
resumen

A partir del año 2004 se ha registrado en el Hospital de
Niños de La Plata, un aumento en el número de aislamientos
de B. cepacia en pacientes fibroquísticos (FQ), así como tam-
bién en niños con otras patologías. La identificación rápida y
precisa de estas bacterias resulta esencial para la iniciación
del tratamiento adecuado. Los métodos bioquímicos emple-
ados de rutina para la identificación microbiológica, no brin-
dan por lo general resultados certeros, demandan al menos 5
días de análisis y sólo permiten discriminar hasta el nivel de
especie. Sin embargo, las bacterias identificadas como "B.
cepacia" comprenden un grupo de 9 especies o genomovares
altamente relacionados, denominado colectivamente el
Complejo B. cepacia.
El objetivo de este trabajo fue desarrollar una estrategia que
permitiera la identificación y caracterización rápida de orga-
nismos aislados de muestras de esputo de pacientes FQ a
nivel de subtipo de genomovar, basada en el empleo de
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-
IR) combinada con técnicas de análisis multivariante. 
Se obtuvieron espectros de 14 aislamientos hospitalarios y 16
cepas de referencia previamente confirmadas por técnicas de bio-
logía molecular (PCR y corte con enzimas de restricción) en un
espectrómetro Perkin Elmer (Spectrum One). Para ello se utiliza-
ron colonias obtenidas en medio sólido en condiciones estanda-
rizadas, proveniente de un cultivo confluente resuspendidas en
H2O, transferidas a una celda de ZnSe y llevadas a sequedad
hasta obtener un film homogéneo y transparente. Los espectros
se normalizaron y sus derivadas primeras fueron sometidas a
diferentes análisis multivariantes para su diferenciación y cons-
trucción de librerías espectrales. Se desarrollaron y compararon
dos sistemas de caracterización, diferenciación e identificación
basados en: 1) análisis de clusters (AC) empleando el coeficiente
de Pearson y el algoritmo de Ward (software OPUS V.4.0, Bruker
Optics, USA) y 2) un sistema de redes neuronales artificiales
(ANNs) que discrimina en tres diferentes niveles (género, geno-
movar y subtipo), entrenado aplicando diferentes algoritmos
(NeuroDeveloper© software, Germany).

TTrraabbaajj oo  oorriiggiinnaall

Alejandro Miñán(1), 

Alejandra Bosch(1), 

Cecilia Vescina(2), 

José Degrossi(3), 

Blanca Gatti(3), 

Mirta Franco(3), 

Osvaldo Yantorno(1*)

(1)CINDEFI (CONICET), 

Facultad de Ciencias Exactas,

UNLP, La Plata. 
(2)Hospital Sor María Ludovica, 

La Plata.
(3)Cátedra de Microbiología, 

Fac. de Bqca. y Fcia. 

UBA. Argentina

yantorno@quimica.unlp.edu.ar

Ludovica (2005)
VII, 4:110-121
©
(2005)

-  110  -

Ganador al premio Mejor Trabajo Científico de las Cuartas
Jornadas de Actual ización en Cl ínica Pediatrica 2005

Identificación rápida de bacterias
aisl adas de pacientes fibroquísticos
mediante espectroscopía infrarroja 
y anál isis multivariante

Ediciones de La Guadalupe

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Centro de Servicios en Gestión de Información

https://core.ac.uk/display/153563307?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


LUDOVICA PEDIÁTRICA -  volumen vII n° 4

Se demostró que FT-IR combinada con AC y/o
ANNs permite la identificación rápida (menos de
36 horas), precisa y a bajo costo de organismos
de interés clínico.
Palabras clave: diagnóstico microbiológico,
Burkholderia cepacia, espectroscopía infrarroja,
análisis multivariante.

