidovorans ATCC 15568 caracterizado por la presencia

de 7 picos cromatograficos representativos de 7 acidos grasos
identificados por los patrones (Pag. 41), como &cidos de cade

na normal (12:0, 14:0, 15:0, 16:0 y 18:0) y ciclopropano (17: A).
Sé6lo un pico queda sin identificar. Se observa la ausencia de /
hidroxiadcidos y de 4cidos de cadena ramificada (Tabla XII Fig.

n? 16).

£

II-4:.~ La cepa patrén Ps diminuta ATCC 11568 esta

definida por un perfil cromatografico constituido por 10 picos
identificados todos ellos a excepcién de 1 segin los patrones
estandard (Pag. {1) como 4cidos grasos de cadena normal (11:0,
12:0, 14:0, 15:0, 16:0 y 18:0, y ciclopropanos (17: A y 19:A

trans). Es destacable la ausencia de hidroxidcidos y de A4cidos
grasos de cadena ramificada, asi como la presencia del écidgy/
undecanoico [11:0) y el ciclopropano (19: A trans) (Tabla XII

Fig. n2 17).

IT-5.- En este subgrupo se incluye la cepa tipada

bioquimicamente como Ps. stutzeri ATCC 11607, que se caracteri
za por presentar un cromatograma con 11 acidos grasos identifi
cados todos ellos por los patrones estandard utilizados, a ex-

cepcién de 2 que quedan sin identificar. Los Acidos que definen
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este perfil son: 4dcidos grasos de cadena normal (10:0,12:0, /
14:0,15:0,16:0, y 18:0), acidos de cadena ramificada (anteiso
17:0) y ciclopropancs (17: A y 19: A trans). Es destacable la
ausencia de hidroxidcidos y presencia de acidos grasos de ca-

dena ramificada y de ciclopropanos (Tabla n? XIII, Fig. 18).

II-6.- El perfil cromatografico que define a este
subgrupo es el presentado por la cepa tipada bioquimicamente

como Ps pseudoalcaligenes ATCC 17440 ,caracterizado por la pre

sencia de 11 picos cromatograficos’de los que s6lo uno queda /
sin identificar por los patrones estandard, mientras que los

otros quedan perfectamente identificados como; acidos grasés

de cadena normal (12:0, 17:0, 14:0, 15:0, 16:0,y 18:0), hidro
xidcidos (2 6 3 OH 14:0 y 2 OH 16:0), acidos de cadena ramifi
cada (anteiso 17:0) y ciclopropano (17:A ). Cabe destacar en
este cromatograma la ausencia de los ciclopropanos de 19 ato-
mos de carbono (19:p cis y 19:p trans) asi como la presencia

del hidroxihexadecandico (2 OH 16:0) (Tabla n? XII, Fig. 19),

GRUPO III.- En este grupo incluimos a aquellos ba
cilos Gram negativcs no fermentadores que presentan perfiles /
cromatogrificos que no se corresponden con ninguno de loscpez

S
files representativos de los subgrupos anteriormente estudia-

dos. Asi‘podemos distinguir 5 subgrupos distintos:

III-1.- Incluye a 7 de las cepas estudiadas (5'8%)
caracterizandose todas ellas por un perfil cromatografico defi
nido por la presencia de 14 Aacidos grasos de los que 3 no se /
identific§ron por los patrones estandard (Pag. 11) mientras que

los 11 restantes quedaron perfectamente identificados como, A&ci



_6?r

dos grasos de cadena normal (10:0,11:0,12:0,13:0,14:OJ51L1620;
18:0), hidroxiacidos (2 6 3 OH 12:0) 4cidos grasos de cadena
ramificada (anteiso 17:0) y ciclopropano (17: A ). Cabe desta
car la ausencia de ciclopropanos de 19 atomos de carbono (19: A
cis y 19: A trans), asi como la presencia del tridecandico /-

(13:0) y de un 4cido no identificado con tiempo de retencién

= 32. (Tabla n? XIV; Fig, 20).

III-2.- En este subgrupo incluimos a 14 de las ce-
pas estudiadas (11'6%), caracterizadas todas ellas por tener un
perfil cromatogrifico comin, de los cuales s6lo 1 queda sin iden
tificar por los patronesvestandard (Pag. 41 ), mientras que el /
resto quedan perfectamente identificados como acidos de cadena
normal (12:0, 14:0, 15:0; 16:0 y 18:0); hidroxidcidos (2 6 3 OH

12:0) y ciclopropano (17: A ) (Tabla n? XIV, Fig. 21).

Es de destacar la ausencia de los ciclopropanos de /
19 4tomos de carbono (19: A cis y 19:A +trans), asi como la pre

sencia de hidroxidodecandico ( 2 6 3 OH 12:0).

TIT-3.- En él1 se incluyeran 5 de las cepas estudia-
das (4'1%), caracterizidndose todas ellas porvposeer un perfil /
cromatografico camﬁn, definido éste por la presencia de 14 &aci-
dos grasos, de ellos, 3 quedan.sin identificar por los patrones
estandard (Pag. 41 ) mientras §ue el resto quedan identificados o
como acidos de cadena normal, (10:0, 11:0, 12:0, 13:0, 14:0, /-
15:0, 16:0 y 18:0) hidroxiacidos (2 6 3 OH 12:0) y ciclopropanos

(17: A y 19: A trans). (Tabla n® XIV, Fig. 22).

Destaca la presencia del 4cido tridecandico (13:0), y

del 19: A trans de cadena ramificada.
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ITII-4.- En este grupo sé6lo se incluyeron a 2 de las cepas
(1'6%), caracterizadas por un perfil cromatografico comin defihi
do por la presencia de 4cidos grasos, de los que todcs quedaron
identificados por los patrones estandard, como 4cidos de cadena
normal (12:0,14:0, 15:0,16:0 y 18:0) hidroxidcidos (2 6 3 OH /
12:0 y 2 6 3 OH 14:0), de cadena ramificada (anteiso [17:0) y
ciclopropanos (17: A,19: A trans) (Tabla XIV,Fig.23)

Destaca la ausencia de Acido tridecanéico (13:0), asi co

mo la presencia de Acidos de cadena ramificada e hidroxidcidos.

ITI-5.-En este subgrupo incluimos 3 de las cepas estudia
das (2'5%) caracterizadas todas ellos por un perfil cromatogra-
fico comtin, definido éste por la presencia de 10 picos cromato
graficos representativos de 10 acidos grasos; de los que sélo /
uno queda sin identificar, mientr;s que el resto quedan identi-
ficados como 4cidos de cadena normal (12:0, 14:0, 15:0, 16:0, y
18:0) hidroxidcidos (2 6 3 OH 12:0 y 2 6 3 OH 14:0)acidos de ca
dena ramificada (anteiso 17:O‘a 15:0) vy éiclopropano (17: 4 ) /
(Tabla n? XIV) (Fig. 24)

Cabe destacar la ausencia del dcido (19: A trans), asi /
como la presencia de hidroxidcidos y Acidos de cadena ramifica-
da, en especial del anteiso 15:0 ausente en todos los grupos an

teriores.

Un 4'1% de la totalidad de las cepas, lo que representa:
5 cepas, presentaron perfiles cromatograficos muy dispares, sin
que.ninguno de ellos pudiera incluirse en ninguno de los 23 sub

grupos por nosotros definidos (Tabla n? XV).
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CORRESPONDENCIA ENTRE EL METODO CROMATOGRAFICO (CLG) Y EL BIO-
QUIMICO. - ‘

Atendiendo a los resultados obtenidos por CLG,115-de
las cepas bacterianas estudiadas en el presente trabajo queda
ron clasificadas segin su perfil cromatogridfico dentro de los
23 subgrupos establecidos,vamos a ver la correlaccién de es--
tos subgrupos con los establecidds por identificacidn bioquimica

La correlacién entre el subgrupo cromatografico I-1

y el bioquimico A (Ps .aeruginosa)fue de un 90% lo que indica /

que de las 23 cepas estudiadas en el subgrupo, sélo 3 cepas -/
presentaron discordancia entre ambos métodos de identificacién,

2 de ellas fueron identificadas bioquimicamente como Ps. putida,

mientras que la otra como Ps. stutzeri.

Entre el subgrupo cromatografico I-2 y el bioquimico

B (Ps. fluorescens) la correspondencia fue sélo del 40%, ya que

de las 5 cepas incluidas en el subgrupo, 2 mostraron correspon-
dencia entre la cromatografia y la bioquimica, mientras que de
las restantes, 2 se identificaron bioquimicamente como Ps.puti-

da y 1 como Acinetobacter: calcoaceticus var.Mima.

-

Entre el subgrupo cromatografico I-3 y el bioquimi-

co C(Ps. putida, la correspondencia fue de un 50% si bien de /

las 2 cepas restantes, una se identificdé como Ps. aéruginosa.'/

y la otra como Ps. fluorescens.

En el subgrupo cromatografico I-4 y el bioquimico D

(Ps.alcaligenes) la correspondencia fue del 75%, ya que de las

cuatro cepas incluidas en el subgrupo, sélo unano fue identifica

da bioquimicamente como ta% sino como Ps.stutzeri.
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Ente el subgrupo cromatografico I-5 y el bioguimico E

(Ps.cepacia) observamos una correlacién del 100% entre el método

cromatografico y el bioquimico.

Dentro del subgrupo cromatogrdfico I-6, que incluye a

aquellas cepas identificadas cromatogrdficamente como Ps.maltophi-

lia. Observamos una correspondencia entre el método cromatografi-

co y bioquimico del 100%.

Dentro del subgrupo cromatogrdfico I-7 y el bioquimi-

co G (Ps.putrefacciens) la correspondencia entre ambos fue del /

100%

Dentro del subgrupo cromatografico I-8 y el bioquimi-

co J (Acinetobacter calcoacéticus var. Mima), observamos que la

correlacidén existente fue del 81'2%Js610 3 cepas fueron identifi

cadas bioquimicamente como Acinetobacter calcoacéticus var. Here-

1llea.

E1l subgrupo cromatogriafico I-9 que incluye a las cepas

identificadas cromatogrdficamente como Alcaligenes faecalis, la

correlacién con la identificacién bioquimica fue del 50%, ya que

de 2 cepas incluidas en el subgrupo una se identific6é como Ps. /

pseudoalcaligenes. y otra fue la cepa patrdén Alcaligenes faeca-

lis ATCC.

No existidé correlacién entre la cromatografia y la /
bioquimica dentro del subgrupo I-10, sélo con la cepa patrén Al-

caligenes faecalis var. odorans el resto fue identificado como

Ps. alcalisenes (3 cepas) y Ps. pseudoalcaligenes (1).
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Dentro del subgrupo cromatografico I-11, la correspon
dencia entre los resultados de la identificacidén cromatografica y
la bioquimica fué sélo del 25% ya que el resto se identificé como

Ps. pseudoalcaligenes en vez de Alcaligenes faecalis var, demitri-

ficans.

En el subgrupo cromatogrdfico I-12 y el bioquimico L

(Flavobacterium) la correlacién entre los resultados obtenidos /

por el método cromatogrifico y el bioquimico fué del 100%.

En los subgrupos II-1,IT-2,1I1-3,11-4,II-5, y II-6, no
podemos hablar de correlacién entre ambos métodos por incluir to

dos ellos unicamente, a las cepas patrones: Ps. tetosteroni ATCC

11996, Ps. vesicularis ATCC 10465, Ps. acidovorans ATCC 15568 Ps.
diminuta ATCC 11568, Ps. stutzeri ATCC 11607 y Ps. pseudoalcalige -

nes ATCC 17440.

En el subgfupo cromatografico III-1 que no esta defini
do por ninguna cepa patrén es destacable que todas las cepas ais
ladas de muestras clinicas incluidas en él, representaron un perfil
cromatogrifico comiin, al igual que una bioquimica comin que se co-

rrespondia con Acinetobacter calcoaceticus var. Herellea, por lo /

que podriamos decir que la correlacién en este subgrupo del método

cromatogridfico y bioquimico es del 100%.

El subgrupo cromatografico III-2, incluia a un grupo de
bacterias que tenian un perfil cromatogrifico comin, no ocurria /
, 3 rd - . - -
asi con su bioquimica, ya que, 3 cepas se identificaron como Ps.

fluorescens; 1 como Ps.pseudoalcaligenes; 5 como Ps. aeruginosaj; 1

como AC.calcoacéticus (Mima) y 4 como Ps. putida.



En el subgrupo cromatografico III-3 se agruparon § ce-
T4 » . » . ’ . »
pas con un perfil cromatografico comin y una bioquimica relaciona

da que incluye a 2 Ps. aeruginosa; 1 Ps.fluorescens; y 2 Ps. puti-

da, que son cepas que bioquimicamente esti muy prdximas.

Dentro del subgrupo cromatcgrafico IIT-4, se incluyen
2 cepas que presentan igual cromatografia pero que bioquimicamen

te una se tipdé como Ps. aeruginosa y la otra como Ps. cepacia.

En el subgrupo cromatogriafico III-5 se incluyen 3 ce-
pas que si cromatogrifi-~amente son iguales no ocurre asi bioqui-

micamente ya que: 1 . A& . calcoacéticus (Mima); 1 Ps. maltophilia

vy 1 Ps. pseudoalcaligenes, es destacable que si bien estas cepas

son bioquimicamente distintas estan bastante préximas entre si.

