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Resumen

Dicsarrollos recientes en instrumentacion v métodos estadisticos han permitido
que la |'.~&]1L'C1T'<J%L'[!])i;i Intrarroj con Transtomada de Tourer AT suria como
una nueva alternativi en Tacarncterizacion rapida, seeura v poco costosa de
microoreanismos. DT ofreee la ventaja de no requerir preparacion previa o
cspecial para el anilisis, ¢f cual puede ser realizado incluso sobre la muestra clini
e Los espeetros BEETT son abundantes en informacion estructural, no sicmpre
pm'(‘t:piil)lc ¢t 1}[‘i|11w' anedlisis, pero [mmlv SCT puesta en cvidencia por laph
cacion de juiciosos métodos maremiticos o estadisticos, Otra ventaja adicional de
EITT ¢s que ¢s una tenict no destructiva, que permite estudiar las diferencias
ultra-estructurales e los microorganismos a nivel intraespecie {estudio de cepas s
aislados], EITE s una nueva metodolopia para el estudio de las caracteristicas
hiomaoleeulares v biolfsicas de los microorganismos, raprc.\'cn[ural enoun futuro
no leiano, una nueva revolucion en el diagnostico v caracterizacion de los agentes

responsables Je Lus entermedades infeccinsas,

4 claboracion de una nuevi enicn que miologia nosocomial v diseminacion de germe

permiticra sepuin vocontrolar el compor- nes virulentos o con resistenci aoantbioucos,
ramicnto de constituventes bactertanos, en il cstudio de las bacterias por mctodos

diterentes candiciones hiolduicas, ¢s clertamen- CEPLCITOSCOPICOS COMCNZ0 ¢N LOSI(1 Tos tra

te de eran impn:*:::m*im | s ;aplimcium‘.\ SCrn
numerosis, tales como la determinacion del me
canismo de accion de nucvos antibacterianos,
aplicaciones dirnosticas, caracierizaciones

fenotipicas deralladas, v aplicaciones en epide-
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Bajos de esta ¢poca indicaron que la espectros
copia infrarroja (B respondia a todos los cri-
terios de rapides en aceeso a resultados, aplica
bilidad ¢n todos los microorganismos, utiliza
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oy razonable. De otra parte, ¢l espectro mfra-
rrojo se pudo obtener de manera reproducible
cuando se controlaban todos los pardmetros de
cultive v registro de espectros, Sin embargo, las
limitaciones de los instrumentos de Tu época fre
naron el desarollo de csos primeros trabajos, La
integracion de la ecuacion denominada "Trans
tormada de Tourier” a los procesos de andlisis
automatizacion de los cspectrotordmetros
infrarrojos, signitico una mejoria substancial en
rapidez v sensibilidad del método v lanzd de
nuevo ¢l estudio de las estructuras bacterianas
por I Iin anos recientes, varios grupos de tra
bajo v notablemente ¢l grupo curopeo NIDAS

i aridar.rkide J compucesto por laborarorios

de biofisica v microbiologia, han retomado la
utilizacion de esta téenica, Los resultados obre
nidos permiten presagiar que la EL podrd ser
utilizada como una alternativa novedosa v cfi
car en el estudio de los agentes infecciosos en
un fururo proximo, v puede significar una nue-
va revolucion para ¢l laboraorio clinico. Esie
ar-ticulo pretende demostrar los avances recien
tes en este campo asi como los abajos que

nuestro erupo ha realizado en esre rema,

Fundamentos
de espectroscopia

| espectroscopia es una ciencia que se basa en
el estudio de las informaciones obrenidas en
viando un haz luminoso sobre una mucsira on
estudio, v midiendo las longitudes de onda que
son ahsorbidas, La espectroscopia infrarroja (IR
en particular, estudia las longitudes de onda en
tre 2.5 v 15 mm. La propicdad fundamental de
la cspectroscopia infrarroja ¢s que permite ¢l
estudio de la encreia vibracional, Ta cual se oh
tene cuando una radiacion de longiud de onda
adecuada atraviesa una mucestra en estudio, Por
cllo se e llama tambicn espectroscopia vibra-
cional. [in contraste, en las regiones ultravioleta
v visible se estudia el nivel de excitacion clecrro-
nic, v en el rango de microondas los cuantas de
energia absorbidos aumentan ln enereta de rora-
cion de las moléculas, obteniéndose la Namada

espectroscopia de rotacion.

