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RESUMEN

Se analizan comparativamente las fracciones de acidos grasos micobacterianos de cepas pertenecientes aVigsobmmeerasn

habana y Mycobacterium simi&n este estudio se emplea la técnica de cromatografia gas-liquido acoplada a espectrometria de
masas. Se exponen y comparan los perfiles cromatograficos obtenidos por esta técnica, se demuestra su valor como elemento
alternativo en la caracterizacién micobacteriana, con ella se analizan las posibles diferencias que puedan existir eatre especi
micobacterianas y llegar a identificar las fracciones de acidos grasos presentes. Los resultados demuestran que latdiepas en es
presentan cantidades cuantificables de acidos grasos con cadenas de mas de 20 atomos de carbono. Entre las cepas existen
pequefias diferencias con respecto a estos componentes organicos, queda demostrado que cada una describe un patréa cromatografic
caracteristico, aunque la composicion de los acidos grasos presentes es muy parecida en las 2 especies en estudio.

Descriptores DeCS: ACIDOS GRASOS; CROMATOGRAFIA EN CEPA DELGADA; MYCOBACTERIUM;
MYCOBACTERIUM LEPRAE/ef drogas; MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS/ef drogas.

En la década de los 60, la cromatografia en capdos 70 y 80, mas tarde se incorpor6 a ella la
fina ayudo6 a definir e identificar especies de espectrometria de masas, con el fin de conseguir
micobacterias, a la vez que mostro la complejidaduna mayor resolucién e informacién "cualitativa” de
de los diferentes tipos de lipidos micobacterianoslos perfiles cromatograficos. Esta combinacion de
mediante el analisis de éstos en diferentes mezclagcnicas se propone como método de detecciéon
de solventes organicos. Esta técnica sigue usandosépida de algunos componentes celulares de
en la actualidad con los mismos fires. micobacteria§?

La aplicacion de la cromatografia de gasesen Las especiesMycobacterium habana
la identificacion de micobacterias se desarrollé enMycobacterium simiadan sido objeto de estudio
forma paralela a la de la cromatografia en capa finade muchos investigadores pues presentan una
al inicio combinada con pirdlisis y posteriormente taxonomia semejante, por su implicacion patogénica
sola, como técnica analitica de &cidos grd3Bsta  se ha profundizado en el estudio de sus fracciones
técnica se expandio con rapidez en las décadas dde lipidos. En elMycobacterium habanae han
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encontrado 3 fracciones de antigenos proteicos QURESULTADOS
han reaccionado frente a sueros de pacientes
enfermos de lepra y tuberculosis, lo que ha hecho Los resultados obtenidos por la técnica de

que se piense en esta especie micobacteriana confgomatografia de gases acoplada a espectrometria
posible candidato a vacuna contra estasd® masas representados en lasfiguras1,2,3,4y 5,
enfermedades. son evaluados de forma cualitativa, de esta forma
se compararon los perfiles cromatogréaficos de los

En este trabajo se utilizan tecnicas acidos grasos presentes en cada una de las cepas
cromatograficas para el andlisis de las fracciones : >
9 P en estudio. En los anexos se muestran los acidos

de acidos grasos de un grupo de cepas dgrasos encontrados en cada cepa analizada.
Mycobacterium habanale la coleccién de Para el analisis se tomo el criterio utilizado en la
laboratorio de los autores, las que habian sidqijteratura de fragmentar los cromatogramas en 3
caracterizadas por técnicas convencionales pogonas. Una zona que incluye los &cidos grasos C14-17,
Valdivia y otros en 19719 los perfiles otrael'poolde acidos" C18 y una Ultima zona que
cromatograficos de éstas son analizadoscomprende los acidos C24-26°
comparativamente con los 2 serotipos del  Desde el punto de vista cualitativo los perfiles
Mycobacterium simiaeespecie descrita por cromatograficos son muy similares, aunque se ponen
Karasovay otros en 1965 en este caso las técnicas de manifiesto diferencias puntuales entre el orden o
seleccionadas fueron cromatografia de gasePresencia de determinados acidos grasos
acoplada a espectrometria de masas, con el objetivlicobacterianos.

de encontrar semejanzas o diferencias entre estas A OPbservar en todas las figuras la primera zona
especies micobacterianas con respecto a estod analizar (C14-17), ésta es bastante conservada en

componentes orgénicos. que tienen mporianted2X% 25 cebas studades eta 1na 2 o menos
funciones en este género microbiano. P 9

diferencias significativa¥, no obstante, llama la
atencion que en la cepd. habana337 (fig. 2) y

M. simiaeserotipo Il (fig. 5) no presentan en esta
zona el acido miristoleico (C14:1), esto pudiera ser

_ _ el primer criterio de diferenciacion entre estas cepas.