introducción

Los pacientes fibroquísticos son susceptibles a
infecciones pulmonares crónicas causadas por un
amplio rango de bacterias (1). Estas infecciones
exacerban el progresivo deterioro pulmonar.
Aunque Pseudomonas aeruginosa ha sido descri-
to como el organismo más comúnmente asociado
a la morbilidad y mortalidad de estos pacientes,
en las dos últimas décadas Burkholderia cepacia
ha aparecido como responsable de brotes epidé-
micos entre personas fibroquísticas (2,3). En el
ámbito local, particularmente en el Hospital de
Niños de La Plata, durante el año 2004 se regis-
traron 40 aislamientos de B. cepacia, en estos pa-
cientes. B. cepacia, no es un simple organismo,
sino que corresponde a un grupo de bacterias, las
cuales incluyen nueve especies o genomovares es-
trechamente relacionados, colectivamente desig-
nados como el Complejo B. cepacia (4,5,6). La taxo-
nomía e identificación de las especies que inte-
gran este complejo es dificultosa empleando las
técnicas bioquímicas convencionales; y se ha do-
cumentado que bacterias pertenecientes a otros
géneros como Pandoraea y Ralstonia pueden ser
confundidas como especies de Burkholderia (6,7,8).
Los métodos bioquímicos demandan al menos 5
días de análisis, son costosos y en el caso de
Burkholderia no permiten discriminar hasta el
nivel de especie. Análisis basados en polimorfis-
mos de los genes 16S rDNA y recA fueron desa-
rrollados en los últimos años a fines de identifica-
ción (4,9,10). Sin embargo, si bien estas técnicas repre-
sentan un avance importante, su implementación es
costosa, consume un tiempo considerable y no re-
sulta sencilla, sobre todo en el ámbito hospitalario.
Una estrategia radicalmente diferente, para la

rápida identificación de organismos clínicamente
relevantes, es el empleo de técnicas espectroscó-
picas (11,12). El fundamento de las mismas es que un
espectro infrarrojo (IR) constituye una especie de
huella dactilar, que representa la composición
química global de la muestra analizada y que, por
lo tanto, permite su caracterización. La espec-
troscopía infrarroja con transformada de Fourier
(FT-IR) combinada con técnicas de análisis multi-
variante ha sido propuesta en los últimos años
como un método fisicoquímico alternativo para
la identificación y caracterización molecular mi-
crobiana (12). Esta metodología al analizar directa-
mente espectros de células enteras, sin ningún tipo
de tratamiento ni uso de reactivos especiales, tiene
bajos costos operativos y lo que es más importante
permite obtener resultados en tiempos reducidos.
En otros organismos patógenos (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., Estrep-
tococcus spp., Candida spp.) FT-IR demostró su
poder de resolución para diferenciarlos hasta el ni-
vel de cepa (13,14,15).
El objetivo de este trabajo fue aplicar FT-IR com-
binada con técnicas multivariantes, como análisis
de cluster y redes neuronales artificiales (RNA)(17),
para construir bibliotecas basadas en espectros de
cepas de referencia del complejo B. cepacia y
Pseudomonas que permitiesen la posterior identifi-
cación rápida, de organismos aislados de pacientes
con fibrosis quística. La metodología desarrollada
permitirá también realizar estudios de biodiversi-
dad y epidemiológicos.

materiales y métodos

Microorganismos y condiciones de cultivo
Las cepas y aislamientos bacterianos utilizados en
este trabajo se indican en la Tabla I. Se estudiaron
14 aislamientos obtenidos al azar entre 40 mues-
tras de esputo de pacientes fibroquísticos trata-
dos en el Hospital de Niños de La Plata Sor Ma-
ría Ludovica durante el año 2004. Previo al aná-
lisis por espectroscopía los aislamientos se carac-
terizaron e identificaron por métodos bioquími-
cos y técnicas de biología molecular (5,6). Todos los
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organismos fueron mantenidos a -70°C en glice-
rol al 30%. Para iniciar cada proceso se sembraron
placas con agar Mueller-Hinton (MH) suplemen-
tado con 5% de sangre de carnero. Las placas se
incubaron 24 hs a 36°C. Las colonias se repicaron
e incubaron por 8 hs en las mismas condiciones.
En estudios de optimización se tomaron muestras
de fase lag, exponencial y estacionaria.