El medio de cultivo presenta un cromatograma carente
de picos que pudiera interferir con los cromatogramas de las ce-

pas problema (Fig.25 )



TABLA VIII

"COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DE BGNNF POR CLG"

( )= n® de cepas. ‘
Las cifras expresan la concentracién de dcidos grasos en %

~GRUPO. 1-
SUBGRUPO 1 SUBGRUPO 2 SUBGRUPO 3
TIEMPO - | Actpo  |Es-deruginosa | Ps.fluorescens| Ps.putida
RETENCION GRASO. (23) (5) (4)
1'9 10:0 ‘ ’ 0'4
2173 11:0 5'7
3 2 OH 10:0
319 12:0 818 916
] NI - 317
117 NI | 3'5
5 NI
519 13:0 T*
619 |2830H12:0 12 1219 1'8
8 14:0 9 216 5
9 NI 8192 11'9 N
9'5 NI 18
anteiso
10 15:0
1018 15:0 114 0's5 0rs
12'7 26 30H14:0 ‘ )
14 | 16:0 3414 44'5 . 19
16113 NI
1617 | 155> | & 219 5
18 17: 4 314 6'5 0'4
20 2:QH 16:0
2118 18:0 2816 816 4's5
23 NT
24'6 19: Acis 0's
27 19: Atrans 112 ‘
*T= Trazas = concentracién menor a 0'1%

*NI= No identificados
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"COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DE BGNNF POR CLG"

( )= n° de cepas. A
La cifras expresan la concentracién de Acidos en %

~-GRUPO 1-
SURGRUPO 4 BUBGRUPO 5 {SUBGRUPO 6 |SUBGRUPO 7
TIEMPO - ACIDO Ps.alcali~|{Ps.cepacial Ps.maltophil Ps.putrefa
RETENCION, GRASO genes . 11a. clens.
» (4) (_2) (6) (3)
119 10:0 0'7 0'2
2134 11:0 2'5
3 2 OH 10:0
318 12:0 313 T 0's
1 NT?® 2
17 NI 213 gxél
5 NI
5'6 13:0 0'3 0'8
6'9 2603 0H12:0 3 313
8 14:0 217 4 317 0'8
9 NI 5 40
9'5 NI , 1'8 3€
| e
10'8 15:0 313 212 43 312
1217 2 630H 14:0 2 15
14 16:0 19 50 22 16
16'3 NT
antelso
16'7 17:0 1 5'5
18 17 A 5 13 1'3 10'5
20 2 OH 16 :0
21'8 18:0 31 25 20 813
23 NI
24'6 19:A cis T
27 19:4 trans 4 T
* T= Trazas = concentracién menor a 0'1%. NI= No Identificados
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TABLA X

"Composiciodn en 4cidos grasos de BGNNF por CLG"

( )= n° de cepas. )
Las cifras expresan la concentracién de acidos grasos en %

GRUPO -I
‘SUBGRUPO—8 SUBGRUPO-9 |SUBGRUPO-10/SUBGRUPO-11
1r_'1—‘IEMP0 - ACIDO %lg¢£agga: Alc.odorans| . Alc.denitri-
i1s deQ_&D.:S
RETENCION GRASO ‘
1 (2) (5) (4)
1'9 10:0
2134 11:0
3 2 OH 10:0
318 12:0 115 T 319 2
4 NT® »
1'7 NT
5 NI T
5'6 13:0 T T
6'9 2 6 30H12:0 3'3 T - 2'4 3
8 14:0 16'6 0'2 2 5
9 NI 16'3 15'6 11 , 9'5
9'5 NI
anteiso
10 15:0
10'38 15:0 6'13 6 10 2'5
127 2 6 30H14:0
14 ' 16:0 23 15'7 40 ' 62
1613 © NI
anteiso
16'7 17:0
18 17: A 2 15 1317 10
20 2 04 16:0
21'8 18:0 28 62 171 6
23 NI
24'6 1994 cis.
27 19: A-trans 5
*T= Trazas = concenﬂracién menor a 0'1% NI< No Identificados.




TABLA_XI

[

"Composicidén en acidos grasos de BGNNF por CLG
( )= n? de cepas.

Las cifras expresan la concentracién de dcidos grasos

-GRUPO - T
- - SUBGRUPO 12
TIEMPO - ACIDO Flavobacteriun
RETENCTON GRASO meninigsfptlam
1'9 10:0 T
2'34 11:0 T
3 2 O0OH 10:0
3'9 12:0
1 NT*
1'7 NI 9
5 NT
5'6 13:0
6'9 P 6 3 OH 12:0 0'8
8 14:0 0'9
9 NI
9'5 " NT 50
10 anteiso 15:0
10'8 15:0 1'5
1217 2 &6 3 OH 14:0 1'2
14 16:0 ]
1417 NI 22
1613 CNT 11
1617 anteiso 17:0
18 17: A
20 2 OH 16:0 S 0'7
21'8 18:0
23 NI 2
2416 19: A cis 8
27 19: A trans
*T= Trazas = Concentracién menor a dﬂ?
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TABLA XII

"Composicidén en 4dcidos grasos de BGNNF por CLG"
( )= ne de cepas.
Las cifras expresan la concentracién de acidos grasos en %

GRUPO -IT
SUBGRUPO-1 BUBGRUPO-2 [SUBGRUPO-13 |SUBGRUPO-4

e el il e e B

1'9 10:0

2134 11:0 1

3 2 OH 10:0

318 12:0 317 03 3 0'5

1 NI®

417 NT 0'4

5 NI

516 13:0 02

6'9 2 6 30H12:0 0'2

3 14:0 0'6 4 0'7 5'7

9 NI 10'6

9'5 NI 1'5 2 1'5

anteiso

10 1550

10'8 15:0 118 7 6'3 512

1217 2 6 30H14:0

14 16:0 596 30 562 30

1613 NI

167 ti0

18 17:4. 116 1'8 19'3 2'8

20 2 OH 16:0 6

21'8 18:0 18'8 54'9 13, 34'3

23 NI

2416 19: 5, cis

27 19: 5 trans 318
*NI = No Idegtificados T=Trazas=Conc. menor 0'1%




"Composicién de acidos grasos de BGNNF por CLG"

( )= n° de cepas.

-78%

Las cifras expresan la concentracién de Adcidos grasos en %

~-GRUPO II-
Y
- - SUBGRUPO-5 | SUBGRUPO-6
TIEMPO ACIDO Ps.stutzeri| Ps.pseudo-
RETENCION GRASO (1) alca%}§¢nes
1'9 10:0 0'3 -
2'314 11:0
3 2 OH 10:0
3'8 12:0 11'7 114
4 NI®
1'7 NT 0'2
5 NI
5'6 13:0 0'5
6'9 2 6 30H12:0
8 14:0 1'8 0'8
9 NI )
9'5 NT 1 1'5
10 AMTELSe
1018 15:0 118 114
12'7 2 6 3 OH14:0 0'8
14 16:0 31 5618
1613 NT
anteiso ]
16'7 17:0 7'6 7
18 v 17: A 3'9 5'2
20 2 OH 16:0 1'5
21'8 18:0 36'8 7'1
23 NI
24'6 19: A cis
27 1 19: A trans 0'9
NI = No Identificados.
Trazas= Conc. menor 0'1%




"Composicidn
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( )= n? de cepas

TABLA XIV

dcidos grasos de
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Las cifras expresan la concentracién de acidos grasos en %

~-GRUPO ITI-
sU??§Up0-5U§§§UPo SUBGRUPO SU§2§UP0 SUBGRUPO
e oxl eeaed | an | ) | @) (3)
1'9 10:0 T T
2134 11:0 T 0'6
3 2 OH 12:0
3'8 12:0 10'2 73 13'3 9 0's
1 NIT*
4'7 NI T )
5 NI 0's 0'8
5'6 13:0 0'5 0'5 )
6'9 2 6 3a112:0 8. 5'7 7'9 7 1'5
8 14:0 6 119 15 3 2
9 NT 3 1576 1217
9'5 NI
10 a-15:0 25
10'8 15:0 4 1'5 1'5 1 2
1217 2 6 3 G114:0 0'2 7
14 | 16:0 30 35'5 31 40 44
1613 NT
1617 | *1556°° ! ! 5
18 172 & 6 3 5'5 2 8
20 2 OH 16:0
21'8 18:0 30 29'5 21 37 5
23 NT
2416 19: 4 cis
27 19: A trans 0'7 T
3117 NI 0'7
*NI = No Identificados. | T=Trazas=Conc.menor 0'1%




TABLA XV

"Composicidén en acidos grasos de §

zuno de los grupos anteriores".

( )= n2 de cepas
Las cifras expresan la concentracidén de acidos grasos en %

~80-

cepas no incluidas en nin-

TIEMPO ACIDO
RETENCION: GRASO 1 2 3 1 5
1'9 10:0 % 119
2134 11:0
3 2 OH 12:0
3'8 12:0 0'2 8113 31 116 4
1 NI*
117 NI 312
5 NI ' 2
5'6 13:0 0'8
619 2 6 30H12:0 012 9 215
8 14:0 0'9 3 116 113 117
9 NI 49 30 4'5.
9'5 NT 68 1717 3
TG
10'8 15:0 0'3 1'3 1's 0'5 0'8
217 2 630H14:0{ 13
14 16:0 1016 37'4 27'5 264 41'6
1417 NT 7
163 NT 9
anteiso
16'7 17:0 1'9
18 17. 48 5 0'7 11'3 312
20 2 OH 16:0
21'8 18:0 T 25 30'9 9'6 37'8
23 NI
24'6 19: p cis
27 19:A trans T 0'4
31 NI
NI = No Identificados. |T=Trazas=Conc.menor 0'1%
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3.3.- RESULTADOS DE LA SENSTIBILIDAD FRENTE A LOS 16 AGENTES
ANTIMICROBTANOS ENSAYADOS.- |

Se determinaron las concentraciones minimas inhibi-
torias (CMI) de les distintos grupos de BGNNF, previamente esta
blecidos por la identificacidén bioquimica frente a: Ampicilina,
cefuroxima, cefalotina,icefazolina, cefoxitina/moxalactan, cefo
perazona, cefotaiime, cefmetazol, azlocilina,sisomicina, amica
cina, gentamicina, tobramicina, colistina> y trimetoprim-sulfa-

metcxazol.

-

Los resultados obtenidos- muestran que de todos los
antibiéticos‘ensayados los mis activos fueron: Cefoperazona, y
azlocilina mostrando ambos unos valores de CMI muy similafes“pﬂ
ra todos los grupos ensayados, si bien los valores mas bajos /

lo presentaron los grupos D (Ps. alcaligenes), G (Ps. putrefac-
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ciens ya que el 100% de las cepas ensayadas se inhiben a una con

centracién de 5 ug/ml, mientras que en el grupo L (Flavobacterium)

se necesita una concentracion mayor de 100 pg/ml para que se inhi-

ban el 100% de las cepas (Tablas XVI y XVII).

La actividad de los 4 aminoglicésidos ensayados (sisg
micina, amicacina, gentamicina y tobramicina) fué muy similar [/
frente a todos los grupos, siendo los valores de CMI relativamen=

te bajos, excepto para el grupo E (Ps.cepacia) que muestra valo--

res de CMI altos para'todos los aminoglicosidos, menos para la /
.gentamicina frente a la que el 66'6% de las cepas quedaban inhi-

bidas a una concentracidén de 1 }g/ml (Tablas XVIII, XIX,XX y XXI)

Los valores de CMI obtenidos frente a colistina. fue=:
ron bajos para todos los grupos ensayados, excepto para el::E (Ps.

cepacia),y L (Flavobacterium) que necesitaron concentraciones su

periores a 16 Fg/ml para la total inhibicién de las cepas (Tabla /

XXIT).

La actividad de trimetoprim-sulfametoxazol frente a to

-

dos los grupos fué similar siendo los valores de CMI mas bajos en

los grupos G (Ps. putrefacciens), H (Ps.stutzeri) y L (Flavobacte-

rium) ya que el 100% de las cepas se inhibian a la concentracién

mads baja ensayada (Tabla XXIII).

La ampicilina fue poco activa en todos los grupos, a

-excepcién del G(Ps. putrefacciens). La sensibilidad de la cepa del

grupo J (Aciretobacter calcoacéticus var. Mima) fue muy variable /

(Tabla XXIV).
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El resto de los antibidticos ensayados muestran una

baja actividad frente a todos los BGNNF ensayados.

Segin estos resultados tres de los grupos estudia--

dos: G (Ps. putrefacciens), E (Ps. cepacia)y L (Flavobacterium);

presentan un comportamiento homogeneo frente a los antibidticos
ensayados, pudiéndose hablar de la existencia de patrones de sen

sibilidad.

De todos los antibidticos estudiados sélo nos van a
ser utiles a este fin 5 : (azlocilina, tobramicina, Sisomicina, .

coligtina~ y trimetroprim-sulfametoxazol). (Tabla XXV).

Mientras que los grupos restantes presentan una gran

variabilidad de sensibilidad..

Tomando como punto de referencia: la concentracidn de
azlocilina 5 pg/ml, podemos décir que el 100% de las cepas del /

grupo G (Ps.putrefacciens) se inhiben a esta concentracién, ex-

presamos este resultado como S, mientras que el 100% de las ce-
pas incluidas en los grupos E y G persisten a esta concentracién,

resultado éste que expresamos como R. (Tabla XXV).

De los aminoglicésidos nos van aser utiles, sélo la
tobramicina y la sisomicina, tomando como referencia la concen-
tracion de 2'5}+g/m1, observamos que el 100% de las cepas G se
inhiben a dicha concentracién, (S);mientras que de los grupos E
y L ninguna cepa ‘es inhibida a la concentracién antes indicada.

(R) (Tabla XXV).



~109=~

En cuanto a la colistina podemos decir, que el 100%
de las cepas del grupo G se inhiben a una concentracién de 8)l§/
ml que es la tomada como referencia/mientras que los otros dos /

grupos necesitan concentraciones mayores (Tabla XXV).

Para el trimetoprim-sulfametoxazol, tomamos como re-

ferencia la concentracidn de 2/40)1g/m1, observando que el 100%

de las cepas del grupo G (Ps. putrefacciens) y L(Flavobacterium)

quedaban inhibidas a dicha concentracién (S), no ocurriendo asi

con el grupo E (Ps. cepzcia) en el que sbélo el 66'6% de las ce-

pas se inhibian a esta concentracién, es por ello que en la Ta-

bla XXV, expresamos este resultado como variable (v).



-GRUPO
-GRUPO
~-GRUPO
-GRUPO
-GRUPO
~-GRUPO
-GRUPO
-GRUPO

-GRUPO -

-GRUPO
~-GRUPO
-GRUPO

(ol R PR = B D= S <> B - R o SR - - B,

Ps

.aeruginosa

Ps.

fluorescens

Ps.Eutida

Ps

.alcaligenes

Ps.

cepacia

Ps.

maltophilia

Ps.

putrefacciens

Ps.

stutzeri

Ps.

pseudoalcaligenes

Ac

.calcoacéticus (Mima)

Ac

.calcoacéticus (Herellea)

Flavobacterium menincgosepticum
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TABLA XVI
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"Sensibilidad de los 12 grupos de BGNNF a Azlocilina".