M. habanaaisladas de pacientes sintomaticos gpserva una notable diferencia respecto al contenido
respiratorios (SR+14 d) éstas son las cepas 337ge| 4cido araquidico (C20) sélo presente en 2 de las
220 y 493, ademas los 2 serotipos (I y Il) de 5 cepasM. habana220 (fig.1) yM. habana493
M. simiae,todas pertenecientes a la coleccion de (fig. 3). Ademas, analizando de forma relativa las
cepas del Laboratorio Nacional de Referencias deyariaciones cuantitativas en esta zona, se pueden
Micobacterias y Tuberculosis del Instituto de plantear ciertas relaciones de variacién entre el
Medicina Tropical 'Pedro Kouri" (IPK). Las  contenido de diferentes &cidos grasos celulares de
cepas fueron cultivadas en el medio de cultivo esta zona especifica.
UIT-L durante un periodo de 3-4 semanas a  Por ejemplo, al analizar el coeficiente de acido
37 °C213 tuberculoestedarico/esteérico presente en la zona del
Para la técnica de cromatografia gas-liquido se'pool de 4cidos" de C18, se llega a conclusiones
utilizé: equipo JOEL, modelo JMS DX-300, columna importantes, pues el comportamiento mas general
capilar SRB-1 SUPELCO (30 m de largo, 0,32 mm es que el acido estearico sea un componente
d.), la temperatura de corrida fue de 80-280 °C, lamayoritario con respecto al acido tuberculo-
temperatura del inyector de 280 °C. estearicd?® pero se hace significativa la inversion
Las condiciones de extraccion y de trabajo del cociente en las cepbt habana337 (cocien-
empleadas fueron las referidas gtwoo y otros? te = 2,73) (fig. 2) M. simiae I(cociente = 1,19) (fig. 4).
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Fig. 1. Mycobacterium haban@20. Cromatograma obtenido al aplicar la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-EM).

La regién més discutida en la literatura es la estudiadas muestran diferencias en su contenido de
gue comprende a los acidos C24-26. Aunque en lagicidos grasos de cadenas C12-E26.
cepas estudiadas el patrén general fue una mayor Por lo general, los cromatogramas o perfiles
concentracion de C26:0 con respecto a C24:0, estosromatograficos describen un patrén caracteristico
perfiles pueden presentar variaciones enparalas cepas estudiadas, la composicion de acidos
dependencia de la temperatura del inyector, que @rasos es bastante parecida para todas ellas. En todas
su vez provocan una pirélisis de envergadura en lo®s caracteristico el alto contenido de &cidos palmitico
acidos micdlicos originando diferentes patrones eny oleico, aunque pueden mencionarse algunas
los perfiles cromatograficos respectivos, coincidimos diferencias con respecto a otras especies de acidos
con la literatura cuando describe esta zona importantgrasos: el acido miristoleico (C14:1) no fue detectado
para el establecimiento de un futuro diagnosti¢d.  en la cepaM. habana337 (fig.2) y M. simiae |l

Por ultimo otro detalle a destacar fue que la (fig.5), hecho que no permite afirmar su ausencia, por
concentracion de los acidos palmitico (C26:0) ylo que trabajos futuros reafirmaran esta evidencia
oleico (C18:1), sobresale del resto de las cepagxperimental. Ademas la inversion en el mayor
estudiadas. contenido de acido tuberculoestearico que de estearico

Mediante la cromatografia gaseosa es posibleencontrada en las cepisishabana337 (fig. 2) yM.
observar cémo, a excepcion del Complejo simiae I(fig. 4), debe ser una caracteristica a observar
Mycobacterium avium-Intracellulareque no se en todos los posibles trabajos encaminados a la
diferencian entre si, las demas micobacteriasgbtencion de una mejor clasificacion taxonémica.
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Fig. 2. Mycobacterium haban&37. Cromatograma obtenido al aplicar la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-EM).
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Fig. 3. Mycobacterium haband93. Cromatograma obtenido al aplicar la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-EM).
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Fig. 4. Mycobacterium simiagserotipo |). Cromatograma obtenido al aplicar la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-EM).
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Fig. 5. Mycobacterium simiaéserotipo Il). Cromatograma obtenido al aplicar la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-EM).
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Las cepadV. habana220 y 493 (figs. 1 y 3, donde se ve un aumento del porcentaje de area, es
respectivamente) tienen diferencias respecto al acidprobable que sea debido a la columna que no es
araquidico (C20:0) como especie particular de ambasuficientemente especifica para la separacion de
cepas, ademas del 4cido pentacosanoico (C25:0).acidos grasos.

