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RESUMEN

Se trabajé con espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FT-IR) para diferen-
ciar diez especies de micobacterias. Mycobacterium intracelullare y M. fortuitum (ATCC), M.
flavensces, M. smegmatis, M. chelone, M. gordonae, M. triviale, M. vaccae, M. terrae y M.
nonchromogenicum (IP). Como control de diferenciacién de género se incluyé Staphylococcus
aureus, Streptococcus viridans y Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli,
cada especie se corri6 por triplicado en KBry ATR. Los espectros se analizaron segtin el
método de diferenciacién de componentes principales, y se realizaron derivadas de
primer orden (D1) en modalidad de transmisién usando la pastilla de KBr y la base
ATR, ademds se disefié una biblioteca espectral con la primera derivada de ATR. La
sensibilidad de deteccién fue de 100% al trabajar con KBry el nivel de diferenciacién fue
de 100% en tres de cuatro muestras problema.

Palabras clave: micobacterias, espectroscopia, infrarrojo, gram negativas y gram positivas.
ABSTRACT

Spectroscopy Fourier Transform infrared (FT-IR) was used to differentiate 10 species of
mycobacteria. Mycobacterium intracelullare and M. fortuitum (ATCC). M. flavensces, M.
smegmatis, M. chelone, M. gordonae, M. triviale, M. vaccae, M. terrae and M. nonchromogenicum
(IP). For gender differentiation Staphylococcus aureus, Streptococcus viridans and Streptococcus
pyogenes, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli were incluided as controls, each species
was run for triplicate in KBr and ATR. The spectra were analyzed with the method of
principal components to make the first derivatives of first order (D1) in the transmission
mode using KBr pellet and ATR base, and a spectral library of the first derivative of ATR
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was kept. The detection sensitivity was 100% with KBr and the level of differentiation was
100% in three of the four samples problems.

Key words: mycobacteria, spectroscopy, infrared, gram negative and gram positive.
INTRODUCCION

El género Mycobacterium comprende mds de 100 especies y su diferenciacién normal-
mente se basa en pruebas fenotipicas y bioquimicas post aislamiento pero estas son
lentas, costosas y de bajo rendimiento. La prueba de amplificacién del gen Hsp65 y su
posterior restriccion con endonucleasas (PRA) es rdpida pero identifica sélo un rango
limitado de especies; los métodos cromatograficos usados para diferenciar los compo-
nentes de la pared celular tienen baja reproducibilidad y no discriminan entre cepas
(Tortoli, 2003). El desarrollo de técnicas rapidas y precisas de identificacién es de gran
importancia en términos de diagndstico, tratamiento y control de las micobacteriosis
(Cardoso, 2004). Recientemente se ha usado espectroscopia infrarroja con transforma-
da de Fourier (FT-IR) para la identificacién de microorganismos segtin los porcentajes
de diferentes componentes celulares, demostrando alta reproducibilidad y facil manejo
de las muestras. El nivel de diferenciacién de la técnica estd basado en la expresién de
la huella dactilar de componentes celulares, que generan espectralmente caracteristicas
moleculares propias de especie y cepa bacteriana; esto ofrece la posibilidad de detectar
e identificar microorganismos en una microcolonia, por lo que se reduce significativa-
mente tiempo y costo necesarios para la identificacién (Nieto, 2004). La técnica FT-IR
comprende dos método de andlisis: el primero por KBr (bromuro de potasio), usando
un soporte universal y el segundo por ZnSe (celenurio de zinc) en un soporte ATR
(reflectancia total atenuada), que muestra mds especificamente grupos funcionales de
cada una de las muestras bacterianas por tener un contacto mayor con el infrarrojo
(Parikh, 2008). En este trabajo se evaltio la capacidad de diferenciacién de 10 especies
micobacterianas por espectrometria FT-IR.

MATERIALES Y METODOS

SELECCION DE LA MUESTRA Y TIPO DE ESTUDIO

Se compararon los principales compuestos bioquimicos de diez especies de micobacterias
potencialmente patégenas de crecimiento rapido o moderadamente rapido Mycobacterium
intracelullare y M. fortuitum ATCC (American Type Culture Collection) 13.950 y 6.841
respectivamente, M. flavensces, M. smegmatis, M. chelonae, M gordonae, M. triviale, M. vaccae,
M. terrae y M. nonchromogenicum, son especies de referencia del Institute Pasteur-Francia;
como control de diferenciacién de género se usaron: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Streptococcus viridans ATCC 19952 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Klebsiella pneumoniae
y Escherichia coli, ATCC 13883 y 4157 respectivamente.