Espectroscopía Infrarroja
Adquisición y pre-tratamiento de los espectros: es-
pectros infrarrojos de cada uno de los organis-
mos en estudio, fueron obtenidos a partir de las
colonias crecidas en medio sólido. Para la toma
de muestra se utilizó la técnica descripta por
Helm y colaboradores(11), la cual consiste en to-
mar dos anzadas de material microbiano prove-
niente de un cultivo confluente (con anza de pla-
tino calibrada de 1mm de diámetro), resuspender
el material en 120 µL de H2O, transferir 100 µL
de la suspensión a una celda de ZnSe y llevar a
sequedad hasta obtener un film homogéneo y
transparente. Las celdas fueron leídas en un es-
pectrómetro infrarrojo con transformada de
Fourier (Perkin Elmer, Spectrum One, USA). Los
espectros de absorción fueron registrados entre
650 y 4000 cm-1 con una resolución de 6 cm-1 y
cada uno resultó del promedio de 64 escaneos,
Para evitar interferencias debidas a bandas rota-
cionales del vapor de agua, las medidas se reali-
zaron bajo corriente de aire seco. Los espectros
fueron sometidos a un pre-tratamiento utilizando
el software OPUS versión 4.0 (Bruker Opticks,
Alemania), el cual consistió en la obtención de la
derivada primera y segunda de cada espectro
para posteriormente llevar a cabo un test de cali-
dad espectral (TC)(13). Sólo los espectros que su-
peraron este test fueron incluidos en los análisis
posteriores. Para disminuir corrimientos de la lí-
nea de base, aumentar la resolución de las bandas
e igualar biomasa, los espectros originales fueron
derivados y sometidos a una normalización vec-
torial empleando el software OPUS. 
El espectro IR de cualquier material de origen bio-
lógico puede dividirse en 5 regiones o ventanas
espectrales, de las cuales se obtiene diferente infor-

mación. La Figura 1 muestra un espectro micro-
biano típico el cual representa la composición bio-
química total de las células analizadas; se indican
las ventanas espectrales y las absorciones de las
principales macromoléculas y grupos funcionales.
La región 3.100 a 2.800 cm-1, designada W1, co-
rresponde a las absorciones debidas a estiramien-
tos y balanceos de uniones C-H de los grupos fun-
cionales CH3 y >CH2, presentes en cadenas de
ácidos grasos. En la región W2, entre 1.800 y
1.500 cm-1, denominada región de Amidas, predo-
minan las absorciones debidas al grupo >C=O
característico de la unión amida de proteínas y de
ésteres. La región W3, entre 1.300 y 1.500 cm-1, es
la llamada región mixta, ya que incluye la absor-
ción de grupos funcionales de lípidos, proteínas,
carbohidratos y ácidos nucleicos. La región espec-
tral W4, entre 1.200 y 900 cm-1, es asociada a ban-
das debidas a estiramientos C-C y C-O y a defor-
maciones C-O-C y C-O-H de polisacáridos. El
intervalo entre 900 y 650 cm-1, W5, conocido co-
mo huella dactilar, exhibe gran variedad de picos
de muy baja intensidad, característico de la mues-
tra en estudio (11,12).

II) Estudios de reproducibil idad
Previo a la utilización de los espectros para la cons-
trucción de las bases de datos, se analizó la variabi-
lidad que muestran los organismos en estudio con
relación a su expresión fenotípica. Para ello se re-
gistraron no menos de 15 espectros de cada cepa,
obtenidos de por lo menos 3 cultivos independien-
tes realizados en el término de 6 meses. A fin de
darle un valor numérico al nivel de reproducibili-
dad o variabilidad (NR), se aplicó sobre los 15
espectros replicados de cada especie la ecuación
"Normalization to reprolevel" en el rango 1.700-900
cm-1, con la cual se obtuvo una medida de la disimi-
litud entre espectros (11,12). Finalmente, para visualizar
el NR en forma de dendrograma se introdujo valor
de disimilitud obtenido en el algoritmo de prome-
dios ponderados ("Average Linkage"), software OPUS.

III) Anál isis de cluster e identificación
Para la construcción de librerías espectrales que
permitieran discriminar e identificar aislamientos
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Tabla 1. Cepas de referencia y aislamientos hospitalarios utilizados en el estudio y sus res-
pectivos orígenes.