La zona que comprende los acidos C17 es

extremadamente compleja en este gétfeRara
DISCUSION estas cepas siempre fueron identificados 3 tipos de
acidos grasos, que en algunas se logré cuantificar y
en otras sOlo detectar; éstas fueron acido metil-

SegunCasal;’ Mycobacterium tuberculosis Imitico (C17-0). Acido heotad oo (C17°1
especie tipica de ese género, presenta soélo traza??,m't'co( o ). acido heptadecenoico ( 1)y
cido margarico (C17:0).

de acidos grasos de cadena C11 y no mas Iarga% Se debe concluit aue a pesar de ue se ha
gue C20. Es caracteristico un bajo contenido en lanteada la similitud eﬂtre Iaspes ecMashgbana
miristico (C14:0) y una cantidad relativamente P imititd p

escasa de palmitoleico (C16:1) siendo mayor ely M. similae, en el estudio realizado se encuentran
. P - : YO €liiertas diferencias, no sélo entre estas 2 especies
contenido en esteérico (C18:0), tuberculoestearico

_ : ) micobacterianas, sino también intraespecie.
(C19:0) y oleico (C18:1), que dan un aspecto | 5rsony otros, en 1988 plantearon la posibilidad

tricispide al cromatograma en esta zona, Cofyg gjecutar en un grado razonable la reproductibilidad
predominio del tuberculoestearito. interlaboratorio de los perfiles de &cidos grasos, junto
De acuerdo con estos resultados, se puedg |3 obtencion de un banco de base de datos de
plantear que las cepas estudiadas si presentagomatogramas de referencias con recomendaciones
cantidades cuantificables de acidos grasos coRygncemientes al cultivo, preparacion de las muestras,
cadenas de mas de 20 atomos de carbono, egyndiciones analiticas, etcétera, que sin duda afectan
particular C24:0 y C26:0; también el contenido del |5 composicién de acidos grasos. Sin esto seria
acido miristico es semejante y oscila entre Valoreﬁmposible aplicar la cromatografia gaseosa en el
de 2,49 hasta 7,91 %, o sea, ni muy bajo pero tampocgiagnostico.Yassiny otros81° emplearon la misma
muy alto. Con respecto al acido palmitoleico (C16:1) metodologia para diferenciar especies dentro de este
se detectaron 2 isomeros cuyas relacionesyénero. Se coincide con estos autores cuando
cuantificables se comportaron con regularidad, recomiendan la utilizacion de la cromatografia de gases
mayor porcentaje del primero que del segundo; emycoplada a espectrometria de masas para el analisis

la_cepaM. habana493 (fig.3), no fue posible la  entre especies micobacterianas, tanto con fines
diferenciacion de ambos isdmeros y es el Ginico cas@axonémicos o con diagnésticos.

ANEXO 1. Resultados obtenidos por la técnica de GLC para cada cepa utilizada

CEPA Mycobacterium haban&20

Nombre quimico Atomos de Area/total

Pico wivial carbono (%)
1 Acido miristoleico 14:1 0,22
2 Acido miristico 14:0 3,45
3 Acido pentadecanoico 15:0 0,99
4 Acido palmitoleico 16:1 3,77
5 Acido palmitoleico

(isbmero) 16:1 1,07
6 Acido palmitico 16:0 24,71
7 Acido metil-palmitico

(isbmero)

(Probablemente 10-metil) 17:0 0,56

8 Acido heptadecenoico 17:1 1,30
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ANEXO 1 (continuacion)

Nombre quimico Atomos de Area/total

Pico wivial carbono (%)
9 Acido margérico 17:0 2,69
10 Acido linoleico 18:2 0,46
11 Acido oleico 18:1 37,04
12 Acido estearico 18:0 5,73
13 Acido tubercoesteérico

(acido 10-metil-estearico) 19:0 4,58
14 Acido nonadecenoico

(isbmero) 19:1 0,67
15 Acido metil-estearico

(isémero) 19:0 0,42
16 No identificado (ND) - -
17 Acido araquidico 20:0 2,92
18 Acido lignocérico 24:0 3,13
19 Acido pentacosanoico 25:0 0,56
20 Acido cerotinico 26:0 5,58
ANEXO 2. Acidos grasos obtenidos en cada cepa estudiada

Cepa Mycobacterium haban&37
Nombre quimico Atomos de Arealtotal

Pico atrivial carbono (%)
1 Acido miristico 14:0 7,91
2 Acido pentadecanoico 15:0 0,56
3 Acido palmitoleico