— % de cepas inhibidas a CMI (ng/ml) de :

_ f 5 10 20° 100 > 100
GRUPO-A | 3'2 ()] 6'4 (2) | 13 (4)] 71 (22)| 77'4 (24 100(31)]
GRUPO-B 50 (4) | 87'5(7) | 100(8)
GRUPO-C 9 (1) 7218 (8)] 91 (10)|100(11)
GruPo-D_|16'6(1)| 50 (3) |66'6(4) |100 (6) |
GRUPO-E 6616 (2)}|100 (13)

GRUPO-F 12'5 (1) 50 (4) | 75 (6) 100 (8)
GRUPO-G 100 1 (3)

GRUPO-H 33'3 (1) 100 (3)

GRUPO-I {62'5(5) 75 (6) 87'5(7)]100 (8)
GRUPO-J 6'6(1) 13'3(2) 166'6(10) (86'6(13){100(15)
GRUPO-K 22'2(2) |44'4(4) 100 (9)

GRUPO-L 33'3 (1){100 (3)
! ~Entre paréntesis se expresa el nhimero de cepas-

A



—~112-

TABLA XVII

Hi

"Sénsibilidad de los 12 grupos de BGNNF a Cefioperazona

- % acumulacién de los valores CMI pg/ml de:

- 1 5 10 20 100 > 100
GRUPO-A {312 ()| 5116(16) 67'7(21) 87 (27) {100 (31)
GRUPO-B 50 (4) | 62'5(5) 100 (8)

GRUPO-C | 9 (1) [45'5(5) | 63'6(7) 72'7(8)|81'8 (9){100(11)

GRUPO-D [16'6{1) [100 (6)

GRUPO-E 33'3 (1)} 661'6(2) 100 (3)

GRUPO-F 50 (4) 75 (6) 100 (8)

GRUPO-G | 100(3)

GRUPO-H {33'3(1) {100(3)

GRUPO-T 25 (2} | 75(6) | 100 (8)

GRUPO-J {616 (1)] 40(6) [53'3(8) | 66'6(10)] 100(15)

GRUPO-K 444(4) 55'5(5) | 100 (9)

GRUPO-L | 3313(1)] 100 (3)

~Entre paréntesis se expresa el ntumero de cepas.




"Sensibilidad de los 12 grupos de BGNNF a Gentamicina"

TABLA XVITI

- % de cepas inhibidas a CMI (pg/ml) de:

- 1 215 5 10 > 10
GRUPO-A 6'4 (2)] 25'8 (8)] 54'8(17)|83'8(26) | 100 (31)
GRUPO-B |37'5 (3) | 37'5 (3)| 75 (6) 187'5 (7) 100 (8)
GRUPO-C |54'5 (6) 1 72'8 (8) | 91 (10) 100 (11)
GRUPO-D |16'6 (1) | 50  (3)] 83'3 (5) 100 (6)
GRUPO-E [66'6 (2) 100 (3) |
GRUPO-F [12'5 (1) | 50  (4) 100 (8)
GRUPO-G [100 (3)

GRUPO-H 3313 (1) 100 (3)

GRUPO-I |25 (2) 50 (4) 100 (8)

GRUPO-J 33'3 (5) | 60 (9) { 73'3(11) 80 (12)] 100 (15)

GRUPO-K  144'4 (4) | 55'5 (5) | 66'6 (6) 100 (9)

GRUPO-L ' 100 (3)
_Entre paréntesis se expresa el ndmero de cepas.
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"Sensibilidad de los 12 grupos de

TABLA

XTX

BGNNF

a Tobramicina"

_ % de cepas inhibidas a CMI (ug/ml) de:

- 1 215 5 10 > 10
GRUPO-A | 25'8 (8) | 58 (18) |77'4(24) | 100 (31) ]
GRUPO-B | 25 (2)]| 75 (6) 100 (8) |
GRUPO-C 173  (8) 82 (9) 91 (10) | 100 (11)
GRUPO-D |16 (1) ] 33'3 (2){50 (3) |66'6 (4)| 100 (6)
GRUPO-E ' 100 (3)
GRUPNO-F | 37'5 (3) | 50  (4)| 100 (8)
GRUPO-G | 100 (3)

GRUPO-H | 33'3 (1) ] 66'6 (1) 100 (3)
GRUPO-T | 12'5 (1) | 25 (2)|50 (%) 100 (8)
GRUPO-J | 40  (6) | 66'6(10)(73'3 (11)] 80 (12) 100 (15)
GRUPO-K { 55'5 (5)] 66'6(6) |77'7 (7)]88'8 (8)] 100 (9)
GRUPO-TL, 100 (3)
-Entre paréntesis se expresa el numero de cepas.

~114-



TABLA

XX

"Sensibilidad de los 12 grupos de BGNNF a Amicacina"

% de cepas inhibidas a

CMI (pg/ml) de

- 1 5 10 100: > 100

GRUPO-A 13212 (10)} 67'7(21) | 87 (27) | 100 (31)

GRUPO-B 125  (2) |.75, (6)] 100 (8)

GRUPO-C {63'6 (7) | 81'8 (9)]| 91 (10) 100 (11)

GRUPO-D 50 (3)] 66'6 (4) 100 (6)

GRUPO-E | 3313 (1) 100 (3)

GRUPO-F |37'5(3) | 50 (4) 100 (8)

GRUPO-G {3313 (1) | 100 (3)

GRUPO-H 6616 (2) 100 (3)

GRUPO-T |12'5 (1) | 50 (4)| 75 (&) 100 (8)

GRUPO-J | 53'3 (8) | 80 (12)! 93'3(14)| 100 (15)

GRUPO-K | 4474 (4) ] 88'9 (8) 100 (9) ,

GRUPO-L 3313 (1) | 66'6(2) | 100 (3)
-Entre paréntesis se expresa el ntmero de cepas.
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"Sensibilidad de los 12 grupos

TABLA XXI

de BGNNF a Sisomicina

-116~

- % de cepas inhibidas a CMI (pg/ml) de:

- 1 215 5 10 > 10
GRUPO-A | 19'3(6) (61'2(19) | 83'8(26) 100 (131)
GRUPO-B 37'5(3) [62'5 (5) | 87'5 (7) 100 (8)
GRUPO-C 72'8(8) {81'8 (9) |91 (10) 100 (11)
GRUPO-D 16'6(1) [33'3 (2) | 50 (3) 100 (6)
GRUPO-E 33'6 (1) {100 (3)
GRUPO-F |37'5(3) (50  (4) 100 (8)
GRUPO-G 100 (3)

GRUPO-H |[3313(1) [66'6 (2) 100 (3)
GRUPO-I 137'5(3) |50 .(4) 100 (8)
GRUPO-J {53'3(8) 8616 (13) 93'3(14) | 100 (15)
GRUPO-K [ 44'4(4) |55'5 (5) |66'6 (6) | 88'8 (8) {100 (9)
GRUPO-L 100 (3)

Entre paréntesis se expresa el numero de cepas.




"TABLA XXII

"Sensibilidad de los 12 gruﬁos de BGNNF a Colistina’.

% de cepas inhibidas a CMI (ug/ml) de :

- 1 2 1 8 16 =16
GRUPO-A ‘ 19'3(6) {80:6(25) 100(31)
GRUPO-B 33'3(3)|55'5(5) | 75 (6} | 100 (8)
GRUPO-C 9 (1) ]27'3(3)J91 (10) 100(11)
GRUPO-D 33'3(2) |83'3(5) 100(6)
GRUPO-E 100(3).
GRUPO-F 37'5(3) |50(4) 100 (8)

GRUPO-G 33'3(1) |100 (3)
GRUPO-H . 85'3(1) {100 (3)
GRUPO-I 50(4) 100 (8)
GRUPO-J 1 616(1) | 13'3(2) [33'3(5) | 80(2) 100(15)
GRUPO-K 62'5(5) {100 (8)
GRUPO-L 3313(1) | 100(3)

-Entre paréntesis se expresa el

numero de cepas.
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TABLA XXIII

"Susceptibilidad de BGNNF a Trimetoprim-sulfametoxazol",

% de cepas inhibidas a CMI /

- (pg/ml de ._:

- 2/40 40/200 =~ 40/200
GRUPO-A 29 (9) 8318(26) 100 (31)
GRUPO-B 86'5 (7) | 100 (8)

GRUPO-C 54'5 (6) 100 (11)
GRUPO-D 66'6 (4) 831v3(5) 100 (6)
GRUPO-E 6616 (2) 100 (3)
GRUPO-F 8313 (5) 100 (8)
GRUPO-G 100 (3)

GrRUPO-H | 100 (3)

GRUPO-T 86'5 (7) | 100 (8)

GRUPO-J 60  (9) 80 (12) 100 (5)
GrupPo-k | 88'8(8) 100 (9)

CRUPO-I | 100 (3)

Entre paréntesis se expresa el numero de
cepas.




TABLA

XX1IV

"Susceptibilidad de BGNNF a Ampicilina"

119-

- % de cepas inhibidas a CMI (pg/ml) de:

- 1 2'5 5 10 20 > 20
GRUPO-A 100 (31)
GRUPO-B 100 (8)
GRUPO-C 9 (1) 100 (11)
GRUPO-D 16'6(1) 100 (6)
GRUPO-E 100 (3)
GRUPO-F 1616(1) 100 (8)
GRUPO-G  133'3(1)l 100 (3) ,
GRUPO-H | 39113(1) 100 (3)
CRUPO-I 1215 (1)) 25 (2) 37'5(3)] 100 (8)
CRUPO-J | 6'6(1)]13'3 (2)]26'6(4) |40 (6) | 53'3(8)|100 (15)
GRUPO-K ' 11'1(1) 100 (9)
GRUPO-L 100 (3)

-Entre paréntesis se expresa el nimero de cepas.
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ANN

Concentraciones limites de ‘s distintos antibid-

ticos que indican el 100% de inhibicién y el 100% de persis--

2
tencia del crecimiento de los distintes vrupos de BGNNF.

- - GRUPO-G GRUPO-E GRUPO-L
ANTIBIO-| CONEBNTRA {Ps.putrefac- Ps.cepacia “Flavobac-
TICO CION ciens. terium,
AZLOCI -~

1 S R R

LINA. > Pg/m
TOBRAMI -
CINA. [2'5 pg/ml S R R
SISOMI-
CINA. 2'5 pg/ml S R R
COLIS=-
TINA. 8 pg/ml S R R
T-SULFA- | ,
METOXA--; ,2/40 }1%1 S s R
ZOL.

S= Inhibicidén del 100% s cepas.

R= Persistencia del 10 ~ las cepas.

V= Inhibicién de un 66 -~ las cepas.



DISCUSION
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4.-DISCUSION:
4.1.-IDENTIFICACION BIOQUIMICA:

Arnte ia gran diversidad de criterios existentes a 1la
hora de establecer un esquema de identificacidén de las "Bacte--
rias Gram Negativas No Fermentadoras'" (BGNNF), en la presente
memoriz, nos hemos plénteado, hacer un esquema simplificado de
identificacién, basdndonos en otros esquemas previamente esta-
blecidos; Manual de BERGEY (11), KING(52), HUGH y GILARDI (46),
TATUM y cols (97) y Mc.FADDIN (28).

La eleccidén de estos esquemas se ha hecho en base a
que consideramos que estos autores estudian de forma exhaustiva
este grupo heterogéneo de bacterias, si bien, podemos decir que

ellos no lo han considerado como un g¢rupo Unico, asi el Manual



de BERGEY (11) estudia a cada género por separado, dado que se-

gin su clasificacidén, cada uno pertenece a un grupo distinto, es
por ello, que para cada g¢género e incluso a veces para cada espe-
cie aplica pruebas bioquimicas diferentes, aunque en todos los /

casos le did gran importancia al contenido en guanina + citosina.

KING (52) considera el grupo como tal, y es importan
te destacar que, aunque hay pruebas que no ensaya para todos los
género o especies, en general estudia al grupo de una forma bas-
tante uniforme, hace una previa diferenciacién basada en 3. prue-
bas y posteriormente aplica otras, constando en total su esquema

de 39. pruebas.

HUGH y GILARDI (46) estudian en profundidad el géne-

ro Pseudomonas , estableciendo para su identificacidn unas prue-

bas minimas (13) que caracterizan al género y luego para diferen

ciar las diferentes especies consideran 24 pruebas méas.

TATUM y cols (97) sin embargo, estudian al resto de
las Bacterias Gram Negativas No Fermentadoras (excluyendo al gé

nero Pseudomonas) dendminidndolas "Bacilos Gram negativos Misce-

laneos" su esquema consta de 27 pruebas.

Por Gltimo Mc FADDIN (28% semejanza con KING (52) es
tablece una diferenciacién previa basada en 3 pruebas, estable--
ciendo unos grupos a los que después aplica pruebas diferentes//

en total son 59 pruebas.

Nosotros hemos seleccionado 25 pruebas comunes,si no
a todos los esquemas, si a la mayoria, aplicandolas todas ellas

de forma uniforme a todo el grupo de BGNNF, pudiendo establecer
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una diferenciacién a nivel de género y especie, aunque ésta a ve

ces radique en una tnica prueba bioquimica (Esquemasl y 2).

Asi, hacemos una clasificacién inicial basandonos en
dos pruebas bioquimicas (OF glucosa y Oxidasa), lo que nos permi

te establecer cuatro grupos: a,b,c,d, (28,46 52).

GRUPO  a.- En el incluimos a todos aquellos BGNNF cuya
caracteristica comin es el ser capaz de actuar sobre la gluccsa
por via oxidativa y el ser oxidasa positiva, aunque en algunas /

especies de Pseudomonas (Ps.mallei y Ps.cepacia) esta caracte-

ristica puede ser variable (11,28,46,52). Dentro de este grupo,

incluimos a varias especies de Pseudomonas asi como al género /

Flavobacterium del que hablaremos posteriormente.

Definimos al género Pseudomonas como a aquellos baci

los Gram negativos cuyo metabolismo nunca es fermentativo, aero-
bios estrictos y méviles en la mayoria de los casos, también son

catalasa positivos e indol negativos (11,46).

Segin nuestro esquema Ps. aeruginosa se diferencia

de Ps. fluorescens por dos pruebas bioquimicas que son: la re-

duccién de los nitratos a nitritos, hemos considerado esta prue
ba diferencial porque el Manual de BERGEY (11) Mc FADDIN (28) /
HUGH y GILARDI (46) y KING (52) asi lo consideran, aunque tres
de ellos (11,28,52) hablan de la posibilidad de que Ps. fluores-

cens aunque no reduzca los nitratos a nitritos, si pueda reali--
zar una denitrificacién completa de nitrato a nitrégeno gas. La
otra diferencia es la capacidad de crecimiento a 42°C (11,28,46,

52).
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La diferencia entre Ps.aeruginosa y Ps.putida radi-

ca en la capacidad de crecimiento a 42°C (11,28,46, 52), si bien
el Manual de BERGEY (11) habla también de una diferenciacidén en
la capacidad de denitrificacién y en la hidrélisis de la gelati
na, que otros autores (46), no 1la consideran como pruebas basi

cas de diferenciaciédn.