Género Especies (genomovar) Cepa Procedencia

Burkholderia

Pseudomonas

ATCC 25416
ATCC 17616
LMG 18863

LMG 18870
LMG 21820
LMG 19467
LMG 20983

ATCC
NF23
NF57
NF59
NF64
NF67
NF69
NF72
NF74
NF77
NF87
NF96
NF98
NF99
NF101
NF102
ATCC 13388
ATCC 19429
ATCC 25619
ATCC 31482
ATCC 10145
ATCC 15442
ATCC 27853

cebolla, EEUU
suelo, EEUU
paciente fibroquìstico Canada
Cepa hospitalaria cedida por la
Cátedra de Microbiologia, Fac.
Medicina (UBA)
paciente fibroquístico, Canadá
paciente fibroquístico Reino Unido
paciente fibroquístico Australia
paciente fibroquìstico Reino Unido

HNLP

RKI, Berlin,  Alemania

* Especies pertenecientes al complejo Burkholderia cepacia
ATCC: American Type Culture Collection; LMG: Belgian Co-ordinated Collections of microorganisms - Bacteria Collections,
Ghent, Belgica.
Las cepas ATCC y LMG de Burkholderia cepacia forman parte del International Burkholderia cepacia Strain Panel y fueron
cedidas por el sector bacteriología del Hospital de Niños Ricardo Gutierrez (Buenos Aires- Argentina).
HNLP: Hospital de Niños de La Plata "Sor María Ludovica".

cepacia (I)*
multivorans (II)*
cenoepacia (IIIa)*

cenocepacia (IIIb)*

stabilis (IV)*
dolosa (VI)*
ambifaria (VII)*
anthina (VIII)*
ubonensis (X)

cenocepacia (III)*

aeruginosa

PCR/RFLP
PCR/RFLP
PCR/RFLP

PCR/RFLP

PCR/RFLP
PCR/RFLP
PCR/RFLP
PCR/RFLP

PCR/RFLP
PCR/RFLP
PCR/RFLP
PCR/RFLP
PCR/RFLP
PCR/RFLP
PCR/RFLP
PCR/RFLP
PCR/RFLP
PCR/RFLP
PCR/RFLP
PCR/RFLP
PCR/RFLP
PCR/RFLP
PCR/RFLP
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desconocidos y para estudios epidemiológicos a
fin de poder diferenciar fenotípicamente aisla-
mientos, se seleccionaron las ventanas espectrales
que permitieron la diferenciación entre los dife-
rentes genomovares del Complejo B. cepacia, pa-
ra lo cual se fueron combinando las distintas ven-
tanas espectrales indicadas en la Figura 1 hasta
que la discriminación obtenida por FT-IR estu-
viera de acuerdo con la identificación molecular
y bioquímica. Una vez establecidas las ventanas
adecuadas, se calculó el coeficiente de disimilitud
entre espectros utilizando el producto momento
de Pearson ("scaling to 1st range") y para la cons-
trucción del dendrograma que muestra la clasifi-
cación final alcanzada, se utilizó el algoritmo de
Ward. Las librerías basadas en el análisis de clus-
ters, fueron construidas utilizando los software:
Spectrum One (Perkin Elmer) y el paquete IDENT
del software OPUS.

IV) Construcción de redes neuronales e identificación 
La construcción de una librería basada en una red

neuronal artificial para identificar aislamientos bac-
terianos se realizó utilizando el software Neuro-
Developer®, desarrollado por Synthon Analytics,
Heildelberg, Alemania (16,17). La construcción de la li-
brería requirió varias etapas: a) adquisición y pre-
tratamiento de espectros; b) normalización de da-
tos; c) ingreso de espectros para entrenamiento de
la red; d) definición de la topografía de la red; e)
optimación del número de niveles jerárquicos de la
red, del número de capas escondidas de la red neu-
ronal y de las funciones a utilizar y el cálculo del
error mínimo; f) validación de la red neuronal arti-
ficial mediante tres técnicas: "winner takes all"
(WTA), la regla 402040 y la extrapolación; g) iden-
tificación de aislados desconocidos.

Caracterización de organismos por PCR-RFLP 
La identidad de los 9 genomovares de referencia del
Complejo B. cepacia, así como de los aislados hos-
pitalarios fue confirmada por aplicación de métodos
de biología molecular utilizando la técnica de PCR
y corte con enzimas de restricción (recA-RFLP) (4).