MEDIOS DE CULTIVO Y PRUEBAS DE VIABILIDAD
Las especies micobacterianas se recuperaroén de congelacién (-85 °C), sembrando 50
pL de bacteria en medio liquido Dubos Broth Base (Becton Dickinson, Microbiology System)
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suplementado con ampicilina (Bayer), penicilina (Sandoz), cefalotina (Recipe) y anfote-
ricina B (Abbott france) y se incubaron de acuerdo a los requerimientros de temperatura
de cada especie hasta observar crecimiento por variacién en la turbidez del medio. Se
realizé coloracién de Ziehl Neelsen para verificar que las muestras estivueran puras,
posteriormente, para probar viabilidad en medio de cultivo sélido se tomaron 100 pL
de cada especie y se sembraron por triplicado en Lowestein Jensen y Middlebrook 7H11
suplementados con OADC (4cido oleico y complejo albumina-dextrosa) sin antibidtico,
hasta obtener un cultivo al final de la fase exponencial y comienzos de la fase estacio-
naria segun la especie (Garzon, 2001). S. viridans, S. pyogenes y S. aureus se recuperaron
de agar base sangre (Oxoid), K. pneumoniae y E. coli se recuperaron en medio Mac Conkey
(Oxoid) también por triplicado hasta obtener un cultivo a finales de la fase exponencial
(Tabla 1; Brown, 2001).

Especie Riesgo T° Crecimiento Tiempo de finalizacién
potencialmente de la fase exponencial (dfas)
patégenas en medio de cultivo enriquecido

M. fortuitum I 45 °Crépido 7-10

M. flavensces I 25-45 °Crapido 7-10

M. smegmatis Il 45 °Crépido 7-10

M. chelone Il 38 °Crépido 7-10

M. triviale 1l 30 °Clento 14-20

M. vaccae I 22-40 °Crapido 7-10

M. intracelullare Il 37 °Clento 14-20

M. terrae Il 38 °C lento 14-20

M. noncromogenicum 1l 42 °C lento 14-20

M. gordonae | 37 °C lento 14-20

Staphylococcus aureus | 11 37 °Crépido 2-4

Streptococcus viridans | 1l 37 °Crépido 24

Streptococcus pyogenes | 11 37 °Crépido 24

Klebsiella pneumoniae | 11 37 °Crépido 24-48

Escherichia coli Il 37 °Créapido 8

Tabla 1 Caracteristicas de crecimiento (Cardoso, 2004).

EQUIPOS Y ACCESORIOS

Se usé el espectrémetro FT-IR NICOLET 380 (Thermo Electron Corporation) y su software
de funcionamiento EZ- OMNIC versién 7.2. Se usé el accesorio ATR Smart Multi Bounce
Hartr modelo 0028-297 serie 509003 con un dngulo de soporte de 45°. En el caso de
KBr se usé un detector DTGS vy el accesorio de transmisién E.S.P., para hacer las
pastillas se utilizé un mortero de dgata y la prensa estdndar del equipo.

PREPARACION DE LA MUESTRA Y OBTENCION DE ESPECTROS

De cada replica de cultivo se tomé con microespétula una muestra colonial de aproxi-
madamente 5 mg (5x10° UFC) del dia 10 para las rapido crecedoras y del dia 20 para
las lento crecedoras, se almacend en un tubo estéril y se preparé una pastilla mezclando
la muestra con 100 mg de KBr. En cada caso se tomé el espectro FT-IR comprendida
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entre 400 y 4.000 cm™ (IR medio, MIR) a una resolucién de 8 cm™, acumulando n= 256
interferogramas por espectro, a una velocidad de 0,6329 y una apertura de 100, el
espacio de los datos fue 3,857 cm™. Todas las medidas fueron precedidas por la toma
de “background” o espectro de referencia, para calibrar las can-tidades de CO2 y vapor
de agua.

Para las medidas en el ATR se colocaron 5 mg (5x10° UFC) de cada muestra sobre la
base de ATR-ZnSe (reflectancia total atenuada) y las condiciones de medida mencio-
nadas anteriormente. Se tomé en cuenta que cada muestra tuviera la misma profun-
didad de penetracién, el ATR se calibré y normalizé previamente, para obtener el
espectro de referencia (Rebuffo, 2007).

ANALISIS DE RESULTADOS

Los espectros obtenidos para cada especie, se analizaron segtin varias referencias espec-
trales (Rebuffo, 2007; Yu, 2005; Silverstein, 1999).