Entre las especies Ps. aeruginosa y Ps. stutzeri, la

diferencia es la arginina dehidrolasa (11,28,46,51), aunque el /
Manual de BERGEY (11) también las diferencia por la hidrdlisis de

la gelatina, que es positiva para Ps. aeruginosa. HUGH y GILARDI

(46) no consideran esta prueba basica para la difierenciacién.

La diferencia entre Ps.aeruginosa y Ps.vesicularis [/

se basa en la arginina dehidrolasa, el citrato, y la reduccién de
los nitratos (11,28,52), HUGH y GILARDI (46) no estudian a Ps. ve-

sicularis.

Ps.aeruginosa de Ps.pseudomallei sdélo la diferencia-

mos por la capacidad de crecimiento sobre SS (28,46,52), el Maax

nual de BERGEY (11) no ensaya esta prueba para esta especie.

Diferenciamos Ps. aeruginosa de Ps. mallei por la mo

tilidad, el citréto y la capacidad de crecimiento a 42°C (11,28
46,52). Cabe destacar que el Manual de BERGEY (11) distingue es-
tas dos especies, al igual que nosotros por la motilidad,pero tam

bién por otras pruebas basadas en la capacidad de crecimiento sos-

bre distintos substratos como Unica fuente de carbono.

Ps. aeruginosa y Ps. cepacia se diferencian por la ca

pacidad de crecimiento sobre SS y por la produccién de ONPG (28,

46,52), estos autores utilizan otras pruebas diferenciales adicio
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nales, pero diferentes para cada caso.

Entre Ps.aeruginosa y Ps. acidovorans, la diferencia

cién estriba en la arginina dehidrolasa y en la capacidad de cre
cimiento a 429C (28,46). KING (52) s6lo las diferencia por la /
arginina dehidrolasa por considerar el crecimiento a 429C varia-
ble, mientras que el Manual de BERGEY (11), las diferencia por
la hidrdélisis de la gelatina, que nosotros no consideramos por-

que los demas autores (28,46,52) la consideran variable.

Ps.fluorescens se diferencia.. de Ps.putida por la [/

hidrb6lisis de la gelatina (11,28,46,52).

Entre Ps. fluorescens y Ps.stutzeri la diferencia la

basamos en tres pruebas bicguimicas que son: Reduccién de los ni-
tratos, crecimiento a 429C e hidrdélisis de la gelatina (11,28,/
46,52). Cabe destacar que el Manual de BERGEY (11) no ensaya ni
la reduccién de los nitratos ni la hidrélisis de la gelatina, /

aunque si otras pruebas diferentes.

Ps.fluorescens y Ps. Vesicularis las diferenciamos

por la capacidad de crecimiento sobre SS, arginina dehidrolasa,
citrato y reduccién de los nitratos, (11,28,52). E1 Manual de BER
GEY (11) basa su diferenciacién ademds de en la hidrdlisis de la
gelatina,en la capacidad de utilizar diferentes suhtratos. HUGH

y GILARDI (46) no estudian la especie Ps.vesicularis.

La diferencia entre Ps.fluorescens y Ps.pseudomallei

radica en la capacidad de crecimiento a 422C y sobre SS (28,46,/
52), si bien estos autores utilizan ademds otras pruebas que no
son comunes para estas dos especies y sin existir concordancia“en

tre la positividad y negatividad de ellas ., Por su parte el Manual



de BERGEY (11) ensaya estas dos especies diferencidndolas entre
si por pruebas muy diferentes a las usadas por los otros autores

(28,46,52).

Podemos diferenciar Ps.fluorescens y Ps.mallei por la

motilidad, crecimiento sobre SS y citrato (11,28,46,52), el Manual
de BERGEY (11) considera sélo la motilidad como prueba comiin con

los demas autores (28,46,52) aunque establece otras diferencias al
igual que el resto (28,46,52) sin que dichas pruebas sean comunes

entre ellos.

La deferenciacién entre Ps.fluorescens y Ps.cepacia se

basa en el crecimiento sobre SS, en la arginina dehidrolasa y en /
la ONPG (28,46,52), en el Manual de BERGEY (11) al igual que noso-
tros y los demas autores diferencia a estas dos especies por la ar
ginina dehidrolasa pero 1asvpruebas restantes no son comunes a los

otros autores (28,46,52). .

Ps. fluorescens se diferencian de Ps.acidovorans en la

hidrélisis de la gelatina y en la arginina dehidrolasa (11,28,46,
52), si bien estos autores al igual que en los casos anteriores, /
hablan de otras pruebas diferenciales pero no ccmunes para todos

ellos.

Ps.putida se diferencia de Ps.stutzeri por el creci--

miento de 42°C (28,46,52) y por la arginina dehidrolasa (11,28,46
52). . ,

Ps.putida de Ps.vesicularis,se diferencia por el cre-

cimiento sobre SS, la hidrélisis de la gelatina, el citrato (52)
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y la arginina dehidrolasa (28,52) HUGH y GILARDI (46) no estu--

dian la especie Ps. vesicularis.

La diferencia entre Ps. putida y Ps.pseudomallei se

puede hacer por el crecimiento sobre SS (28,46,52).

Entre Ps.putida y Ps.mallei 1la diferencia radica en

el crecimiento sobre SS,citrato (28,52), hidrélisis de la gelati

na (11,28) y motilidad (11,28,52).

Ps.putida y Ps.cepacia pueden diferenciarse por el

crecimiento sobre SS (28,46,52) y por la produccién de g -Ga
lactosidasa (28,46). E1 Manual de BERGEY (11) utiliza pruebas /

para la diferenciacidén muy diferentes.

La diferencia entre Ps.putida y Ps.acidovorans po--

demos basarla en la arginina dehidrolasa (28,46). Los restantes

autores (11,52) basan su diferenciacién en pruebas diferentes.

Ps.stutzeri: 1a podemos diferenciar de Ps. vesicu--~

laris por el citrato (28,52) y por la reduccién de los nitra-
tos (28). HUGH y GILARDI (46) no estudian la especie Ps.vesicu-

laris y el Manual de BERGEY (11) utiliza pruebas muy diferentes

para ambas especies.
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La diferenciacidén entre Ps.stutzeri y Ps.pseudomallei

se basa en la arginina dehidrolasa (11,28,46,52).

Ps.stutzeri se diferencia de Ps.mallei en el citrato,

motilidad (11,28,52) y el crecimiento a 429C (28,52). HUGH Y GI-

LARDI (46) no estudian la especie Ps.mallei.

La diferenciacidén entre Ps.stutzeri y Ps.cepacia se

basa en la presencia de p@-galactosidasa (28,46,).Ni el Manual de
BERGEY ni KING (11,52) ensayan esta prueba para estas especies /

de Pseudomonas.

La diferencia entre Ps.stutzeri y Ps.acidovorans radi

ca en una sola prueba bioquimica que es la capacidad de crecimien
to a 42°C (11,28) . E1 Manual de BERGEY y HUGH y GILARDI (11,46)

basan la diferencia en otras pruebas bioquimicas.

-

Ps.vesicularis se diferencia de Ps.pseudomallei en /

la reduccién de los nitratos y en la arginina dehidrolasa (28,52).

Ps.vesicularis se puede diferenciar de Ps.mallei por

la reduccidén de los nitratos, la motilidad y la arginina dehidro

lasa (28,52).

La diferenciacién de Ps.vesicularis y Ps.cepacia se

basa en el citrato (28,52) y el la produccidén de g ~¢alactosi-

dasa (28).

Entre Ps.vesicularis y Ps.acidovorans la diferencia-

cién se basa en la hidrélisis de la gelatina (52).
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Ps.pseudomallei se diferencia de Ps.mallei por 1la

motilidad ¥ <crecimiento a 42°C (28,52).

La diferencia entre Ps.pseudomallei y Ps.cepacia

se basa en la B -galactosidasa (28).

Ps.pseudomallei se diferencia de Ps. acidovorans en

la hidrélisis de la gelatina (28), crecimiento a 42°C y en la /

arginina dehidrolasa (28,52).

La diferencia entre Ps. mallei y Ps. cepacia radica

en la B -galactosidasa y la motilidad (28,52).

’

Ps.mallei se diferencia de Ps.acidovorans por la mo

tilidad, hidrélisis de la gelatina, e hidrélisis de la arginina -

(28,52).

Ps.cepacia y Ps. acidovorans se pueden diferenciar

por 1la B -galactosidasa (28,46).

GRUPO b.-E1 siguiente grupo que estudiamos es aquel /
cuya caracteristica comGn es el no metabolizar la cglucosa, sobre
OF glucosa, ni por via oxidativa, ni fermentativa (11,28,46,52),

esta caracteristica segin HUGH y GILARDI (46) Ps.pseudoalcalige-

nes no la cumple, por ser capaz de oxidar la glucosa aunque de for
ma débil, esto no coincide con los demas autores (11,28,52), y /
la otra prueba comiin al grupo es el ser oxidasa positiva, con és

ta al igual que ocurria con la anterior, en Ps. pseudoalcaligenes

puede ser variable. Este grupo incluye ademds de las especies de

Pseudomonas de las que vamos a hablar a continuacién, al género
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Alcaligenes del que hablaremos posteriormente.

La primera especie a considerar es la Ps.alcaligenes

la cual se va a diferenciar de Ps. pseudoalcaligzenes s6lo por 1la

capacidad de crecimiento a 429q,KING (52), es la tnica de los /
autores consultados que considera esta prueba diferencial. E1 /

resto, (11,28,46) basan la diferencia en pruebas que no son coin
cidentes en. cuanto a positividad y negatividad envlos diferentes

esquemas (11,28,46) es por ello que estas dos especies no quedan

bien diferenciadas.

La diferencia entre Ps.alcaligenes y Ps. testosteroni,

se basa, sélo en la arginina dehidrolasa (11,28), si bien, estos
dos autores utilizan otras pruebas mds, pero no hay concordandia
en los resultados de ellas, ni con los otros dos autores consulta
dos (46,52), quienes a pesar de utilizar en sus esquemas un gran

namero de pruebas no consiguen diferenciar estas dos especies.

Entre Ps.alcaligenes y Ps. diminuta la diferencia ra

dica en la hidrdélisis de la gelatina (11,28,46,52).

La diferencia entre Ps. alcaligenes y Ps. putrefac=-+.-

la basamos en la produccién de sulfhidrico (28,46,52)y en la argi
nina dehidrolasa (28). E1 Manual de BERGEY (11) no estudia a esta

especie de Pseudomonas.

Para diferenciar Ps.pseudoalcaligenes ge Ps. testoste-
roni nos basamos en la arginina dehidfolasa (11,28), los otros au-
tores (46), basan esta diferencia en el OF fructosa prueba no enég
yada por nosotros, mientras dgue KING (52) a pesar de las 39 pruebas

que incluye su esquema, no consigue diferenciar estas especies.
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Ps.pseudocalcaligenes y Ps. diminuta se diferencian,

por la hidrélisis de la gelatina y reduccién de los nitratos /

(28,52).

La prueba basica de diferenciacién de Ps.pseudoalca-

ligenes y Ps.putrefacciens es la produccién de sulfhidrico sobre

el TSI (28,46,52).

Ps.testosteroni y Ps.diminuta, se diferencian entre

si por la hidrélisis de la gelatina (28,46,52) mientras que el /
Manual de BERGEY (11) se basa fundamentalmente en la capacidad de

crecimiento sobre diferentes sustratos. para la diferenciacién.

La diferencia entre Ps.diminuta y Ps. putrefacciens

radica en la produccién de sulfhidrico (28,46,52).

GRUPO c.- Este tercer grupo incluye a aquellas BGNNF
cuya caracteristica comiin es el ser capaz de oxidar la glucosa /
sobre el OF glucosa y el ser oxidasa negativa, incluye a Ps.mallei

v Ps.cepacia, especies de las que ya hemos hablado por tener la /

caracteristica de ser oxidasa variable, asi como al género Acine-

tobacter variedad Herellea, del que posteriormente hablaremos.

GRUPO d.- E1 cuarto grupo por nosotros establecido in
cluye a todas aquellas BGNNF que se caracterizan por no ser capa-
ces de oxidar la glucosa sobre el medio OF y por ser oxidasa nega

tivas. En él1 se incluyen las especies Ps.maltophiiia y Ps.pseudo-

alcaligenes (variedades que son pxidasa negativas).

Estas especies se diferencian por la hidrdlisis de la

gelatina (11,28,46,52). También incluyen al género Acinetobacter /
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variedad Mima del que también hablaremos posteriormente

Respecto a los otros géneros incluidos en el grupo de

Bacterias Gram Negativas No Fermentadoras, tenemos Flavobacterium,

que por ser capaz de oxidar la glucosa (aunque algunos autores con
sideran que puede- fermentar los azicares, por lo que hablan de di--
cho género como dudosamente no fermentador)(28,41,52), ¢l Manual /
de BERGEY (11) lo define como microorganismo oxidativo, también es
oxidasa positivo, por ello se incluye en el primer grupo (a) por /

nosotros establecido: ; siendo por tanto necesario establecer una /

diferenciacidén de dicho género con las especies de Pseudomonas in-
cluidas en este mismo grupo. La prueba basica diferencial es el in
dol (11,28,52), por ser el tnico género del grupé de BGNNF que es
indol positivo, otra prueba diferencial podria ser la motilidad /

que es negativa.TATUM y ¢ols (97).'no estudian este género.

En el segundo grupo (b) quedaba incluido otro género

de BGNNF, que es el género Alcaligenes,caracterizado por tener me

tabolismo respiratorio, no coxidar la glucosa sobre el medio OF y
el ser oxidasa positivo (11,28,52,97). Este género ofrece serias
dificultades a la hora de diferenciarlo de las especies de Pseudo-
monas que se incluyen eﬁ su mismo g¢rupo, asi para diferenciarlo de .

Ps.alcaligenes podemos hacerlo por la arginina 'dehidrolasa (28) /

y el crecimiento a 42°2C (52). Los demds autores consideran a cada
género por separado y les aplican pruebas bioquimicas diferentes,
concretamente HUGH y GILARDI (46) no estudian este género, pero si

lo hacen TATUM y cols (97).