Los miveles de vibracion de las moléeulas co

rresponden alos movimientos del nacleo de

ciada uno de los aromos que componen i moo-
lecula en estudio, Estos niveles son Hamados los
amodos normales de vibracions, Para una mo-
[Eeula dada, ¢ nimero de modos normales po
sibles se caleula restando seis prados de libertad
de la molécula completa al namero de grados
de libertad de los nucleos. Por 1o mnto existen
IN-6 «emodos normaless para una moléeula de
N araomos, esto es, varios millares para una
mucromoleculi. Bxisten tres tipos prineipales de

handas de absorcion:

@1 ar bandas fondamentales: caracteristicas de cada
maodo vibracional,

@1 as bandas armicar: bandas en las cuales la
frecuencia de vibracion es un maldplo de la fre-
cucncia fundamental.

1 o5 Dunedas de combinacion: en las cuales las fre
cuencias son proximas de la suma o de la diferen-
cia de dos {0 mas) frecuencias fundamentales,
Cada grupo quimico tiene una asociacion de fre-

cuencias caracteristica. Asi entre 1800 v 1500

cm’ las bandas son arribuidas a modos de vi
bracion de tipo clongacion de bases carboxilo,
Fintre L300y 1.250 em ! Tas bandas son atribui
das o vibraciones de enndades base azicar 1a
literatura permite reconocer una gran parte de
Bandas TR del espectro. Actualmente se cono
cen numerosos datos de macromoleculas tles
como las pertenecientes a azicares, proteinas,

lipidos v dcidos nuclcicos.

Aplicacion de espectroscopia
infrarroja en microbiologia

La Fspectroscopia Infrarroja (1) ha sido uno
de los métodos mas urilizados para la identifica
cion de compuestos organicos. La popularidad
de esta teenica es debida a su simplicidad de
utilizacion, su versatihidad v precision. Una de
SUS mayores ventajas es que la muestra puede
ser analizada en diferentes condiciones fisicas v
quimicas. Bsto es de graninterés en biologia celu-
lar, pues permite estudiar una muestra sin pre
paracion previa, v en los dltimos anos la apari-
cion de numerosas moditicaciones de las téeni
cus v métodos de registro han facilitado la apli-
cacion de la Ll sobre bacterias v eélulas enteras.

Ha sido notable ¢l aporte de la ecuacion "Trans
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FIGURA 1

Ecuipo pora la obtencidn de espectros infrarrojos con tronsfarmada de Fourier
por reflectoncio difuso. Se Irala de un espectrdmetia IFS28 FTHR [Bruker Spectrospin
Lida., Banner Lane, Coventry CV4 9GH, UK] equipodo con un detector MCT
[mercury-cadmium-telluride].

tormada de Fourter. Lsta couacion ha sido inte-
grada cn los mctodos analiticos de los espectrofo-
tometros infrarrojos v ha permitido abordar el
estudio de bacterias cnieras gracias a una ma
vor sensibilidad v rapides en el registro v trata-
micnto de los espeerros (Figura 1), La gran dificul
tad en ol estudio de cclulas enteras con Fspee-
troscopia Infrarroja con Transformada de Fou-
rier (BT es que el resultado del andlisis ¢s un
producro de Ta absorcion de todas las macromo-
[éculas constituyentes, Ciertas bandas pucden ser
atribuidas a4 grupos quimicos especificos pero
anin se esta lejos de obtener una comprension
complera de las numerosas informaciones con-
tenidas en el especrro. Sin embareo, los datos
provenientes del estuddio de constituyentes aisla
dos v exrraidos quimicamente, han facilitado la
interpretacion de las caracteristicas de estos es-
peetros, procedentes de estructuras complejas,

sobre todo en el caso de algunas bacterias (2, 3).

Los trabajos del grupo de Naumman (4) han
ahierto laaplicacion praciica de los resultados de
espectros EITE obrenidos sobre bacterias comple
tas. Lste grupo ha logrado desarrollar metodos de
andlisis estadistico multivariado y obrener espee-
tros bacterianos referenciados que permiten una
identificacion taxonomica. Esto ha permitido
claborar un método de estudio por EIUE ulirarra
pido v poco costoso para la identificacion de bac-
terias. Los estudios de Naumman (4.5) ticnen la
ventaja de restringir ¢l andlisis a ciertas regiones
del espectro, en particular a la ventana corres-
pondiente al espectro entre 1200y 900 em

Aunque esto pucde dejar de lado clert infor-
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I'l'l}'l(.'.‘lt’}]'] L.lllL‘ ["H'E JCUEAN Oiras T'L‘g]ll)lli_‘ﬁ dl:] USPL‘C-
tro ¢llo ha simplificado ¢l analisis de resultados.