De acuerdo a las frecuencias obtenidas en las muestras analizadas, se usé el programa
TQ. Analyst Ez Edition para calcular la primera derivada “Savistsky Golay” de los espectros
procesados en KBry ATR; esto se realizé para aumentar la resolucién de las bandas. Por
otro lado, se calcularon sensibilidad de deteccién y nivel de diferenciacién del FT-IR
(Oust, 2007).

RESULTADOS Y DISCUSION

INTERPRETACION ESPECTRAL

Los espectros de las bacterias muestran como regiones espectrales de interés: region
lipidica correspondiente a pared celular (2.841-2.686 cm™), de hidratos de carbono como
polisacdridos extracelulares (1.290-1.180 cm™), la denominada huella dactilar asociada
a estructuras cuaternarias de proteinas y otras macromoléculas (1.200-600 cm™) especi-
ficas para cada especie, observandose sus diferencias fenotipicas. Otra regién de andlisis
es la de 3.000-2.800 cm™', donde se aprecian estiramientos simétricos y asimétricos de los
enlaces C-H de las cadenas de 4cidos grasos y grupos metilo, estiramiento del enlace
O-H de grupos hidroxilo, estiramiento del enlace N-H de proteinas. En la regién de los
1.800-1.650 cm™ se aprecia estiramiento del doble enlace C-O de ésteres y grupos car-
boxilo, contribucién de estructuras secundarias de proteinas (amidas | y Il). Por dltimo la
regién de 1 500-1 200 cm™ se interpreta como la contribucién de proteinas (amidas Il1),
estiramiento asimétrico del enlace P-O de grupos fosfato y de formacién del enlace C-H.
En la regién comprendida entre los 3.600 a 3.000 cm', se observan absorbancias carac-
teristicas a tensiones de enlace O-H (hidroxilo) y también N-H (amino) grupos funcionales
que son muy variables en el momento del anélisis espectral, debido a los compuestos del
medio, a la cantidad de agua y a posibles enlaces y puentes de hidrégeno generados por
resonancia, por lo que se descarta esta regién para analisis.

Todas las regiones espectrales seleccionadas, 3.000-2.800 cm™, 1.800-1.400 cm™ y
1.200-500 cm™ presentan en general un contenido de 4cidos y grasas, remarcando la
regién de los 1.800-1.650 cm™ (C=0) y 1.650-1.380 cm™ (C-H), porque son las regiones
mas representativas de dcidos grasos en las especies estudiadas (Tabla 2; Essendoubi,
2005. Erukhimovitch, 2004. Garip, 2009. Beekes, 2007).
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Rango Espectral (cm-")

Interpretacién espectral (Grupos funcionales)

3600-3000

Enlaces O-H (hidroxilo) y N-H (amino).
Grupos funcionales muy inestables.

3000-2800 Estiramientos simétricos y asimétricos de los enlaces C-H de las cadenas
de 4cidos grasos y grupos metilo, estiramiento del enlace O-H de grupos
hidroxilo y del enlace N-H de proteinas.

2841-2.686- Lipidos, correspondiente a paredes celulares.

1800-1650 Estiramiento del doble enlace C=0O de ésteres y grupos carboxilo,
estructuras secundarias de proteinas (amida | y II).

1650-1380 C-H (4cidos grasos)

1500-1200 Proteinas (amida Ill), estiramiento asimétrico del enlace P-O de grupos
fosfato y formacién del enlace C-H.

1290-1180 Hidratos de carbono como polisacaridos extracelulares.

1200-600 Huella dactilar, estructuras cuaternarias de las proteinas y otras

macromoléculas.

Tabla 2. Interpretacién espectral (Rebuffo, 2007; Yu, 2005).

En la prueba de KBr para E. coli y K. pneumoniae (Fig. 1), se aprecia una intensidad en la
regién de 2.800 a 3.000 cm™ caracteristica de enlaces C-H (alcanos). E. coli con mayor ab-
sorcién en IR posee cadenas C-H mds largas, las demds partes de los espectros poseen
absorbancia similar y caracteristica de la familia Enterobacteriaceae. E. coli también pre-
senta mayor intensidad en la regién 1.400 a 1.800 cm™ o carbonilos, ésteres y aldehidos
con respecto a K. pneumoniae; por otro lado la regién de la huella dactilar se sitda entre
los 600 a 1.200 cm™ donde se observa una pequefia diferencia entre los 1.100 y 1.200 cnr
!, porque al parecer E. coli, presenta mayor cantidad de alcanos y en general de ésteres.
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Figura 1. Perfil comparativo en primera derivada de KBr, entre E. coli y K. pneumoniae.
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El perfil comparativo de ATR entre E. coli y K. pneumoniae (Fig. 2), muestra alta similari-
dad con KBr, aunque esta prueba es mds selectiva en la resolucién de los picos permi-
tiendo inferir similitudes y diferencias entre las especies. E. coli sigue presentando mayor
relacién de alcanos y carbonilos en la regién 1.650 a 1.380 cm™ y 1.650 a 1.800 cm’
respectivamente; por otro lado la regién de la huella dactilar muestra gran diferencia
entre las dos especies, debido a que E. coli presenta con claridad un contenido més alto
de grupos funcionales carbonilo. El mismo comportamiento se observa con la primera
derivada de ATR. En la primera derivada “Savistsky Golay” bajo KBr la huella dactilar se
constituye en la regién 600 a 1.200 cm™', mientras en K. pneumoniae la tendencia de la
curva es casi lineal, las inflexiones observadas en E. coli diferencian bien las dos especies
lo que mejora la interpretacién.