Figura 1. Espectro FT-IR de absorción de una muestra de Pseudomonas aeruginosa depositada sobre una celda de
ZnSe, obtenido por 64 scaneos a 6 cm-1 de resolución. Se muestran las distintas ventanas o regiones en que puede
dividirse un espectro para facilitar su análisis y las absorciones correspondientes a los grupos funcionales presen-
tes en las principales macromoléculas. 
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resultados y discusión

El fenotipo de un microorganismo varía en función
de la composición del medio de cultivo, tiempo de
crecimiento, pH, temperatura, sistema de cultivo,
etc. Por lo tanto, al ser los espectros un reflejo del
fenotipo, es de crítica importancia definir un pro-
cedimiento estandarizado de toma de muestra a fin
de lograr reproducibilidad en los mismos. Los estu-
dios de identificación de muestras biológicas por
sus espectros son confiables si la muestra y condi-
ciones de medida son estandarizadas.

Estandarización de condiciones de cultivo 
Diversas investigaciones demostraron que la
presencia de polímeros de reserva derivados de
hidroxi-alcanoatos (polibeta-hidroxibutirato,
PHB), dificulta la caracterización e identifica-
ción por FT-IR debido a que los mismos exhi-
ben importantes bandas de absorción a lo largo
de todo el espectro IR (PHB posee 11 picos

característicos) (12,14,17). Por esta razón y teniendo
en cuenta que estos organismos forman PHB
durante su crecimiento, se debió determinar en
qué fase del cultivo la presencia de PHB no
representaba una interferencia. Como se obser-
va en la Figura 2, colonias tomadas al cabo de 8
hs de crecimiento en medio sólido, no presen-
tan un nivel detectable de PHB que pueda afec-
tar la posterior diferenciación espectral. En
vista de este resultado, se adoptó para todos los
organismos este tiempo de crecimiento para la
toma de muestra. 

Reproducibil idad de las medidas
Estandarizadas las condiciones para la obtención
de muestras se procedió a registrar no menos de 15
espectros de cada cepa a efectos de determinar, la
reproducibilidad fenotípica de las mismas. En la
Figura 3 se puede observar el nivel de reproducibi-
lidad (indicado con líneas punteadas) obtenida para
3 diferentes genomovares del Complejo B. cepacia.

Figura 2. Espectros FT-IR de un aislamiento hospitalario perteneciente al genomovar IIIa del Complejo B. cepacia
que produce diferentes cantidades del material de reserva poli-hidroxi-butirato (PHB) en función del tiempo de cre-
cimiento. a) espectros IR de células tomadas a las 8 hs de crecimiento en medio MH, donde no se detecta produc-
ción de PHB; y b) las mismas células tomadas a las 24 hs de crecimiento donde se detecta la presencia de PHB. 
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Los replicados provienen de 3 cultivos indepen-
dientes. Este análisis demostró que en las condi-
ciones de cultivo y medida seleccionadas el nivel
de reproducibilidad mostrado por las cepas anali-
zadas era satisfactorio (NR<16), ya que la biblio-
grafía internacional establece como admisibles
valores menores a 25 (13).

Diferenciación de los genomovares pertene-
cientes al Complejo B. cepacia por FT-IR
La quemometría es una poderosa herramienta de
análisis que resulta de la aplicación de técnicas com-
putacionales a la espectroscopía vibracional (16,17). A
partir de la superposición de los espectros de cada
una de las cepas de referencia de los distintos geno-
movares del complejo B. cepacia, (Tabla I), se selec-
cionaron 5 ventanas espectrales que permitieron la
discriminación entre los mismos. El criterio de
selección tiene en cuenta las regiones donde las
diferencias entre espectros de una misma clase son
mínimas y las diferencias entre clases resultan máxi-
mas. Las ventanas seleccionadas fueron utilizadas
como datos de entrada, conjuntamente con el coe-
ficiente de Pearson y el algoritmo de Ward, para la
construcción del dendrograma indicado en la Fi-
gura 4a. El mismo muestra que los distintos geno-
movares pueden ser claramente discriminadas a tra-
vés de sus espectros infrarrojos. Las cepas utilizadas
habían sido analizadas por métodos moleculares
(PCR-RFLP) para confirmar su identidad. Los re-
sultados obtenidos empleando el gen recA (Figura
4b), fueron confrontados con bases de datos inter-
nacionales lo cual permitió corroborar el genomo-
var de cada cepa (4,6,9). 