(isbmero) 16:1 4,66
4 Acido palmitoleico

(isbmero) 16:1 2,04
5 Acido palmitico 16:0 26,06
6 Acido metil-palmitico

(isbmero)

(probablemente 10-metil) 17:0 -
7 Acido heptadecenoico

(isbmero) 17:1 -
8 Acido margérico 17:0 0,88
9 Acido linoleico 18:2 2,53
10 Acido oleico 18:1 35,59
11 Acido estearico 18:0 4,13
12 Acido tuberculoesteérico

(4cido 10-metil-estearico) 19:0 11,30
13 Acido lignocérico 24:0 -
14. Acido cerotinico 26:0 0,76




ANEXO 3. CEPA Mycobacterium haband93
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Nombre quimico Atomos de Arealtotal

Pico wivial carbono (%)
1 Acido miristoleico 14:1 0,11
2 Acido miristico 14:0 4,40
3 Acido pentadecanoico 15:0 0,63
4 Acido palmitoleico

(isémero) 16:1 7,31
5 Acido palmitico 16:0 23,02
6 Acido metil-palmitico

(isbmero)

(probablemente 10-metil) 17:0 0,21
7 Acido heptadecenoico

(isbmero) 17:1 1,46
8 Acido margérico 17:0 1,22
9 Acido linoleico 18:2 2,56
10 Acido oleico 18:1 44,32
11 Acido estearico 18:0 4,97
12 Acido tuberculoestearico

(4cido 10-metil-estearico) 19:0 2,91
13 Acido nonadecenoico

(isémero) 19:1 0,53
14 Acido araquidico 20:0 1,33
15 Acido lignocérico 24:0 1,46
16 Acido pentacosanoico 25:0 -
17 Acido cerotinico 26:0 2,16
ANEXO 4. CEPA Mycobacterium simiae-I

Nombre quimico Atomos de Arealtotal
Pico otrivial carbono (%)
1 Acido miristoleico 14:1 0,15
2 Acido miristico 14:0 3,60
3 Acido pentadecanoico 15:0 0,45
4 Acido palmitoleico

(isémero) 16:1 6,60
5 Acido palmitoleico

(isbmero) 16:1 3,35
6 Acido palmitico 16:0 25,59
7 Acido metil-palmitico

(isomero)

(probablemente 10-metil) 17:0 0,21
8 Acido heptadecenoico

(isomero) 17:1 1,00
9 Acido margérico 17:0 1,39
10 Acido linoleico 18:2 1,15
11 Acido oleico 18:1 39,17
12 Acido estearico 18:0 5,99
13 Acido tuberculoestearico

(4cido 10-metil-estearico) 19:0 7,15
14 No identificado (ND) - -
15 Acido nonadecenoico

(isbmero) 19:1 0,36
16 Acido lignocérico 24:0 0,92
17 Acido cerotinico 26:0 1,40
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ANEXO 5. CEPA Mycobacterium simiae Il

Nombre quimico Atomos de Arealtotal
Pico wivial carbono (%)
1 Acido miristico 14:0 2,49
2 Acido pentadecanoico 15:0 0,41
3 Acido palmitoleico
(isbmero) 16:1 5,23
4 Acido palmitoleico
(isémero) 16:1 2,34
5 Acido palmitico 16:0 29,57
6 Acido metil-palmitico
(isbmero)
(probablemente 10-metil) 17:0 -
7 Acido heptadecenoico
(isémero) 17:1 0,82
8 Acido margérico 17:0 1,06
9 Acido linoleico 18:2 2,41
10 Acido oleico 18:1 43,76
11 Acido esteérico 18:0 4,85
12 Acido tuberculoesteéarico
(4cido 10-metil-estearico) 19:0 4,01
13 Acido lignocérico 24:0 0,87
14 Acido cerotinico 26:0 1,46
SUMMARY

A comparative analysis of mycobacterial fatty acid fractions of
Mycobacteriun habanand Mycobacterium sineastrains was
made. This study used the gas-liquid chromatography coupled with
mass spectrometry. Chromatographic profiles obtained from this
technigue were exposed and compared. This technique proves to
be valuable as an alternative element in mycobacterial
characterization and makes it possible to analyze the possible
differences that may exist among mycobacterial species and to
identify the present fatty acid fractions. The outcome proved
that the studied strains had quantifiable quantities of over 20 C
atom chain fatty acids. There are small differences among the
strains in terms of these organic components. It was confirmed
that each of then describes a characteristic chromatographic pattern
although the composition of present fatty acids is very similar in
both studied species.

Subject headings FATTY ACIDS; CHROMATOGRAPHY;
THIN LAYER; MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS/of drugs.
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