— E. coli ATR
— Klebsiella preumoniae ATR

w0 sSwo"onok

T o ey
2800 1800 1400 1200 600

Ndmero de Ondas (cm-1)

Figura 2. Perfil comparativo en primera derivada de ATR, entre entre E. coliy K. pneumoniae.

El perfil comparativo de KBr para S. aureus, S. viridans y S. pyogenes (Fig. 3), manifiesta
tensiones espectrales en 2.800 a 3.000 cm™, de los 1.400 a 1.800 cm™" se determinan los
acidos grasos en las tres especies, la composicién de lipidos, ésteres, carbonilos, amidas
I, Il'y proteinas son similares entre las especies S. aureus y S. viridans, mientras que en S.
pyogenes se presentan en baja cantidad. En la regién de 1.200 a 600 cm™ quizas se regis-
tran cantidades iguales de enlaces C-H y C-O entre las tres especies, pero S. viridans pre-
senta mayor absorcién entre los 1.200-1.000 cm™ de enlaces C-O o posibles dcidos.

En el andlisis espectral por ATR (Fig. 4), se aprecia el mismo comportamiento que
posiblemente se presenta en el andlisis bajo KBr en las regién de los 3.000 a 2.800 cm'
y en la de 1.800 a 1.400 cm™. En cuanto la regién de flexién sigue presentando a S.
viridans como la de mayor composicién de carbohidratos y la de mayor relacién C-O 'y
C-N (amino), seguida por S. pyogenes. El andlisis bajo la primera derivada de ATR es
similar a excepcién de la alta relacién C-H en S. pyogenes en 3.000 a 2.800 cm™'. En cuanto
a la primera derivada de KBr por el método “Savistsky Golay”, se observa presencia muy
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ajustada en los compuestos y grupos funcionales, observandose inflexiones iguales en las
regiones de 3.000 a 2.800 cm™ y 1.650 a 1.350 cm™; por otra parte la regién de flexion
alrededor de 1.200 a 600 cm™ se aprecia un comportamiento lineal en S. aureus que no
se observa en S. pyogenes y S. viridans, lo cual parece ser la diferencia méas representativa

entre los dos géneros.
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Figura 3. Perfil comparativo en primera derivada de KBr, entre las especies gram positivas.
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Figura 4. Perfil comparativo en primera derivada de ATR, entre las especies gram positivas.

En cuanto a la diferenciacién de micobacterias por KBr (Fig. 5), se muestra alta similitud
de especies en la regién de 3.000 a 2.800 cm™ en la relacién C-H y 4cidos grasos como
tal; esta regién junto con la de 1.800 a 1.400 cm™ son las regiones caracteristicas del
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género Mycobacterium por presentar el mismo comportamiento espectral, aunque M. terrae
muestra el pico de género muy atenuado (1.800 a 1.700 cm™), la relacién de carbonilos,
aldehidos, ésteres, anhidridos, lipidos, proteinas y carbohidratos son similares entre
especies, al igual que la relacién C-H, que se encuentra entre 1.400 a 1.500 cm™.
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Figura 5. Perfil comparativo en primera derivada de KBr, entre las especies de micobacterias.

La regién de 1.200 a 500 cm™ expresa picos caracteristicos de especie. M. terrae presenta
mayor intensidad en la zona de 1.200 a 1.100 cm™ o carbohidratos, posiblemente porque
esta especie se cultivé en medio Middlebrook 7H11, que es de alto valor energético por
su suplementacién con OADC, lo que permite a la bacteria la elaboracién de polimeros
carbonados de reserva y que explicaria la intensidad que se presenta en dicha regién
(Robledo, 2006).