Construcción de l ibrerías basadas 
en el anál isis de cluster
Habiendo establecido que la espectroscopía IR
permite la diferenciación de genomovares de B.
cepacia, se pasó a construir una librería o base de
datos espectrales que permitiera la posterior
identificación de aislados bacterianos desconoci-
dos. Para la construcción de esta librería los
espectros pertenecientes a los diferentes genomo-
vares de referencia fueron divididos en dos gru-
pos. Un primer grupo de 10 espectros de cada

genomovar, tomados al azar, fue cargado en el
software OPUS y procesados usando el paquete
IDENT para construcción de bibliotecas. Luego
se cargaron en el software, las 5 ventanas espec-
trales seleccionadas previamente (indicadas en la
Figura 4a) para la diferenciación. En las mismas se
calculó el coeficiente de disimilitud de Pearson. La
librería resultante, fue posteriormente validada
con el otro grupo de espectros (5 de cada geno-
movar). A partir de los espectros que la librería
no identificó correctamente se determinó el % de
certeza o incertidumbre para la identificación. El
porcentaje de certeza para la identificación de orga-
nismos pertenecientes a los genomovares II, IIIa,
IIIb, IV, VII y X varió entre el 90 y el 95%; en tanto
que para los genomovares I, VI y VIII estuvo com-
prendido entre el 80 y el 85%. Es importante resal-
tar que estos valores pueden ser mejorados am-
pliando el número de espectros con los cuales se
construye y valida la librería. 
Los espectros obtenidos de los aislamientos hos-
pitalarios fueron posteriormente desafiados con-
tra la librería desarrollada, resultando todos ellos
identificados como genomovar IIIb del complejo
B. cepacia excepto un aislamiento (número 87)
que fue identificado como genomovar VI. El aná-
lisis posterior de todos los aislamientos por méto-
dos moleculares demostró sin embargo, que to-
dos ellos correspondían al genomovar IIIb. Se
concluyó por lo tanto que esta librería basada en
el análisis de cluster presentó un 7% de identifi-
caciones incorrectas con los aislamientos hospita-
larios ensayados. 
Si bien la identificación de microorganismos al
nivel de subtipo (IIIb en este caso) es necesaria
para el tratamiento y seguimiento de los pacien-
tes, en diversas ocasiones se requiere alcanzar un
nivel de clasificación mayor y diferenciar los ais-
lados microbianos a nivel de cepa, en especial en
brotes o estudios epidemiológicos. Con este fin se
estudió el conjunto de 14 aislados hospitalarios
provenientes de un brote registrado en el
Hospital de Niños de La Plata durante el año
2004 (Tabla I). Se analizaron los espectros pro-
medio obtenidos de 15 replicados de cada aisla-
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Figura 3. Dendrogramas mostrando los niveles de reproducibilidad para los genomovares I (a), VI (b) y VIII (c),
en el rango 1.700 - 900 cm-1. Los resultados provienen de 3 experiencias independientes con no menos de 5 repli-
cados cada una registradas en el lapso de 6 meses. Para la construcción del dendrograma se utilizaron la función
"Normal to reprolevel" para el cálculo de la distancia espectral y Average Linkage para mostrar la distribución de
las distancias obtenidas (OPUS 4.0, Bruker, Optick, Alemania). El nivel de reproducibilidad (NR) alcanzado por
cada cepa se indica con línea de puntadas.



Trabajo original

-  118  -

miento, a través de un análisis de clusters utili-
zando el coeficiente de Pearson y el algoritmo de
Ward en las ventanas definidas previamente. Los
resultados (Figura 4c) indican que si bien todos
ellos fueron identificados como IIIb, como se
mencionó previamente, la espectroscopía IR fue
capaz de diferenciarlos en 4 grupos o clusters. Es
importante resaltar que los métodos bioquímicos
aplicados a estos aislamientos permitieron identi-
ficarlos sólo hasta el nivel de género (Complejo B.
cepacia) y la técnica de biología molecular los agru-
pó como pertenecientes al genomovar IIIb (nivel de
subtipo). FT-IR demostró ser en este caso una me-
todología de mayor poder de discriminación.