Recientemente EITP ha sido aplicado en ol es-
tudio de los mecanismos ¢ interacciones de la
estructura molecular global de microorganismos
tales como bacterias v levaduras (6,7). s asi
como es posible asignar cicrtas bandas a tipos
particularcs de enlaces covalentes, Modificacio-
nes electronicas locales de esos enlaces se relacio-
nan con modificaciones en los detalles del espec

tro. Asi, por ejemplo, algunas informaciones que
se han logrado obtener a partir de las bandas de
amidas L, [T v 11T de los espectros de absorbancia,
permiten conocer detalles de las estructuras de
los enlaces peptidicos de proteinas, v esto puede
tener aplicaciones en el estudio de los efectos de
las condiciones de cultivo y de los mecanismos
de accion de los antibioticos sobre estos micro-
organismos. Al mismo tiempo, los patrones de
espectroscopia obtenidos por EITT son altamen

te reproductibles v tipicos para diferentes bacre-
rias. Recientemente (8) fue demostrado que ¢s
posible discriminar por esta téenica cepas de
P aersgginssa sensibles v resistentes al antibiotico
imipenem. El mismo grapo de trabajo (9) obtu-
vo resultados semejantes sobre Escherichia cofi, v
lograron diferenciar entre fenotipos de . el sen-
sibles o presentando resistencia a ciertos antimi-
crobianos. Las ventajas de EITE frente a los
mctodos tradicionales son multiples, Los méto

dos de estudio por EITF son no destructivos v
permiten obtener informaciones de tipo "finger-
print" o "huclla digital" espectral, para ¢l orga-
nismo analizado. Fsta téenica ha logrado diseri

minar a nivel taxonomico, sin preseleccion por
otros criterios (5], También ha sido aplicada en
el estudio del efecto de diferentes medios de cul-
tivo sobre la ultraestructura de organismos (10).

Caracterizaciéon de especies
de Candida por EITF

Timmins et al. (7) han reportado recientemente
que BT ¢s capaz de discriminar entre C. albicans,
C. steflatoidea v C. dublinensis obtenidos de aisla-
dos clinicos. Tiste equipo utilizo la estratepia de
EITFE por reflectancia-absorbancia difusa, la cual
requiere preparacion previa de suspensiones de
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levaduras, Nosotros (11) hemos trabajado igual

mente en la caracterizacion de Candida y quisi-
mos establecer un banco de datos cspectrales
por el método de reflectancia total atenuada para
EITE A diferencia del EI'TF por metodologia
de retlectancia-absorbancia ditusa, ¢l EITT por
reflectancia total atenuada no requicre de pre

paraciones previas de la colonias de levaduras,
las cuales se esparcen de mancra homogénea v
directa sobre un eristal de ZnSce. Lin la Figura 2
mostramos los espectros promedio de cada una
de las cinco cepas de referencia de especies de
Candida que estudiamos. Nuestros resultados
muestran que EITE ¢s un metodo simple, rapi-
do, accesible que permite diferenciar entre cs-
pecics de Candida, Sin cll]b:n':_{u, una buena dis-
criminacion puede ser obtenida sdlo en clertas
condiciones v puede ser lograda por la utiliza-
cion de dererminados métados matematicos, [s-
tos resultados a su ver estan siendo urilizados
en la consrruccion de un banco datos de cepas
de referencia para comparaciones futuras con

aislados clinicos,
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Summary

Recent developments in the instrumentation and
statistical methods have made the emergence of
P (Pourter-transtormed Tnfrared Spectioscopy)
possible as an alternative 1n the identification of
microorganisms. T bs avapid, reliable and relati-
velv cheap rechnique. It has the advaniage of no
special preparation of samples, and can he done over
the clinical specimen, T specira provide ample
structural information, not always perecived at the
tirse analysis, but afrer judicious mathematical and
statistical bandling, An additional advantage of this
methodology is that it is non-destructive, allowing
the study of ultra-structural differences of micro-

arganisms, at interspecies level (study of strains and

isolates), FTIE is a new methodology for the hioma-

lecul

nd biophysical characteristics of microor-

ganisms, It 1s foreseen that in the near future this
technigue will he commonly used for the identitica-

non and characterization of infecrious disease agents,

FIGURA 2
i
A —— L =
I
I
s :
2 l I'._I ] C. albicons
g N ] l ~C kruser
o | T . parpasilosis
-E w4 II l\ © tropicalis
* I | —C globrata
# T e
7 i
I 2
i #
) -
T
o
PF o~
Mo 9l le6d i0e? 3000 1m0 Aupe. 1868 o g0, 1sod

Frequencia de las langitudes de onda (em-1)

Espechios promedia (n=10 medidas especirales) obtenidos por Especirometria
Infrarrojo con Trensformada de Fourier (EITF) de 5 especies de Candido, Las
cepas de referencia provienen de lo coleccion del Institute Pasteur (Paris), Los
especiros se obtuvieron por reflectancia alenuada difusa sobre un cristal de
Zn3e, a partic de eolonios de medio sélido con 24 horas de cultiva en medic

Sabouraud y esparcidas de manero hamagénea sobre el cristal.
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