La diferencia entre Alcalicenes y Ps.testosteroni radi

ca en el citrato (28,52). HUGH Y GILARDI (46) no ensayan el citra

to para Ps.testosteroni, pero si lo hacen TATUM y cols (97), para
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el género Alcaligenes coincidiendo sus resultados con los anterio

res autores (28,52).

La diferenciacién entre las distintas variedades de /

la especie Alcaligenes faecalis, tampoco resulta facil, tanto TA-

TUM y cols (97) como KING (52) y McFADDIN (28) la cifran en la /

distinta forma de utilizar los nitratos. p

El Manual de BERGEY (11) no considera estas tres varie

dades (Alcaligenes faecalis, Alcalicgenes faecalis variedad odorans

y Alcaligenes faecalis variedad denitrificans), sino que considera

una sola especie con varias posibilidades de utilizar los nitratos.

El d4ltimo género incluido por nosotros es el género /

Acinetobacter, cuya caracteristica mis destacable .es ser un coco /

Gram Negativo, morfologia que mantiene en la fase logaritmica de

crecimiento, mientras que en la fase estacionaria aparece como co
cobacilo. (92), suele agruparse en parejas inmévil y oxidasa nega
tivo (11,28,52,97), si bien hay que diferenciar dentro de la espe

cie Acinetobacter calcoaceticus dos variedades segiin oxide la glu

cosa sobre el OF glucosa (Acinetobacter calcoaceticus variedad He-

rellea), o no actuen sobre la glucosa (Acinetobacter calcoacgticus

variedad Mima) (11,52,97). McFADDIN(28) no hace la diferenciacién

en dos variedades, sino que considera una especie con la prueba /
bioquimica OF glucosa variable. Es por estas caracteristicas por

lo que la variedad Mima queda incluida en el cuarto grupo (d), por

lo que hay que diferenciarla de Ps. maltophilia, esto se puede ha-
cer por la morfologia, la motilidad y la hidrélisis de la gelatina
(11,28,52,97). También hay que diferenciar esta variedad de Ps.-/.

pseudoalcaligenes esta diferenciacién la basamos en la motilidad

y en la reduccidén de los nitratos (11,28,46,52,97).
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La variedad Herellea hay que diferenciarla de Ps.ma-
llei y puede hacerse por la morfologia y por la capacidad de cre-

cimiento a 42°C (28,52), ambas especies son inméviles.

Acinetobacter calcoaceticus variedad Herellea, se dife

rencian de Ps.cepacia por la morfologia y la B -galactosidasa /

(28). TATUM y cols (97) no ensayan esta prueba para Acinetobacter,

ni tampoco el Manual de BERGEY (11).

A la vista de nuestros resultados,observamos que apli-
cando este esquema de identificacidén simplificado, nosiquedan ide£
tificadas el 96'6% de las cepas ensayadas, mientgas que SHAYEGANTI
y cols (91) utilizando méas pruebas que nosotros (34), sélo identi
fican el 93'6% y ademds no unifican a todo el grupo, igual ocurre
a KING y PHILLIPS (53) quienes‘obtienenruna identificacidén con su
esquema del 96'5% de las cepas, si bien utilizan mas pruebas que /
nosotros y no consideran al grupo de forma uniforme, por otro lado
OBERHOFER y cols(74)4establecen un esquema basado en 46 pruebas bio
quimicas y no hacen una evaluacién de sus resultados, igual ocurre

con GILARDI (37) quien aplica 37 pruebas sin hacer una evaluacién

A la hora de estudiar los resultados de porcentajes.de
positividad de las distintas pruebas bioquimicas ensayadas en nues
tro esquema, vamos a establecer una comparacién con aquellos auto-
res que expresen sus resultados también én tantos por cientos (37,
46,74), pero no con aquellos que sb6lo hablan de una positividad o

negatividad de las pruebas (11,28,52,53,91).

Asi pues podemos hablar dentro del grupo A (Ps.aerugi-
nosa) que los porcentajes de positividad de las diferentes pruebas

ensayadas coinciden con OBERHOFER y cols (74),HUGH y GILARDI (46)



y GILARDI (37).

En el grupo B (Ps.fluorescens) obtenemos unos resulta

dos comparables a los obtenidos por los autores consultados (37,
46,74), sin bien observamos una discrepancia en la utilizacién de
OF maltosa que GILARDI (37) y HUGH Y GILARDI (46) hablar de un /
porcentaje alto de cepas que oxidan, mientras que los nosotros al
igual que OBERHOFER y cols(74) observamos un 0% de positividad de

la prueba.

Dentro del grupo C (Ps.putida) los resultados son com

parables a los obtenidos por otros autores (37,46,74).

El grupo D (Ps.alcaligenes) presenta unos resultados

superponibles a los obtenidos por los distintos autores consulta
dos (37,46,74), aunque cabe destacar algunas excepciones comb ocu
rre con la reduccién de los nitratos,que nuestros resultados, jun
to con los obtenidos por OBERHOFER y cols(74) vy GILARDI (37) es--
tian en discordancia con los obtenidos por HUGH y GILARDI (46). /
"igual ocurre con la arginina dehidrolasa que nuestros resultados
coinciden con los de OBERHOFER y cols (74) y discrepan con los /

otros autores (37,46).

Los resultados obtenidos para el grupo E (Ps.cepacia)

estan en concordancia con los de otros autores (37,46,74), aunque
existen discrepancias como la oxidacidén OF lactosa, manitol y sa-
carosa, ya que mientras que a nosotros nos da un 0% de positividad
el resto de los autores obtienen un 100% de positividad, igual ocu
rre con la ornitina descarboxilasa coincidiendo nuestros -resulta-

dos conclos obtenidos por GILARDI (37) y no por los obtenidos por
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OBERHOFER y cols (74) y HUGH y GILARDI (46).

En el grupo F (Ps. maltophilia) hay concordancia en-

tre nosotros y los otros autores (37,46,74), si bien hay alguna

dicrepancia en cuanto a la oxidacién de los diferentes azlcares
sobre el medio OF, ya que mientras que nosotros al igual que OBER
HOFER y cols (74) encontramos un porcentaje bajo de positividad,
los autores restantes (37,46) encuenﬁran un porcentaje préximo /

al 100%.

Dentro del grupo G (Ps.putrefacciens) encontramos con

cordancia con todos los autores a excepcidn de la ornitina descar
boxilasa, prueba ésta que GILARDI (37) y HUGH Y GILARDI (46) en-
cuentran un porcentaje de positividad bastante alto mientras que

el nuestro es del 0%.

Los resultados obtenidos dentro del grupo H (Ps.stut-
zeri) concuérdan con los de todos los autores (37,46,74),aunque/«
hay que destacar algunas discrepancias, concretamente en el OF mal o
tosa, que nosotros obtenemos un 0% de positividad mientras que los
otros autores obtienen un porcentaje bastante alto de positividad.
Igual ocurre con la arginina dehidrolasa que nuestros datos no /
coinciden pon los obtenidos por OBERHOFER 'y cols(74) y con la fe
nilalanina desaminasa que nosotrcs detectamos un 0% de positivi--
dad mientras que los otros (37,74) encuentran un alto porcentaje.

HUGH y GILARDI (46) no ensayan esta ultima prueba.

Dentro del grupo I (Ps.pseudoalcaligenes), encontramos

concordancia entre nuestros resultados y los de los autores consul

tados (37,46,74), a excepcidén del OF glucosa que nosotros al igual

que OBERHOFER y cols (74) obtenemos un 0% de positividad de dicha
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prueba, mientras que GILARDI (37) y HUGH y GILARDI (46) encuentran

una positividad de casi el 100%.

En el grupo J (Acinetobacter calcoacéticus variedad Mi-

Ei) obtenemos unos resultados en total concordancia con los encontra
dos por otros autores (37,74,97), si bien hay que hacer notar que /

éstos no ensayan muchas de las pruebas por nosotros ensayadas.

Los resultados obtenidos dentro del grupo K (Acinetobac-

ter calcoacéticus variedad Herellea) son bastantes similares a los

encontrados por GILARDI (37) OBERHOFER y cols (74) y TATUM y cols
(97), aunque existen.algunas discordancia en cuanto a la positivi-
dad del OF lactosa, ya que mientras OBERHOFER y cols (74) encuen--
tran un 100% de positividad, nosotros detectamos un 0%. Lo contra-
rio ocurre con el OF manitol.'Otra pequeiia discrepancia encontramos
en la hidrdélisis de la gelatina, enula que nosotros al igual que /
GILARDI (37) y OBERHOFER y cols(74) encontramos un 0% de positividad

mientras que TATUM y cols (97) encuentran un 50%

En el grupo L (Flavobacterium) obtenemos unos resulta-

dos que concuerdan con los encontrados por otros autores (74,97) /

a excepcidén del OF lactosa, OF manitol y OF maltosa.

Del resto de las especies incluidas en el grupo de Bac-
terias Gram Negativas No Fermentadoras no podemos hablar de porcenta-=
jes de positividad, ya que s6lo hemos estudiado una cepa que se cow-=

rresponde con una cepa patrén (Ps.testosteroni,ATCC 11996,Ps.vesicu-

laris NCTC 1945,Ps.acidovorans ATCC 15568 y Ps.diminuta ATCC 11568)
s6lo podemos decir que por nuestro esquema quedan identificadas co-

mo tales.
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1.2.-IDENTIFICACION POR CROMATOGRAFIA LIQUIDO GASEOSA:

Otra de las posibilidades de identificacidén bacteria-
na, como ya apuntabamos en la introduccidn, es la basada en la com
posicidén quimica estructural de la célula. Las bacterias Gram nega
tivas tienen una estructura quimica de su pared bastante cbmpleja /
(25), de la que cabe destacar la fraccidén lipidica. El1 conocimiento
de la naturaleza de los lipidos bacterianos y sus 4acidos grasos ha
tenido gran expasidn y existen muchos trabajos encaminados a este
fin (17). De todos estos estudios, se ha llegado a concluir que /
los lipidos celulares estan localizados en las bacterias Gram posi
tivas en los sistemas de membranas, mientras que en las bacterias
Gram negativas se encuentran en la pared celular o en la membrana

externa (17).
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Por tanto, esta identificacidén tendria un primer paso
de extraccidén de los lipidos de las células y posteriormente de /
los acidos grasos de estos lipidos, que son los que definirian la

composicidn bacteriana siendo utilizados como taxones.

Ya en 1.963 ABEL y cols (1) apuntaron esta posibilidad
y que uno de los métodos mis sensibles para detectar estos acidos /
grasos era la Cromatografia Liquido Gaseosa (CLG);esto fue corrobo
rado posteriormente por otros autores (16,62), quienes definen es-
ta técnica como de gran sensibilidad, por detectar sustancias en el

rango del mierogramo e incluso inferiores.

Por todo ello, en la presente memoria, hacemos un estu
dio de la composicidén celular en Acidos grasos de este grupo hete-
rogéneo de Bacterias Gram Negativas No Fermentadora (BGNNF), reali
zando una extraccién de los 1ipidos y una posterior separacién e /

identificacidn.

La eleccidén del método se hizo basandonos en un trabajo
de MOSS y cols {68), en el que hace un estudio comparativo de varios
métodos, con el fin de elegir el que fuera mis reproductible y ripi-
do. Ellos concluyen que uno de los mejores es una adaptacién del des .
crito por METCALF (59), que consiste en hacer una saponificacién, /
luego una hidrdlisis (acidificando con ClH) y posteriormente una es
terificacidén con trifluoruro de boro - metanol. Con la hidrélisis /
observan estos autores, que se favorece la posterior deteccién del
hidrOxiécidbs. MOSS y cols(68) observan que la utilizacién del tri
fluoruro de boro - metanol no disminuye la sensibilidad de deteccidn
de los acidos g¢rasos denominados ciclopropanos, como apuntaban otros
autores (32,55). La explicacién estaba en que este agente esterifi--
cante destruia los 4cidos ciclopropano:y disminuia la sensibilidad

de deteccién de hidroxidcidos, s6lo si se utilizaba directamente /
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sobre el material bacteriano (transesterificacién), pero que
ocurria asi's se realizaba una previa saponificacidén y después
esterificacién (68). Posteriormente MOSS y DEES (64) adoptan

te método que es el secuido por nosotros y por otros autores
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no
la

es

/

(21,49,65,66) aunque con algunas modificaciones, ya que la ulti

ma extraccién la realizamos con hexano y no con la mezcla cloro ¢

formo-hexano (1:4). Esta modificacién la adoptamos tras un estu

dio realizado simultaneamente con ambos disolventes y en el que

obtuvimos los mismos resultados.

La eleccidén de la columna se hizo en base a detectar

los 4cidos grasos de cadena normal, de cadena ramificada, ciclo-

propanos e hidroxidcidos por ello escogimos la 0V-17 metil silice:

na que era poco polan, condicidén necesaria para poder detectar los

hidroxiacidos.

De los resultados obtenidos,podemos hablar de la po

sibilidad de establecer una diferenciacidén cualitativa entre las

BGNNF, en base¢ a sus perfiles cromatograficos siguiendo una cla-

sificacién adansoniana y estableciendo 23 grupos de los cuales /

18 estidn encabezados por cepas patrones y el resto quedan exclui

dos de estos 18.

Asi observamos, que el perfil cromatografico del sub

grupo I-1 encabezado por Ps. aeruginosa ATCC 25619 estd definido

por 9 Acidos grasos que coinciden en su mayoria con los detecta-

dos por otros autores (23,26,29,42,64,65,70) aunque hay discrepan

cias en cuanto a que ellos detectan el 3-hidroxidecandico ( 3 OH

10:0) y los 4cidos monoinsaturados (16:1 y 18:1) mientras que /

nosotros no; el caso de la no deteccién de estos acidos monoinsa

turados es por la solapacién en nuestras condiciones de estos &aci

dos con sus homdélogos saturados, esta discrepancia la vamos a te
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ner en todos los grupos y con todos los autores, es por ello que
no vamos a volver a comentarlo. Esta solapacién no interfiere al
pretender establecer una diferenciacién pcr ser los acidos monoin

saturados (16:1 y 18:1) comunes a todas las cepas.

Otra de las discordancias es que nosotros detectamos
el 4dcido pentadecanoico (15:0) mientras que MOSS y cols (70) y DE
WRY y cols (23) no lo detectan, pero =i el resto de los autores /

(26,29,42,64,65).