Construcción de l ibrerías espectrales basadas
en redes neuronales artificiales
Una segunda estrategia de identificación implica
el desarrollo de librerías empleando un sistema de
clasificación jerárquica basado en redes neurona-
les artificiales (RNA). En este trabajo fue desarro-
llada una librería basada en tres niveles de clasifi-
cación (Figura 5a): el nivel superior (top-level)
permite discriminar entre los géneros Pseudomo-
nas y Burkholderia; el segundo nivel (subnet 1)
diferenciar los genomovares del Complejo B. ce-
pacia y el tercer nivel (subnet 2) distinguir entre
las dos subespecies del genomovar III (IIIa o IIIb).
Utilizando el 75 % de los espectros registrados de
cada genomovar de referencia se entrenaron y
validaron las tres redes neuronales en forma inde-
pendiente y luego fueron conectadas en forma de
arquitecturas neurales en multicapas. El entrena-
miento de cada una de ellas (top-net, subnet1 y
subnet 2) consistió en la búsqueda de los números
de onda que mejor diferencian las clases estudia-
das (Figura 5b), así como también el ajuste de
otras variables como el número de nodos inter-
nos. Posteriormente utilizando los espectros
reservados para el testeo (25 % del total de espec-
tros), se calcularon los % de certeza para la iden-
tificación de cada uno de los genomovares, obte-
niéndose valores comprendidos entre el 97 y 100 %,

dependiendo del genomovar. Bajo este sistema de
identificación por redes neuronales artificiales to-
dos los espectros correspondientes a los aislados de
muestras de esputo de pacientes fibroquísticos fue-
ron correctamente clasificados como pertenecien-
tes al genomovar IIIb (Figura 5c). 
Los dos modelos de clasificación elaborados en el
presente estudio prueban que la información conte-
nida en el espectro IR es suficiente para diferenciar fe-
notípicamente los organismos pertenecientes al Com-
plejo B. cepacia y diferenciar éstos de Pseudomonas.
Se demostró que las diferentes cepas poseen estructu-
ras específicas que FT-IR es capaz de reconocer. 
Es importante resaltar en cuanto a la metodología
en general el tiempo empleado en la obtención de
resultados. Si se toma en cuenta el tiempo que
insume el cultivo de la muestra de esputo (24 horas
más 8 horas para el repique), el tiempo que insume
preparar la muestra y secarla (15 minutos más 45
minutos) y el tiempo de lectura y carga de espectro
en la librería (1 hora en total), se llega a la conclu-
sión que la obtención de resultados por FT-IR insu-
men menos de 36 horas. 

conclusiones

En el presente trabajo se demostró que FT-IR com-
binada con análisis multivariante constituye una
poderosa herramienta para la caracterización e
identificación de organismos aislados de muestras
de esputo de pacientes fibroquísticos. Las librerías
construidas permitirán el diagnóstico bacteriológi-
co de organismos pertenecientes al complejo B. ce-
pacia y Pseudomonas a las 36 horas posteriores a la
toma de muestra. La metodología demostró altos
niveles de certeza y bajo costo operativo. Un mayor
nivel de seguridad podrá ser alcanzado con un
aumento en el número de datos durante el entre-
namiento de la red neuronal. La estrategia de diag-
nóstico microbiológico desarrollada es inédita
tanto en el ámbito local como internacional y con-
tribuirá a la resolución de un problema social
importante a nivel hospitalario. 
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Figura 4. a) Dendrograma resultante de un análisis de cluster jerárquico de datos obtenidos de espectros FT-IR
correspondientes a los diferentes genomovares del Complejo B. cepacia. El análisis fue realizado usando la 1ra
derivada normalizada vectorialmente y con la combinación de ventanas espectrales indicadas. b) Análisis por RFLP
del gen recA para algunos de los genomovares del complejo B. cepacia. c) Agrupamiento jerárquico obtenido de
las medias de la derivada 1ra de 15 replicados de espectros obtenidos de 14 aislamientos microbianos recupera-
dos de muestras de esputo de pacientes fibroquísticos.
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Figura 5. Librería sobre la base de redes neuronales artificiales. a) Representación esquemática de la red neuronal
artificial en multicapas. Cada "subnet" fue optimizada independientemente para ejecutar una discriminación par-
ticular dentro de la base de datos general b) números de onda seleccionados (imputs) que mejor diferenciaron los
genomovares del Complejo B. cepacia correspondientes a la subnet 1. c) Validación de la librería espectral y repre-
sentación de la forma en que el software presenta los resultados.

Trabajo original
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