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RESUMEN

El presente articulo es una revision de la espectroscopia infrarroja como una técnica alternativa
para la caracterizacibn microbiana, permitiendo la discriminacion a nivel de género, especie y
aun entre cepas Yy serotipos. La espectroscopia infrarroja se basa en la absorcion de los rayos
infrarrojos de luz por varias moléculas en una muestra. Esta permite analizar todas las longitudes
de onda del espectro infrarrojo simultaneamente, siendo las que pertenecen a la regién media la
de mayor utilidad practica, cuya extensién se encuentra entre un rango de 4000 y 650 cm™,
ofreciendo un método rapido y confiable para el andlisis de compuestos organicos, células y
tejidos entre otras. La capacidad de expresar una huella dactilar especifica permite que la
espectroscopia infrarroja pueda ser utilizada para la identificacion de cepas microbianas
desconocidas en las bibliotecas de datos espectrales. Es asi, como en afios recientes han sido
publicadas diversas investigaciones orientadas a la identificacion de microorganismos tales como
bacterias, parasitos y levaduras entre otros. Por tal, este trabajo de revision de literatura médica
tiene por objeto describir aspectos relacionados con los antecedentes histdricos, el impacto y
aplicabilidad de ésta técnica en las ciencias biomédicas mediante la busqueda, recopilacion y
revision de articulos de publicacion reciente en diversas bases de datos de caracter cientifico y
médico.
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ABSTRACT

This article is a review of infrared spectroscopy as an alternative technique for characterizing
microbial, allowing discrimination at the genus, species and even between strains and serotypes.
Infrared spectroscopy relies on the absorption of infrared light by various molecules in a sample.
This allows the analysis of all wavelengths simultaneously infrared spectrum, with those belonging
to the middle region of the greatest practical value, whose length is between a range of 4000 and
650 cm, providing a rapid and reliable method for the analysis of organic compounds, cells and
tissues, among others. The ability to express a specific fingerprint allows infrared spectroscopy
can be used for the identification of unknown microbial strains spectral data libraries. Thus, as in
recent years several studies have been published aimed at identification of microorganisms such
as bacteria, parasites and yeasts among others. As such, this work of literature review is to
describe aspects of the historical background, the impact and applicability of this technique in the
biomedical sciences by identifying, collecting and reviewing recently published articles in several
databases scientific and medical

Keywords: Spectroscopy, infrared, microorganisms, absorption.

1. INTRODUCCION

Una gran cantidad de métodos de deteccion han sido desarrollados utilizando las
propiedades Opticas, electroquimicas, bioquimicas y fisicas de los diferentes
microorganismos de importancia clinica y ambiental. A través del tiempo, estas técnicas
microbiolégicas han sido mejoradas en las areas de preparacion de muestras, técnicas
de cultivo, conteo y en kits de identificacion [1].

Para determinar la metodologia apropiada para el manejo de muestras ambientales es
necesario definir primero si se trabajara con protozoarios, algas, bacterias, hongos o virus
[1-5]. Es necesario contar con protocolos estandar que tengan bajo costo, rapidez y
sensibilidad a la hora de identificar el tipo de microorganismo [2].

Una técnica ideal para lograr una rapida caracterizacion microbiana deberia contemplar
una minima preparacion de la muestra, el analisis automatico de gran cantidad de
muestras en forma seriada, con bajo costo de reactivos, y la disponibilidad de una base
de datos estable, de facil empleo y operaciéon en forma automatizada bajo el control por
computadoras [3]. Los métodos tradicionales son lentos pero pueden detectar varios
microorganismos de manera simultanea, incluyendo la determinacion de su viabilidad,
mientras que los métodos rapidos pueden detectar solamente un microorganismo
especifico por analisis aunque son adecuados si se requiere de un diagnostico rapido
como es la espectroscopia por infrarrojo [2].

La espectroscopia infrarroja es una técnica de analisis para obtener informacién acerca
de los procesos de absorcion y emisién sobre las moléculas que se encuentran en la
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materia. Se clasifica en dos tipos: La espectroscopia de masa (Destructiva) y la
espectroscopia de tipo vibracional (No destructiva) [4].

Esta técnica clasifica a los organismos en diferentes niveles taxonémicos y tiene en
cuenta el estado fisiologico del microorganismo analizado, ya que el espectro refleja la
composicion bioquimica de las células en estudio [4-7].