STEINHAUER y cols (96), también estudian a esta espe-
cie por cromatografia liquido gaseosa, pero obtienen sélo cuatro
acidos grasos de los cuales, sélo uno coincide por los detectados
por nosotros y por los otros autores (23,26,29,42,64,65,70); A pe
sar de estas discrepancias podemos decir que este perfil cromatogra
fico se define por la presencia del Acido ciclopropano de 19 Atomos
de carbono (19: A trans) e hidroxiacidos (2 6 3 OH 12:0) dat;s és-

tos coincidentes con otros autores (29,41,64,65,70) y la ausencia

de 4cidos de cadena ramificada (29,42,64,70).

Al estudiar los resultados obtenidos en el grupo I-2

encabezado por Ps.fluorescens ATCC 13525, observamos un perfil cro

matografico definido por la presencia de un acido graso de cadena
ramificada (anteiso 1720) (diferencia fundamental con el grupo an
terior), asi como la ausencia del 4cido ciclopropano (19: A trans)
Al constatar estos resultados con otros autores nos encontramos que
STEINHAUER y cols (96) aunque estudian‘esta especie,sélo detectan
cinco acidos grasos, dos de ellos distintos al grupo anterior, aun
que no san datos superponibles con los nuestros,ni con el resto de
los autores consultados (8,65,68) BRIAN Y GARDNER (8) estudian por
CLG el patrdén cromatogrifico de esta especie bacteriana, junto con

- otros bacilos gram negativos, encuentran los mismos &acidos grasos,
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aunque discrepamos con ellos en cuanto a que detectamos acidos no
observados por ellos: docecandico (12:0), hidroxidodecandico (2 6

3 OH:12:0) y anteiso heptadecanoico (a-17:0), mientras que hay /
otros dcidos, el ciclopropano (19: A trans) que ellos detectan y
nosotros no. La no deteccidén de hidroxiacidos de éstos autores po
dria explicarse porque el método seguido carece de hidrdlisis con
clorhidrico antes de la esterificacidén, paso necesario para obtez=zr
ner una mayor sensibilidad en la deteccién de hidroxidcidos (68),
Estos autores sélo estudian esta especie por lo que, no estable-

cen .diferenciacidén con el resto de las especies de Pseudomonas.

MOSS y DEES (65) estudian Ps. aeruginosa y Ps. fluores-

cens, obteniendo para ambos, perfiles cromatograficos superponibles
por lo que no los difergncian, al comparar sus resultados con los /
nuestros, observamos correspndencias con algunos acidos y discre-

pancias en el hidroxidecandéico y el ciclopropano de 19 dtomos de /
carbono (2 OH 10:0 y 19:A trans) Acidos no detectados por nosotros,
y con el isémero de 17 4tomos de carbono (a-17:0) ocurre lo contra

rio, que nosotros lo detectamos y ellos no.

En el subgrupo I-3, representado por Ps.putida ATCC, /
12633, obtenemos un perfil cromatografico, muy caracteristico, per
fectamente diferenciable de los grupos anteriores, MOSS y cols (70)
no observan segun sus resultédos tanta diferencia, ya que sdélo dis
tinguen la composicidn estructural en acidos grasos de Ps.putida y

Ps.aeruginosa por el cCiclopropano de 19 Atomos de carbono (19:A /

"trans), ausente en Ps.putida, 1la especie Ps.fluorescens no la estu

dian estos autores. Nosotros caracterizamos este perfil cromatogra

—_—

fico por la presencia del decanédico (10:0) undecanéico (11:0), dos
4cidos no identificados (NI) con tiempos de retencidén 4 y 4'7 res-

’

pectivamente; hidroxitetradecandico (2 6 3 OH 14:0) y ciclopropano
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isomero ¢is de 19 dtomos de carbono (19: A cis) ausentes todos
ellos en los grupos anteriores. Este grupo carece del dodecénéi
ca (presente en los anteriores ¢grupos). Tampoco encontramos con
cordancia con los resultados encontrados por MOSS y DEES (65) /
quienes, no diferencian esta especié de las 2 anteriores , y ade

mds detectan acidos (3 OH 10:0) que nosotros no encontramos.

En lo que respecta al subgrupo I-4, encabezado por /

Ps. alcaligenes ATCC 14909, nuestro perfil diferencia perfectamen

te. a este grupo de los anteriores, asi, la presencia del &cido /-
decandico (10:0) y tridecandico (13:0) lo diferencia de los sub--
grupos I-1 y I-2, mientras que la ausencia de hidraxidcidos lo /
diferencia del subgrupo I-3 y de ciclopropano de 19 atomos de car
bono (19: A trans) del grupo I-1. Al contrastar estos datos con /
« otros autores, observamos que MOSS y cols (70) y KEY y cols (51)
obtienen un perfil cromatogrdfico para esta especie, con Aacidos
grasos comunes a los nuestros, pero otros no lo son ('3 OH 1C:0

y 3 OH 12:0), por el contrario; hay algunos picos encontrados en
nuestro cromatograma (10:0; 13:0, 15:0 y 17: A ) que ellos (7C)-
no detectan. DEES y MO0OSS (20) obtienen unos reéultados por CLG
que se aproximan mds a los nuestros, aunque no podemos decir que
sean supérponibles,'ya que difieren de nosotros por la detecciodn
del hidroxidecandico ( 3 OH 10:0), hidroxidodecandico (3 OH 12:0),
heptadecandico (17:0) y del isémero del 4cido heptadecandico /
(i-17:0). Ellés, al igual que nosotros,no detectan el isémero /
trans del acido ciclopropano de 19 Atomos de carbono (19: A ), /
ademas no hacen un estudio comparativo con las otras especies de

Pseudomonas (I-1,I-2, y I-3) por lo que no podemos discutir sus

bases de diferenciacidén con las nuestras.
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El subgrupo I-5 encabezado por Ps.cepacia ATCC 17759

se caracteriza por tener una composicidén en acidos grasos perfec

tamente diferenciable de los g¢rupos anteriores.

Esta composicidén queda definida por la ausencia de /
hidroxiadcidos (diferencia con los grupos 1I-1.I-2, y I-3), de aci
dos de cadena ramificada (diferencia con I-2 y I-3) y la presen-
cia del isbémero trans del ciclopropano de 19 atomos de carbono /
(19: trans) (diferencia con el grupo I-4).Al comparar nuestros
resultados con otrés autores, nos encontramos que MOSS y cols /

(70) estudian esta especie bajo el nombre de Ps.multivorans y des

criben un perfil cromatogriafico diferenciable de Ps.aeruginosa, /

Ps.putida y Ps.alcaligenes por la ausencia del 'dcido dodecandico

(12:0) presente en estas tres especies, estos datos podrian coin-
cidir con los nuestros, porque aungque nosotros en este grupo de- -
tectamos el 12:0 lo hacemos en concentracicnes infimas (trazas):

Estos autores no estudian Ps.fluorescens. Discrepamos de: ellos

en gue basan‘la diferenciacidén en otros dcidos que no son detec-
tados por nosotros ( 3 OH 14:0 y 2 OH 16:0), hidroxiicidos estos
detectados también por otros autores (64,70). Por el contrario /
el acido pentadecandico (15:0) estid presente en nuestro cromato-
grama y no en el de ellos (64,70). En los resultados de estos au

tores hay discrepancias entre ellos.

MOSS y DEES(65) obtienen unos resultados similares a
los anteriores (64,70) existiendo por tanto las mismas discrepan.
cias vy cbncordancias con nosotros como en los casoes anteriores,
ellos diferencian a esta especie de las otras a excepcién de Ps.

alcaligenes que no la estudian. Con todos coincidimos en la de--

teccibén del 'acido ciclopropano (19: A trans).
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Ps.maltophilia ATCC 13637, representa al subgrupo /

I-6 y su perfil cromatogrifico es caracteristico, aunque podria

confundirse con el de Ps. putida (subgrupo I-3), la dnica diferen

cia estaria en el 19: A trans ausente en Ps. putida, Y presente en

Ps.maltophilia, pero al encontrarse en concentracidén tan pequefia,

es por lo que habria que recurrir a alguna otra prueba adicional,
que podria ser una prueba kioquimica, como la oxidasa que Ps.pu-
tida va a ser positiva en el 100% de los casos, mientras que Ps.

maltophilia lo va a ser en el 0% de los casos. (45). Nuestros da-

tos, estan en discordancia con los encontrados por otros autores

yva que ellos si diferencian estas dos especies por su composiciédn
en 4cidos grasos, asi MOSS y cols (70) las diferencia por los aci
dos dodecanéico e hidroxidecandéico (OH 10:0) presentes en Ps.puti-

da 'y no en Ps. maltophilia y por otros acidos de cadena ramifica-

da (i-11:0 e i-15:0) presentes en Ps.maltophilia y no en Ps.putida

no detectados por nosotros. MOSS y DEES (65) hablan de 1la existen-

cia en Ps. maltophilia de acidos grasos de cadena ramificada (i-

11:0, i-14:0, i-15:0, i-16:0, i-17:0 e i-17:1), ademids de 3 &ci--
dos que no quedan identificados y que por sus tiempos de retencién
podrian corresponderse con dos no identificados detectados'pof /
nosotros, estos datos tampoco concuerdan con los obtenidos por /

MOOS y cols (70).

Nosotros aunque no detectamos estos isdémeros, si de-n
tectamos otros acidos diferentes a ellos (15:0, 14:0 y 17: A )
MOSS Y DEES (65) definen la composicién en dcidos grasos de esta
especie por la ausencia de 12:0 datoé coincidentes con los nuestros,
aunque ellos al igual que los anteriores autores encuentran muchos
dcidos de cadena famificada, entre ellos isdémeros de los hidroxia-

'

cidos, estos resultados estan en concordancia con los encontrados
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MOSS y cols (068,71).

Ps. putrefacciens NCTC 10735, que encabeza el subgru

po I-7, presenta un cromatograma muy caracteristico, y perfecta-
mente diferenciable de los grupos anteriores, asi destaca la pre
sencia del hidroxitetradecanéico ( 2 6 3 OH 14:0) (ausente en los
subgrupos: I-1, I-2, I-4, I-5), anteiso-heptadecandico (a-17:0) /
(ausente también en I-1,1-4, y I-5) y tridecandico (13:0) (diferen
cia con I-1,I-2,I-5, y I-6) y la ausencia del ciclopropano de 19

dtomos de carbono (19: A trans) (diferencia con I-1,I-3 y I-5).

MOSS y DEES (65) diferencian por su composicidén en /
dcidos grasos a esta especie de las anteriores, a excepcidn de /

Ps. maltophilia, por la presencia de una serie de acidos grasos

de cadena ramificada (i-13:0, i-14:0 e i-15:0) ausentes en el res
to de las especies, estos datos no coinciden con los nuestros, ya
que nosotros no detectamos estcs acidos, si bien, encontramos uno
no identificado (NI) con un tiempo de retencién de 4'7 que podria
ser el isdémero del tridecandico (i-13:0). Estos autores (65) ci-

fran la diferencia entre esta especie y Ps. maltophilia, en la au

sencia en esta Ultima, de los Acidos tridecandico: (13:0) y dode-
candéico (12:0) datos éstos coincidentes con los nuestros, aunque

ellos hablen también de que Ps. maltophilia tiene hidroxidodecandi

co (3 OH 12:0) y Ps. putrefacciens no, aunque nosotros detectamos

este acido en los 2 coincidimos también en ellos en la ausencia del

19: o trans.

MOSS Y DEES (64) estudian la composicidén en acidos gra
sos de esta especie bacteriana, pero no la comparan con las otras

especies, s0lo con Ps.alcaligenes y la diferencia la establecen /
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en el 17:1 no detectado por nosotros en ningan caso y por la au-
sencia del hidroxidecandico (2 OH 10:0) dato coincidente con ./

nosotros y la ausencia del ( 20H 12:0) que nosotros lo detectamos.

E1l Subgrupo I-8 encabezado por Acinetobacter calcoacé-

ticus var. Mima NCIB 9019 estad caracterizado por un perfil croma

tografico que podria confundirse con el de Ps. aeruginosa, pero /

se diferencia de ella, en que carece de 19: A , asi tomo por la
presencia de trazas de 2 acidos grasos, uno de ellos no identifi
cado y el otro se corresponde con el tridecanéico (13:0) ausentes

en Ps.aerucginosa. Ninguno de los autores que han estudiado la com

posicién de Acidos grasos de las anteriores cepas de las que he--

mos hablado, han estudiado el género Acinetobacter. Sin embargo /

han sido numerosos los estudios realizados sobre la composicién de
la pared celular en acidos grasos de estas bactefias, aunque sdélo
con fin de saber la composicién de los lipidos de esta pared ce--
lular. Asi tenemos que THORNLEY y cols (99) separan las membranas

externas de Acinetobacter §p. y observan que la estructura lipidi

ca es semejante a la de la mayoria de los bacilos Gram negativos
y tanto la membrana externa como la pared celular tiene una compo;:!i
sicién distinta a las Enterobacterias, pero no estudian la compo-

sicién en Acidos grasos de dichos lipidos.

Por otro lado THORNE y cols (98), hacen un analisis

quimico de la membrana externa y otras capas de la cubierta celu

lar de Acinetobacter sp, encuentran que el lipopolisacarido de
la membrana externa estd constituido por &acidos grasos que coin-
ciden con nuestros resultados, exceptuando el 12:0 y el 2 OH 14:0

que nosotros no los detectamos. Nosotros encontramos el 13:0, /
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15:0 y el acido con tiempo de retencidén 5 que no queda identifi

cado.

Los resultados obtenidos en el subgrupo I-9 represen+n

tado por Alcaligenes faecalis ATCC 21400 definen a esta especie / v

por su perfil cromatogridfico, el cual podria confundirse con Ps.

aeruginosa, ya gile tiene los mismos acidos grasos, y aunque las

concentraciones de estos acidos son distintos en cada caso, al /
no utilizar un método cuantitativo, no vamos a considerarlo, es
por ello, que en este caso, al igual que ocurria con Ps.putida y

Ps.maltophilia hay que recurrir a una prueba bioquimica adicional

que puede ser la oxidacién del OF glucosa que la di positividad /

Ps.aeruginosa en el 100% de los casos, dato coincidente con todos

los autores (11,28,46,51) mientras que Alcaligenes faecalis es ne

gativa en todos los casos, dato también coincidente con todos los
autores (11,28,51,97). Por otro lado, podria confundirse pof su /

- a » L4 . ” . . . .
composicion quimica en acidos grasos con Acinetobacter si bien, /

la diferencia entre estos 2 -géneros va a ser la misma que la exis

tente entre Acinetobacter y Ps. aeruginosa, la ausencia en Acine-

tobacter del A4cido ciclopropano de 19 atomos de carbono (19: A o/

trans) presente en Ps. aeruginosa y en Alcaligenes faecalis.