El andlisis con ATR, para micobacterias muestra que M. intracellulare, M. nonchromogenicum,
M. chelonae y M. triviale (Fig. 6), cuentan con alto contenido de acidos grasos y con una ma-
yor relacién de alcanos; en cambio M. smegmatis presenta una composicién y relacién to-
talmente diferente en la regién de 3.000 a 2.800 cm™. En cuanto a la regién de andlisis de
1.800 a 1.400 cm™ M. terrae sigue presentando el pico de género atenuado. Otro compor-
tamiento espectral caracteristico en esta region es la disposicién que tiene M. nochromogenicum
(1.600 a 1.500 cm™) que presenta doble banda o duplete de alta intensidad, esto se
interpreta en un alto contenido de proteinas con amidas tipo Ill caracteristico al parecer
de esa especie, porque las demds especies solamente presentan una banda.

En la regién de 1.200 a 600 cm™, se observan diferencias grandes en los picos interpre-
tandose como diferencias en la composicién de carbohidratos, alcanos, ésteres y en
general de carbonilos. En este andlisis espectral bajo ATR, M. terrae presenta en la regién
de la huella dactilar mayor intensidad que la observada bajo KBr, esto posiblemente se
deba al alto nivel de diferenciacién y selectividad que proporciona la base de ZnSe. En
cuanto a la primera derivada de ATR se obtienen inflexiones y picos més selectivos que
ayudan a diferenciar mds facilmente las especies, lo que indica que es la prueba mds
apropiada para la elaboracién de bibliotecas espectrales.
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M. terrae ATR
— M. flavenses ATR
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Figura 6. Perfil comparativo en primera derivada de ATR, entre las especies de micobacterias.

SENSIBILIDAD DE DETECCION Y NIVEL DE DIFERENCIACION

En la prueba general de KBr (Fig. 7) con M. smegmatis (1 mg, 5 mg, 10 mgy 15 mg) y
KBr (100 mg, 200 mg y 300 mg) se observé el mismo comportamiento espectral, la
minima cantidad de KBr que se puede usar para formar la pastilla es 100 mg, lo cual
con 1 mg de bacteria identifica correctamente la especie, por lo que puede reportarse
una sensibilidad de deteccién del 100% al trabajar bajo KBr; estos datos permiten
minimizar el tiempo de cultivo requerido al necesitarse menor cantidad de colonia, mas
aun si se usa un medio de cultivo enriquecido y la técnica de crecimiento de capa
delgada (Mejia, 1999; Mejia, 2004).

204
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Figura 7. Prueba de sensibilidad de deteccién, bajo la prueba de KBr, usando la especie deM. smegmatis.
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El nivel de diferenciacién fue de 100%, en tres de las cuatro muestras problema que fueron
correctamente identificadas por IR como M. gordonae, M. vaccae y E. coli. Para la dltima
muestra problema S. aureus se obtuvo un porcentaje de identificacién de 86,2% en ATR
y 86,22% en la primera derivada de ATR, 0,2% mads de selectividad, pero en ambos casos
correctamente identificada (Tabla 3).

Especies problema

Valor critico %

% de similaridad con
base en la biblioteca
de ATR, sin derivar.

% de similaridad con base
en la biblioteca de la primera
derivada del ATR

Problema 1 50 No presente 100,0% M. gordonae
Problema 2 50 No presente 100,0% M. vaccae
Problema 3 50 100,0% E. coli 100,0% E. coli
Problema 4 50 86,2% S. aureus. 86,2% S. aureus

Tabla 3. Especies problemas identificadas bajo la biblioteca bacterial espectral.

El perfil comparativo en la primera derivada de ATR entre los tres grupos de bacterias es-
tudiados muestra claramente la similitud de géneros y diferencias entre especies, lo que
indica que las pruebas de especie deben realizarse bajo ATR como sugiere Branan, 2007;
en este estudio se recomienda sumar al procedimiento el andlisis de la primera derivada.
Lo més relevante para la diferenciacién de las micobacterias (Fig. 8) es la presencia de
picos especificos e intensos en infrarrojo concordantes a la composicién de dcidos
micdlicos, los mas abundantes y variables compuestos lipidicos situados en la envoltura
de micobacteria. Otra diferencia observada es la banda en 1.745 cm™ cuyos responsa-
bles son los grupos ésteres y carbonilos que se unen particularmente a arabinogalactano
y dcidos micdlicos atados a la capa de péptidoglicano que no estd presente en otros
grupos bacterianos como indica (Rebuffo, 2007).
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Figura 8. Primer perfil comparativo en primera derivada de ATR, entre las especies de micobacterias,
gram negativas y gram positivas.
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