2. HISTORIA

La radiacion Infra-Roja (IR) fue descubierta en 1800 por el astronomo William Herschel
mediante los efectos térmicos de la misma, al aplicar un termometro a las diferentes
zonas del espectro de la luz solar [1].

Los primeros espectros IR de liquidos organicos y soélidos inorganicos fueron obtenidos
por Coblentz en 1900-1910. En afios posteriores se determind la estructura rotacional de
las bandas IR de diferentes gases y se evaluaron parametros moleculares a partir de los
mismos. El potencial de la espectroscopia IR en el campo de la quimica estructural fue
reconocido ya en los afios 30 [1].

Durante la segunda guerra mundial, las necesidades de determinacion de la composicion
de la materia prima para la produccién comercial de goma sintética (fraccion de
hidrocarburos CB4B) fraccion de hidrocarburos CB4B estimularon el desarrollo de la
espectrometria IR, construyéndose entonces los primeros equipos IR comerciales. Hasta
los afios 60 se utilizaron equipos dispersivos con monocromadores de prisma o red [1].

Esta técnica permite analizar todas las longitudes de onda del espectro infrarrojo
simultaneamente, ofreciendo un método rapido y confiable para el andlisis de muestras
conteniendo una o mMAas sustancias quimicas. Esta ventaja permite el andlisis de
compuestos organicos, células y tejidos [6].

3. REGIONES DEL INFRARROJO

La region infrarroja del espectro electromagnético se divide en tres secciones: cercana,
media y lejana [8]. La seccién de mayor utilidad practica es aquella que se extiende entre
4000y 650 cm* denominada region infrarroja media. La region lejana se encuentra entre
650 y 200 cm™ ésta se utiliza para el estudio de compuestos 6rganometdlicos e
inorganicos. Y, la region infrarroja cercana mide entre 12500 y 4000 cm empleada para
determinaciones cuantitativas (Figura 1) [3, 5, 7, 8].

Figura 1. Regién infrarroja del espectro electromagnético
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Tomado de: http://www.fg.uh.cu/dpto/gf/docencia/pregrado/estruc_2/ir/descargas/1 ir tecnica.pdf

4. FUNDAMENTOS DE LA TECNICA DEL INFRARROJO

La base de la FT-IR es la absorcién de los rayos infrarrojos de luz por varias moléculas
en una muestra. Por lo tanto, el FT-IR consiste en someter a una energia el haz de
infrarrojos que es emitido por una fuente: asi el haz de luz cruza una cadmara para
controlar la cantidad de energia radiada en la muestra. Los rayos infrarrojos entre el
interferometro espectral es donde la codificacion se lleva a cabo y el interferograma
resultante se encarga de las salidas de la sefial del interferémetro. Ademas, el haz de luz
infrarroja de energia entra en el compartimento de la muestra donde se transmite a traves
o reflejada desde la superficie de la muestra segun del tipo de analisis que se realiza.
Finalmente, el haz se pasa al detector para la medicion final y se mide la sefial que se
digitaliza y se envia de nuevo al equipo en el que la transformacién de Fourier se lleva a
cabo [8, 9].

La capacidad de expresar una huella dactilar especifica permite que la espectroscopia
FTIR pueda ser utilizada para la identificacion de cepas microbianas desconocidas en
las bibliotecas de datos espectrales. El potencial de la espectroscopia de rayos infrarrojos
para identificar los componentes quimicos a través de las huellas digitales de

todo el espectro de vibraciones es insuperable [9].

5. TIPOS DE INFRARROJO Y DETECCION DE MICROORGANISMOS

Existen dos clases de equipos utilizados para las técnicas espectroscopicas: Equipos
dispersivos, la técnica de reflexién total y el equipo transformado de Fourier. El primero
funciona sobre la base de la irradiacion secuencial de la muestra con radiaciones
infrarrojas de diferentes frecuencias. La segunda es utilizada para monitorear la adhesion
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a superficies por Cryptosporidium parvum bajo factores ambientales. La técnica de
Fourier esta basada en determinaciones interferométricas, someten a la muestra a la
irradiacion simultanea proveniente de la fuente infrarroja policromatica [1]. La
Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FT-IR) es una poderosa técnica para
la caracterizacion de la composicion quimica de sondas muy complejas, tales como los
microorganismos [10]. Es utilizada en el rango de infrarrojo medio donde es posible
localizar picos de absorcion especificos relacionados con enlaces quimicos especificos
[11].