Al compafar nuestros resultados con los obtenidos por
otros autores observamos que DEES y MOSS (20) aplicando el mismo

método que nosotros estudian el perfil cromatografico de Alcalige-

nes faecalis obteniendo unos resultados que coinciden con los /
nuestros en cuanto a la presencia de los 4cidos dodecandico (12:0)
e hidroxidodecandéico ( 2 6 3 OH 12:0) en pequefias concentraciones,

mientras que en el ciclopropano de 17 atomos de carbono (17: A )

hay discrepancia en cuanto a concentracidén, ya que, mientras que
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ellos encuentran una concentracidén alta, nosotros lo detectamos
en unas concentraciones no demasiado altas, si bien hay que de-
cir que estos autores estudian 11 cepas de las cuales 3 tienen
el 17: A en concentraciones similares a las nuestras. Otra dis-
crepancia con estos autores es que nosotros detectamos el 19:p
trans y ellos no, mientras que ocurre lo contrario con el hidro

xitetradecanéico ( 3 OH 14:0) (20,35).

GHANEKER y NEIR (35) estudian la composicidén estruc

tural en 4cidos grasos de Alcalicenes faecalis obteniendo unos

datos similares a los nuestros y discrepan al igual que nosotros

con DEES Y MOSS (20) en la deteccidén del 19: A trans.:

’

La especie Alcaligenes faecalis var odorans ATCC /

representa el subgrupo I-10, el perfil cromatogrdfico es interesan
te porque nos permite diferenciar ésta especie del grupo anterior
con el que estaba intimamente relacionado, asi observamos que la
diferencia fundamental es la ausencia del ciclopropano de 19§ ato-
mos de carbono (19: A trans) presente en el grupo anterior, nues-
tros resultados difieren con DEES y MOSS (20) quienes no diferen-
cian estas dos especies pof CLG; sin embargo coincidimos con ellos

en la deteccidén de 17: A en altas concentraciones.

El subgrupo I-11 se encuentra representado por la es-

pecie Alcaligenes faecalis var denitrificans ATCC 15554 estd ca-

racterizado por un perfil cromatogrifico muy similar al grupo an-
terior, del que es dificil diferenciar, aunque se podrian diferen
ciar por las concentraciones del hidroxidodecanéico (2 6 3 OH 12:

0) respecto al Aacido tetradecandico (14:0), ya que en Alcaligenes

faecalis var odorans la concentracién del hidroxidodecandico es /

mayor que la del 4cido tetradecandico mientras que en Alcalicgenes
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faecalis var denitrificans ocurre al revés.

DEES y MOSS (20) no diferencian tampoco esta varie-
dad de las anteriores, y los resultados por ellos obtenidos di-
fieren con los nuestros en los mismos puntos que con los subgru
pés I-9 v I-10 a excepcidn del acido 19: A trans que tanto en
este caso como en el subgrupo anterior coincidimos con estos /

autores en la no deteccién de é1.

E1l subgrupo I-12 encabezado por Flavobacterium menin-

gosepticum ATCC 13253 estd caracterizado por un perfil cromato-

grafico muy tipico perfectamente diferenciable de los grupos an-
teriores. En él observamos un 4cido graso con tiempo de retencién
igual a 4'7 que no queda identificado por los patrones estandard,
otro que se corresponde con un tiempo de retencién de 9'5 se de-
tecta en alta concentracidén y podria corresponderse con el i-15:0
detectado por MOSS Y DEES (66), al igual, el de tiempo de reten-
cién 14'7 podria corresponderse con un hidroxidcido de cadena ra
mificada (i 2 OH 15:0) (66), y los otros dos restantes se podrian

corresponder con el iso 17:1 y con el iso-3 OH 17:0 (79).

Coincidimos con ellos (66) en la ausencia del 17:4A y
de los acidos hexadecandico (16:0) y octadecanédico (18:0) y .en 1la

presencia de 2 OH 16:0.

DEES y cols (21), estudian también la composicidn en
acidos grasos de este género encontrando los mismos resultados que
les anteriores autores (66) por lo que las concordancias y dis--

crepancias con ellos son las mismas que con los anteriores.
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Observamos que este subgrupo carece de tres acidos /
grasos (16:0, 18:0 y 17 A ) que estdn presentes en todos los cro
matogramas de los restantes subgrupos estudiados, lo que quizas /
explique el que diversos auvtores (28,44,52) consideren al género

Flavobacterium dudosamente no fermentador.

\ S Al _
Alrestudiar:al i gpupo TT, desglosar los subgrupos y comparar
nuestros resultados nos encontramos que dentro del subgrupo II-1

representado por Ps. testoteroni ATCC 11996 el perfil cromatrogra

fico queda perfectamente definido por la presencia del hidroxihe-
xadecandico (2 OH 16:0) ausente en.los grupos anteriores menos en

Ps. pseudoalcalicenes y Flavobacterium y por la ausencia del 19:

cis y trans. Los resultados obtenidos por MOSS y cols (70) difie
ren de los nuestros en el hidroxidecandico ( 2 OH 10:0) detecta—
dos por ellos y no por nosotros y en el hidroxidodecanéico ( 2 6
3 OH 12:0) y hidroxihexadecanéico ( 2 OH 16:0) que estan ausentes
en el cromatograma encontrado por estos autores (70) .Sin embarcgo
MOSS y DEES (65) obtienen de eéta especie bacteriana, unos resul
tados mas similares a los nuestros aunque discrepan en algunos /
4cidos srasos rno detectados por ellos (13:0, 2 OH 12:0 y 2 OH {

16:0) pero si por nosotros.

Ps. vesicularis NCTC 1945 encabeza el subgrupo II-2 cu

yo perfil cromatogrifico se caracteriza por la ausencia total de
hidroﬁiécidos y de 'acidos de cadena ramificada y de éfélopropaa
nos de 19 Atomos de carbono. Al intentar comparar nuestros resul
tados con otros autores observamos que discrepamos con KALTEN--

BACH y cols (49) en que nosotros detectamos el acido dodecandico
(12:0 y 17: A ) ¥ ellos no, mientras que ocurre lo contrario con

los hidroxidcidos.( 2 6 3 OH 12:0). Por otro lado MOSS y DEES /

-
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(65) obtienen unos resultados similares a KALTENBACH y cols (49)
discrepando con c¢llos en que detectan el 17: A , al igual que /

nosotros.

El subgrupo II-3 representado por Ps. acidovorans /

ATCC 15568 esta caracterizado por un perfil Cromatogréfico muy
similar al grupo anterior, sé6lo hay deferencia en cuanto a las
concentraciones de los distintos acidcs grasos encontrados‘en am
bos cromatogramas. La mds notable es en el 4cido octadecandico /
(18:0), cuya concentracidén es menor en este grupo que en el ante
rior. Otra caracteristica de dicho cromatograma es la ausencia
total de hidroxidcidos, 4cidos de cadena ramificadas y ciclopro

panos de 19 Atomos de carbono (19: A ).
MOSS y cols (70) sélo difieren de nosotros, al igual que /
MOSS y DEES (65) en que ellos detectan el Acido hidroxidecanéico

( 2 OH 10:0).

La diferenciacidén entre Ps. acidovorans y Ps. vesicu -

laris, MOSS y DEES (65) la basan en la ausencia del 12:0 en Ps.-

vesicularis y en la presencia del hidroxidcido (3 OH 10:0) en /

Ps. acidovorans. Coincidimos con estos autores en la diferencia /
en concentracién del 'acido 18:0:. Es por ello que tendriamos que
recurrir a algiin método convencional adicional que podria ser una
prueba bioquimica que nos permitiera marcar esta @iferenciacién.

En este caso se podria aplicar la hidrélisis de la gelatina que /

la d4 positiva Ps. vesicularis mientras que Ps. acidovorans la da

negativa (52).
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Ps. diminuta ATCC 11568 representa al subgrupo II-1%

cuya composicién en 4cidos grasos queda definida y bien diferen
ciada de los grupos anteriores por la presencia del acido unde-
candéico (11:0) y del ciclopropano (19: A trans) ausentes en los
subgrupos anteriores (II-1,II-2,I1-3). Nuestros datos concuerdan
con los autores consultados (49,65) en la mayoria de los 4cidos
grasos, salvo en’el undecandico y docecandico (11:0,12:0) que es
tos autores no los detectan mientras que lo contario ocurre con
el hidroxidodecandico ( 2 OH 12:0) que es detectado por ellos y o
no por nosotros MCSS y KALTENBACH (67) al igual que nosotros, de
tectan un pico que no identifican por los patrones estandard y
que por el tiempo de retencidén podria ser el mismo en ambos ca-

SO0Ss.

Eil subgrupo IT-5 representado por Ps.stutzeri ATCC
11607 se caracteriza por un perfil cromatogrifico perfectamente
definido por 1la presencia de los tres acidos ciclopropanos (17:
A 519: A cis y 19: A trans). Nuestros datos concuerdan sélo
en parte con los encontrados por MOSS y cols (65,70) ya que /
ellos detectan hidroxiécidés y nosotros no. Lo contrario ocurre

con los ciclopropanos (17:A vy 19: A ) v con (a-17:0 y 10:0).

Ps. pseudoalcalicenes ATCC 17140 especie que repre-

serta al subgrupo II-6 y cuyo perfil se define por la presencia
de hidroxidcidos (2 6 3 OH 14:0 y 2 OH 16:0) de anteiso de 17 /
atomos de carbono (a-17:0) y por la ausencia de(19: Acis 'y -/
19: A trans). Nuestros datos discrepan de los otros autores /
(20) en que ellos encuentranhidroxiacidos pero distintos a los
nuestros, asi como un isdémero de Acido heptadecandico, pero no

el a-17:0 que es el encontrado por nosotros. Coincidimos en
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la no det®ccidén de 19: A trans. Por otro lado, MOSS y DEES (65)
obtienen un perfil superponible a los obtenidos por los anterio-

res autores, s6lo difieren de ellos en que no detectan el i-17:0

Una vez que hemos estudiado los grupos I y II de /
BGNNF por cromatografia liquido gaseosa, nos planteamos la dife
renciacién de aquellos BGNNF que bioquimicamente estdn intimamen

- te relacionados (Ps.alcaligenes, Ps.pseudoalcaligenes, Ps.testos

feroni y Alcaligenes faecalis). Todas estas especies dificilmen-

te se pueden diferenciar por pruebas bioquimicas. Es por ello que
basandonos en la composicidén estructural en dcidos grasos vamos a

intentar diferenciarlos. Asi Ps. alcaligenes se va a diferenciar

de Ps. pseudoalcaligenes por la presencia del acido decandico y

de un acido no identificado con tiempo de retencidén 9, asi como
por la ausencia de hidroxitetradecandico , hidroxihexadecandico
(2 6 3 OH 14:0, 2 OH 16:0) y del a-17:0. Nuéstrosvresultados los
comparamos con MOSS Y DEES (65) quienes establecen patrones cro-
matograficos de estos dos g¢rupos pero sin que existan diferencia

alguna entre ellos.(Tabla XXVI.).

Ps.alcaligenes la vamos a diferenciar de Ps.testoste-

roni por la presencia del 4cido decanéico (10:0) y de un 4cido no
identificado con tiempo de retencidén 9 y por la ausencia de 2 6 3
OH 12:0, y 2 OH 16:0 y del Acido no identificado con tiempo de re
tencidén 9!5. MOSS Y DEES (65) no estudian esta especie pero en un
trabajon antericr si lo hacen (64), y basan la diferencia entre /
gstas dos espécies en otros 4cidos distintos a los nuestros, como

son el 3 OH 12:0 y el i-17:0 (Tabla XXVI)
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La diferencia entre Ps.alcaligenes y Alcaligenes /

faecalis la basamos en el 4cido decanécio (10:0) presente en Ps.

»

alcaligenes y en la ausencia de 2 6:3 OH 12:0, diferencia éstas

no coincidentes con las obtenidas por MOSS Y DEES (65) quienes
hablan de la presencia dehidroxitetradecanéico (OH 14:0) en 1la

especie Alcaligenes faecalis, basando la diferenciacidén en este

dcido (Tabla XXVI)

Ps.pseudoalcaligenes y Ps.testosteroni se diferencian

por la presencia del 2 6 3 OH 14:0 y del a-17:0, asi como por la
ausencia del 2 6 3 OH 12:0, daros éstos no coincidentes con MO0SS
y DEES (65) quienes cifran las diferencias en otros acidos grasos,

los mismo que diferenciaban Ps. alcaligenes de Ps.testosteroni ya

que ellos no diferencian entre Ps. alcalicgenes y Ps.pseudoalcali-

genes. (Tabla XXVI).

Para distinguir Ps.pseudoalcaligenes de Alcaligenes

»

faecalis podemos hacerlo por la presencia de 13:0, 2 6 3 OH 14:0,
a-17:0 y de 2 OH 16:0,asi como por la ausencia del 3 OH 12:0, da
tos éstos que tampoco concuerdan por los obtenidos por MCSS y /,

DEES (65)., (Tabla XXVI)

Ps. testosteroni se puedde distinguir del género Alca-

lioeres, por la presencdiadel 2 OH 16:0 a diferencia de MOSS y DE-

ES (65) quienes basan la diferencia en el hidroxitetradecandico /

(OH 14:0)
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El grupo IIT incluye a gquellos subgrupos cuyos per-
files cromatograficos no se corresponden con ninguno de los gru-

pos estudiados anteriormente. Asi distinguimos cinco subgrupos::

El subgrupoe III-1, incluye a 7 cepas bacterianas con
un perfil cromatografico comin, que se caracteriza por la presen
cia de los acidos decandéico, undecandico, tridecandico (10:0,11:0
13:0), y uno no identificado con tiempo de retencidén 5, y anteiso
17:0 y por la ausencia de 19: A trans. Al subgrupo que mis se /

aproxima es el I-8 encabezado por Acinetobacter calcoacéticus var.

Mima aunque difiere de él por la presencia del anteiso 17:0 es /
por ello, que el subgrupo I-8 y el III-1 podemos definirlos por
un perfil cromatografico comin con o sin el acido anteiso heptade

canéico (a-17:0).