La aplicacion espectroscopica es de tipo cualitativo y reside en la identificacion de
determinados grupos funcionales de una molécula. Dicha utilidad ha sido el estudio de la
sistematica microbiana, particularmente la identificacion y clasificacion de bacteria,
levaduras, hongos y algas [12,13]. La espectroscopia infrarroja de bacterias de acido
lactico se estudio en 1958. Desde entonces, se han escrito numerosos estudios sobre el
uso de la espectroscopia infrarroja para clasificacion e identificacion de patdégenos
transmitidos por los alimentos como Bacillus cereus, Brucella, Campylobacter spp., E.
coli, Listeria spp., Mycobacterium bovis, Salmonella spp., Staphyolcoccus aureus y
Yersinia spp [12-15].

También un enfoque de FT-IR se ha utilizado para evaluar los efectos de la presion
osmotica sobre el comportamiento de la fase de los lipidos polares extraidos de E. coli,
monitoreo del cambio de frecuencia de los 2850 cm* banda asignado a -CH2 simétrico
estiramiento modo, en funcion de la presién osmatica de la solucion de glicerol
depositado sobre el extracto de fosfolipidos [14-17].

La técnica ha servido para determinar la presencia y cantidad de dafio en las células
vegetativas en los productos alimenticios y para probar la eficacia de los tratamientos de
procesamiento de alimentos. También ha sido aplicada con éxito en diversos campos de
control de calidad y para la identificacién de hongos filamentosos y levaduras [9, 18].

La deteccion e identificacion de patdgenos en alimentos es basica en la seguridad
alimentaria ya que permite identificar las posibles causas de contaminacion, proporciona
datos sobre la evaluacion del riesgo, medidas de reduccion e identifica las operaciones
de la cadena alimentaria, procesos, productos que representan una amenaza para la
salud publica [19].

Muchos trabajos de investigacion han hecho hincapié en la capacidad de FT-IR
espectroscopia para estudiar los cambios dinamicos en las poblaciones de bacterias y
para discriminar entre los diferentes fenotipos de una cepa bacteriana, dado que ofrece
la posibilidad de identificar los fenotipos relevantes para la seguridad alimentaria y la
salud publica, es decir, aquellos que muestran una altisima resistencia a los sistemas de
procesamiento de alimentos y condiciones ambientales adversas, tales como los
fenotipos resultantes de la respuestas a la tolerancia de adaptacion bacteriana [20].
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Las técnicas han demostrado ser sensibles para la identificacién de células cancerosas,
células madres, células infectadas por virus y microorganismos. Los cultivos celulares
tienen muchas ventajas y son mas convenientes para la investigacion basica. Estos
ofrecen un modelo ideal para la deteccion de los cambios celulares durante el desarrollo
espectral de la infeccion viral [21].

Es posible identificar entre la etapa temprana y tardia de la infeccion, por lo tanto la
microscopia de Fourier en conjunto con las herramientas estadisticas adecuadas pueden
ofrecer una técnica prometedora para la deteccion de cambio durante las diferentes
etapas de la progresion del herpes virus y probablemente otros virus. Ademas, cada
examen requiere una pequefa cantidad de muestras y los resultados son obtenidos en
muy corto tiempo. Vale la pena seguir desarrollando esta técnica como una herramienta
eficaz y fiable para el diagndstico de la infeccion viral [21].

Una de las creaciones mas recientes con referencia a los tipos de infrarrojos son aquellos
espectros de infrarrojo de los complejos de Cu (Il), bisquelados con los aminoacidos
glicina, alanina, leucina, isoleucina, valina y fenilalanina, conocidos por presentar
diferentes tipos de actividad farmacologica, fueron registrados y analizados en base a
sus peculiaridades estructurales [22].

6. IMPACTO EN CIENCIAS BIOMEDICAS Y OTRAS APLICACIONES

A nivel mundial, los procesos infecciosos son responsables de aproximadamente el 25%
de las muertes que se producen anualmente [23-25]. En los ultimos afios, técnicas
fisicoquimicas basadas en espectroscopia vibracional como la espectroscopia infrarroja
transformada de fourier (FT-IR) ha demostrado ser una herramienta poderosa para la
caracterizacion microbiana, permitiendo la discriminacién a nivel de género, especie y
aun entre cepas y serotipos [26-28]. Esta técnica es rapida, requiere escasa biomasa, es
facil de implementar y puede llegar a ser muy efectiva en lo referente a costos, reduccién
de la manipulacion y el uso de reactivos [15, 29-34].

Diversas investigaciones, utilizando la técnica del infrarrojo, para la identificacion de
microorganismos han sido publicadas en un gran namero de articulos en revistas
educativas reconocidas a nivel mundial [35-40].

El desarrollo de un método rapido y no destructivo para evaluar los niveles de pureza en
las muestras de silice biogénico antes de la geoquimica / analisis de los is6topos es un
objetivo importante, hoy en dia, en la mejora de la calidad y la utilizacion de datos en la
investigacion ambiental y paleoclimatica (tabla 1) [41-46].

Tabla 1. Impacto en ciencias biomédicas y otras aplicaciones.
\ TITULO | MICOORGANISMOS AUTOR |
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Accelerating bacterial identification by
infrared spectroscopy by employing
microarray deposition of
microorganisms.

Yersinia enterocolitica, Staphylococcus
aureus, Salmonella  typhimurium,
Listeria monocytogenes, Enterobacter
cloacae, Citrobacter freundii, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli.

Sufian F., [et al],
(2004)

Detection and differentiation  of
bacterial spores in a mineral matrix by
fourier transform infrared spectroscopy

Bacillus spores.

Brandes A, [et

(FTIR) and chemometrical data al], (2011)
treatment.
Empleo de espectroscopia | Escherichia coli, Pseudomonas
infrarrojatransformada de fourier para | aeruginosa, Proteus mirabilis, Nieto L., [et all,
diferenciar bacterias de importancia Klebsiella pneumoniae, (2004)
clinica Staphylococcus aureus, Saprophyticus
Fourier transform infrared .

. . Ami D., [et al],
microspectroscopy as a new tool for Nematode species (2004)

nematode studies.

Fourier transform infrared

Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Haemophilus

spectroscopy for rapid identification of | influenzae, Burkholderia cepacia Bosch A., [et all
nonfermenting gram-negative bacteria | complex (BCC), Stenotrophomonas (2068) '
isolated from sputum Samples from | maltophilia, Ralstonia pickettii,
cystic fibrosis patients. Acinetobacter spp., Achromobacter

spp.
Diffuse reflectance infrared fourier
transform  spectroscopic  (DRIFTS)
investigation of E. Coli, E. Coli, Staphylococcus Aureus| D’Souzal., [et
Staphylococcus Aureus and Candida | Candida Albicans. al], (2009)

Albicans, Indian Journal Of Marine

Sciences.

Infrared spectral changes identified
during different stages of herpes
viruses infection in vitro.

Herpes virus

Erukhimovitch
V., [etal],
(2011)

Changes in ultrastructure and fourier
transform infrared  spectrum  of
Salmonella enterica serovar
typhimurium cells after exposure to
stress conditions

Salmonella enterica

Alvarez A., [et
al], (2010)

Rapid identification of Candida species
by confocal raman microspectroscopy.

Candida species

Magquelin K., [eat
al], (2002)

Comparacion entre dos pruebas del
aliento con 13C-urea para el
diagnéstico de la infecciébn por
Helicobacter pylori: espectrometria de
masas frente a infrarrojos.

Helicobacter pylori

Gisbert J., [et al],
(2003)

CONCLUSION

La espectroscopia infrarroja es una técnica de analisis para obtener informacion acerca
de los procesos de absorcion y emisién sobre las moléculas que se encuentran en la
materia. Clasifica a los organismos en diferentes niveles taxondmicos y tiene en cuenta
el estado fisioldgico del microorganismo analizado, esta técnica ha demostrado ser una
CSV: Vol. 4 No.1 Ao 2012.
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herramienta poderosa para la caracterizacidbn microbiana, permitiendo la discriminacion
a nivel de género, especie y aun entre cepas y serotipos. Diversas investigaciones,
utilizando la técnica del infrarrojo, para la identificacion de microorganismos han sido
publicadas en un gran nimero de articulos en revistas cientificas reconocidas a nivel
mundial.
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