3 . . /‘
En este:grupo I1l-1 todas las cepas que incluia se caracte

rizaron bioquimicamente como Acinetobacter calcoacéticus var He-«

rellea.

El subgrupo III-2 incluye 14 cepas con un perfil croma-
tografico comin, este perfil se apréxima mucho al del subgrupo

I-1 (Ps.aeruginosa) con la diferencia de que carece de 19: A /

trans,acido presente en este subgrupo. Cabe decir que el 86'6%
de las cepas incluidas en este grupo fueron clasificadas bioqui
micamente dentro de un grupo intimamente relacionado, asi, 3 /

(20%) fueron Ps. fluorescens, 5 (40%) Ps.aeruginosa y 4 (20%) /

Ps.putida; y cepas con las caracteristicas comin .de oxidar el
OF glucosa y el ser oxidasa positivas, y las diferencias entre /.

ellas es por una sola reaccion bioquimica.
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Dentro del subgrupo III-3 el perfil cromatografico
se caracteriza por la presencia de los acidos; 10:0,11:0 y 13:0
y 2 6 3 OH 12:0. Cabe destacar que todas las cepas -incluidas en
este subgrupo entran bioquimicamente dentro de un grupo taxond-

micamente muy relacionado (Ps.maltophilia, Acinotobacter calcoa-

céticus var Mima y Ps. pseudoalcalicenes) diferencidndose entre

ellas por una 6 dos pruebas bioquimicas.

El subgrupo III-4 incluyen a dos cepas que se iden

tificaron bioquimicamente como Ps. aeruginosa y Ps. cepacia, / o

presentando un perfil cromatogrifico comin caracterizado por
la presencia del hidroxicdodecandico y del a-17:0, acidos funda

mentales én el perfil cromatografico de Ps.fluorescens siendo

éste el perfil al que dicho grupo se aproxima mas.

E1 grupo ITII-5 incluye a 3 cepas con un perfil cro
matografico comin y muy tipico ya que presentan un acido graso
que no aparecia en ninguno de los cromatogramas estudiados an-
tefiormente. Es este el a-15:0. Estas tres cepas aunque bioqui
micamente se han tipado como especies distintas las tres perte
necen al mismo grupo por ser oxidasa negativas y no actuar so-

bre la glucosa por via oxidativa.

El dltimo grupo esta caracterizado por aquellas ce
pas (5) cuyos perfiles cromatograficos no quedan incluidos den
tro de los 23 grupos anteriores. Cada una de estas cepas pre--
sentaba un cromatograma muy diferente. Asi, la primera se ca--
racteriza por carecer del 17: A , acido éste presente en todos

los grupos anteriores estudiados excepto en el grupo I-12 (Fla-

vobacterium), asi como por la presencia de tres Acidos no iden-

tificados que por sus tiempos de retencién podrian coincidir /
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con tres de los no identificados en este grupo, pero a diferen
cia de él, carecen del 2 OH 16:0 y de 19: A cis. La segunda ce
pa,al grupo. que mas se aproxima por su cromatograma es al TI-2
y al II-3, aunque difiere de ellos en la presencia de un acido
no identificado de tiempo de retencién 5. La tercera no se apro
xima a ninguno de los subgrupos previamente establecidos. La /
cuarta, al subgrupo que mis se aproxima es al I-1, pero con /[
dcido decandéico y sin 19: A trans. La quinta se aproxima al cro

matograma de Ps.fluorescens, pero con 19: A +trans, esta cepa,

bioquimicamente se identificdé como Ps. aeruginosa, mientras que

las 4 anteriores incluidas en este Gltimo grupoino pudieron iden
tificarse bioquimicamente por los esquemas por nosotros estable-

cidos (Esquemas 1 y 2)
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4.3.~ ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD

Un criterio adicional a la identificacién de /
los BGNNF és el estudio de la sensibilidad de estos microor
ganismos frente a diferentes drogas antimicrobianas (36,38 /
73), es por ello que, en la presente memoria,esﬁudiamos el com
portamiento de las 120 cepas frente a 10 antibidticos con el
fin de establecer patrones de sensibilidad que aporten mas da

tos al estudio de este grupo bacteriano (36,53,73).

De nuestros resultados podemos decir que de to
dos los'antibiéticos énSayadosllos que muestran uﬁa mayor acti
vidad han sido Cefoperazona y Azlocilina,ya que aunque en gene
ral los valores de CMI obtenidos fueron muy similares para to-

dos los grupos, hay algunos como el D(Ps.alcaligenes),y G(Ps.-

putrefacciené)que mostraron los valores mas bajos de CMI mien-
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tras que el grupo L (Flavobacterium) muestran los valores de

CMI mas altos. Al contrastar nuestros datos con los de otros
autores, nos encontramos que los valores de CMI obtenidos pa-

ra el grupo A (Ps.aeruginosa)fnente a Cefoperazona son muy /

similares a los encontrados por ellos (60,79,86) mientras que

para el grupo (Acinetobacter)obtenemos unos valores de CMI in

termedios a los obtenidos por otros autores (86,108).

Igual ocurre con Azlocilina, que los valores de
CMI por nosotros obtenidos son superponibles para el grupo A /

(Ps.aeruginosa) a los obtenidos por DAMASO y cols (19) y PEREA

y cols. (80). Los otros grupos de BGNNF no son estudiados por /

ellos (19,80).

Los valores de CMI obtenidos para los aminoglicé
sidos (Gentamicina, Tobramicina,Amicacina y Sisomicina) fueron
muy similares para todos los  grupos ensayados excepto para el

grupo E (Ps.cepacia) que mostré valores muy altos para todos/

los amiglicésidos, menos para la Gentamicina que muestra unos /
valores relativamente bajos.Nuestros datos para el grupo A(Ps.-
aeruginosaestan en correlacién a los obtenidos por PEREA y /

cols(80), el resto de los grupos no son estudiados por ellos.

Los restantes autores - consultados estudian la
sensibilidad frente a aminoglicdésidos por el método de difusidn
en agar (138,53,74), por lo que ellos hablan sélg de sensibili--
dad o resistencia, el tnico aminoglicésido comin a los estudia-
dos por nosotros es la Gentamicina, asi tenemos que KING y PHI

LIRS (53) al igual que GILARDI (37) hablan de que Ps.cepacia /
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es resistente a este aminoglicdsido, datos éstos no coinciden
tes en su totalidad con los nuestros que obtenemos un 66'6% /
de inhibicidén de crecimiento a la menor concentracién ensaya-

da

Por otra parte, RUDELL y cols (87),estudian 1la

sensibilidad de tres especies de BGNNF (Acinetobacter, Ps.mal-

tophilia, y Ps.aeruvinosa) frente a Gentamicina, nuestros re-

sultados concuerdan con los suyos para Ps. maltophilia y Acine-

tobacter pero no para Ps.aeruginosa, OBERHOFER y cols (74) /

coinciden con nuestros resultados, si bien ellos al igual que

RUDELL y cols (74,87) no hacen determinacién de CMI.

Todos los grupos ensayados mostraron valores re
lativamente bajos de CMI frente a Colistina,, a excepcién de /

les grupos E. (Ps.cepacia) y L (Flavobacterium), datos éstos

coincidentes con los obtenidos por OBERHOFER y cols(7%4), y por
GILARDI (37). Nuestros datos también concuerdan con otros auto

res (6,53,73,87). E1 género Acinetobacter se muestra bastante

susceptible a colistina- (6,22)también tenemos que hacer notar
que la determinacidén de sensibilidad 1lo hacen‘por un método /.

distinto al nuestro.

La actividad de Trimetoprim-Sulfametoxazol fren
te a los diferentes grupos de BGNNF fué similar para todos ellos,
mcstrando los valores mas bajos de CMI los grupos G (Ps.putre--

facciens), H (Ps.stutzeri) y L (Flavobacterium), nuestros resul

tados podemos compararlos con los de OBERHOFER (74) que hace un
estudio de sensibilidad del grupo de Pseudomonas resistente a /

colistina:, frente a una sulfamida (Sulfametoxazol), entre ellas
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destaca la Ps.cepacia, obteniendo unos valores de actividad de

éste antibidético frente a Ps.cepacia superior a los nuestros,/

aunque prdoximos.

Segun estos resultédos, s6lo hemos establecido /
patrones de sensibilidad a 5§ antibidticos para 3 grupos de BGNNF
(G,E y L) de todos los ensayados (Tabla XXV), ya que, observamos

que el grupo G (Ps.putrefacciens) muestra un patrén de sensibili

dad muy tipico, al igual que el grupo E (Ps.cepacia) y L (Flavo-

bacterium) Podemos decir que el crupo G{Rputrefacciens) muestra

los valores de CMI mis bajos de todos los grupos ensayados y /

frente a todos los antibidticos. Esta especie no es estudiada

por OBERHOFER y cols(74). Mientras que el grupo E (Ps.cepacia) ¥y

el L (Flavobacterium) presenta los valores mas altos, datos éstos

coincidentes con los obtenidos por ORERHOFER y cols(741) para los
antibidticos ensayados comunes a los nuestros (Colistinan»). Es .|,
destacable afiadir que si bien, al igual que KING y PHILIPS (53) y
GILARDI (38) reconocemos las Aificultades que entrafia la determi-
nacién de la sensibilidad frente a distintos antibidticos, con /
fines toxondémicos, hemos podido establecer unos patrones de sen-
sibilidad para estos 3 grupos, que no aportan ningin criterio /

taxondémico adicional a los ya empleados.
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La aplicacidén de 25 pruebas bioquimicas nos ha o
permitido unificar los esquemas de identifica-
cidén existentes de las Bacterias Gram Negativas

No Fermentadoras (BGNNF),

No se han observado diferencias significativas
en los resultados obtenidos con la lectura de /

las pruebas bioquimicas a las 48 y 96 horas.

Las 25 pruebas bioquimicas utilizadas, han permi
tido la identificacién del 96'6% de las cepas en

sayadas.

En método seguido para la Cromatografia Liquido
Gaseosa (CLG) nos ha llevade en un periodo corto
de tiempo a detectar los acidos grasos estructu-

rales de estas bacterias.
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La hidrdélisis previa a la esterificacién ha per-

mitido una mejor deteccidén de los hidroxiacidos

La esterificacién con trifluoruro de boro-metanol
no ha interferido en la deteccién de los A&cidos /
grasos ciclopropanos, constituyentes de muchas /

BGNNF ;

La extraccién de los esteres metilicos con hexano,
en sustitucidén de la mezcla cloroformo-hexano, ha

simplificado el método.

El uso de la columna ligeramente polar 0OV-17./fenil
metil silicona, ha permitido 1la deteccién de hidro--
xidcidos, asi como de otros &cidos constituyentes

de las BGNNF.

La eleccidn de la temperatura programada ha hecho
posible, en 20 minutos, la separacidén de los acidos

grasos de 10 a 20 atomos de carbono.

El tiempo medic necesario total para la determina-
cién de los 4acidos grasos estructurales de una /

BGNNF ya aislada, ha sido de 2 horasf

No ha habido interferencia, determinada por CLG,

entre la composicién del medio de cultivo agar /

‘" tripticasa soja y la de las Bacterias Gram Negati-

vas No Fermentadoras.

Por CLG se han identificado el 95'6% de las cepas

ensayadas.
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Los Acidos grasos comunes a todas las BGNNF encon-
trados son: tetradecandico (14:0), pentadecanéico
(15:0), hexadecanédico (16:0), dcido ciclopropano

de 17/4tomos de carbonec (17: D ) y octadecanéico /

(18:0).

En el género Flavobacterium nc se han detectado los

dcidos grasos: hexadecandico (16:0), &cido ciclopro
pano de 17/atomos de carbono (17: A ) y octadeca--

néico (18:0).

Hemos establecido 12 grupos (A-L) segin caracteristi
cas bioquimicas y 23 subgrupos (I-1 a 1-12; II-1 a
II-6 y IITI-1 a III-5) atendiendo a los perfiles cro

matogsraficos.

Los subgrupos que han presentado una correlacién /
total entre la identificacién cromatografica y la /

bioquimica han sido: I-5 (Ps.cepacia), I-6 (Ps.mal-

tophilia), I-7 (Ps. putrefacciens) y I-12 (Flavobac=

terium).

Las dos variedades de Acinetobacter calcoacéticus,

"Mima y Herellea, podemos considerarlas como un sélo

» Pd - - 3 - 4 .
genero por sus acidos grasos y reactividad bioquimi

ca.

Alcaligenes faecalis, Ps. alcaligenes y Ps. pseudo-

alcaligenes, especies dificilmente diferenciables por

sus caracteristicas bioquimicas, pueden ser diferen-

ciadas entre si por su composicién estructural en /
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acidos grasos, determinada por CLG.

La sensibilidad a antibiéticos de las BGNNF no es
un criterio taxondémico que permita su clasificacién,
por tener todas ellas un comportamiento muy similar

frente a los antibiéticos ensayados

S6lo los grupos E (Ps. cepacia), G (Ps. putrefacciens)

y L (Flavobacterium) han presentado unos patrones ti

picos de sensibilidad frente a los antibidticos ensa

yados.

De acuerdo con lo anterior, los pasos a seguir para
la identificacién de una posible Bacteria Gram Negati:

va No Fermentadora serian: (Tabla XXVII)
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TABLA XXVII

BGNNF

(2) |

I

f;ﬁ?——~—~“-f;E§§§}w__MEE] No BGNNF

Gram‘

{(+Z:f—4 No BGNNF |

[ CLG | Identifica
no defini

cidn Pruebas bioquimicas

tiva adicionales

Tdentificacidn
definitiva

Ps.fluorescens

Ps. stutzeri

Ps. alcaligenes

Ps.pseudoalcaligenes

+):Ps.vesicularis

lHidr.gelatina

-):Ps.acidovorans

+)Ps.putida
D—— Is.putica
Lgiigi§i~ -)Ps.maltophilia

Pxida: Ps.aeruginosa
[[OF glucosa]

Ps. cepacia

No Ox: Alc.faecalis

Ps. testosteroni

Ps. diminuta

Ps. putrefacciens

"Ps calcoacéticus.

Flavobacterium sp.

BGNNF = Bacteria Gram Ne

1

NF = No Fermenta

F = Fermenta

TSI = Triple azucar e
CLG = Cromatografia Li
Hidr. = Hidrélisis

0x. = Oxida.

gativa No Fermentadora

hierro

quido Gaseosa
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