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RESUMO

A espectroscopia Raman € proposta como um método rapido e simples para
identificagdo bacteriana. Este estudo tem como objetivo obter e avaliar o
padrdo espectral de oito espécies e um género de bactérias isoladas de
infecc¢des, correlacionando os espectros Raman com a composi¢céo quimica de
cada bactéria, e desenvolver um modelo de classificacdo através de andlise
discriminante das oito espécies e de um género usando seus picos mais
significativos. As bactérias foram cultivadas em agar Mueller Hinton e uma
amostra da col6nia foi colhida e colocada em um suporte de aluminio. Um total
de 475 espectros foram obtidos de 115 cepas das bactérias utilizando um
espectrometro Raman dispersivo (830 nm de excitagdo, 300 mW de poténcia e
50 s de acumulacao). As intensidades dos picos foram avaliadas por ANOVA
de um fator (com pos-teste de Tukey) e os picos com diferencas significativas
foram relacionados as diferencas na composicao bioquimica das espécies. A
analise discriminante baseada na distancia quadratica aplicada aos picos mais
significativos e nos minimos quadrados parciais aplicados a todo o espectro
apresentou 89,5% e 90,1% de precisdo, respectivamente, para a classificacédo
dos espectros em todos os grupos. A espectroscopia Raman € uma técnica
promissora para identificar diferencas espectrais relacionadas ao conteudo
bioquimico de microrganismos patogénicos e fornecer um diagnostico mais
rapido de doencas infecciosas.

Palavras-chave: Engenharia.  Espectroscopia Raman.  Discriminacéo
bacteriana. ANOVA.



ABSTRACT

Raman spectroscopy is proposed as a fast and simple method for bacterial
identification. This study aims to obtain and evaluate the differences in the
Raman features of eight species and one genus of bacteria isolated from
infections, correlating the spectra with the chemical composition of each
bacteria, and to develop a classification model through discriminant analysis to
categorize the eight species and one genus using their most significant peaks.
Bacteria were cultured in Mueller Hinton agar and a sample of biomass was
harvested and placed in an aluminum sample holder. A total of 475 spectra
were obtained from 115 strains of the bacteria using a dispersive Raman
spectrometer (830 nm of excitation, 300 mwW of power and 50 s of
accumulation). The intensities of the peaks were evaluated by one-way ANOVA
(with Tukey post-test) and the peaks with significant differences were related to
the differences in the biochemical composition of the strains. Discriminant
analysis based on quadratic distance applied to the most significant peaks and
on partial least squares applied to the whole spectrum showed 89.5% and
90.1% of global accuracy, respectively, for classification of the spectra in all the
groups. Raman spectroscopy is a promising technique to identify spectral
differences related to the biochemical content of pathogenic microorganisms
and to provide a faster diagnosis of infectious diseases.

Keywords: Engineering. Raman spectroscopy. Bacterial discrimination. ANOVA
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1 INTRODUCAO

A identificacdo de bactérias que sejam clinicamente relevantes e
importantes no processo saude-doenca pelo laboratério de microbiologia
fornece informagdes primordiais que permitem o tratamento mais efetivo das
infecgbes causadas por estes microrganismos.

As doencas infecciosas, em especial as bacterianas, sdo causadas por
agentes que podem provocar danos ao organismo hospedeiro de diferentes
maneiras, sendo responsaveis por aproximadamente 25% das mortes globais,
atrds somente das doencas cardiacas, cerebrovasculares e cancer (WHO,
2004; MURRAY, 2013). A identificacdo do microrganismo é importante para
orientar as intervengdes tanto preventivas quanto terapéuticas, uma vez que ha
inimeros microrganismos infecciosos para o ser humano como bactérias,
fungos, virus e parasitas e a abordagem terapéutica € diferente para cada
grupo.

O tempo gasto na identificacdo de microrganismos infecciosos é fator
determinante nas complicagcbes de pacientes hospitalizados, ja que a
patogénese desenvolvida por eles varia de acordo com a espécie e seu rapido
reconhecimento permite acdo medicamentosa mais apropriada (IBRAHIM et
al., 2000). Em analises de rotina microbiol6dgica, a cultura se apresenta como
padrdo ouro para a recuperacdo do microrganismo para que métodos de
identificacdo, baseados em uma série de observacfes quanto a morfologia e
reacdes bioquimicas frente a diferentes substratos possam ser executadas.
Sao rotinas amplamente utilizadas pelos laboratérios, porém ha limitacées no
gue se diz respeito ao tempo e custo.

Na pratica, observa-se que a combinacdo de varios métodos é
necessaria para alcancar a identificacdo entre as espécies bacterianas
(WALKER; HALL; HURST, 1990), demandando tempo mais prolongado para a
determinacdo que pode trazer prejuizos ao diagnostico clinico do paciente. Em
situacbes em que as acdes devem ser imediatas, observa-se a administracéo
de tratamento empirico com antimicrobianos de largo espectro antes da
identificagdo microbiana. Como efeito adverso desta pratica pode ocorrer

resisténcia aos agentes antimicrobianos, dificultando a resolu¢cdo do quadro



17

infeccioso e aumentando o risco de uma emergéncia de cepas multirresistentes
(DOERN et al., 1994; ANDERSSON; HUGHES, 2010). A resisténcia aos
antimicrobianos é uma das maiores ameacas globais a saude publica, jA que
as infec¢cBes causadas por bactérias multirresistentes sédo de dificil tratamento
devido a limitacdo das opc¢Bes de antimicrobianos disponiveis, e resultam em
maiores periodos de internacdo hospitalar, aumento das taxas de mortalidade e
elevacao dos custos de assisténcia a saude (LAMMIE; HUGHES, 2016; WHO,
2015). Como forma de contornar esta questéo, a rapida identificacdo € um fator
importante na decisdo terapéutica. Estudo conduzido por Kerremans et al.
(2008) demonstrou que o menor tempo para a identificacdo do agente
causador de uma infeccdo permite a administracdo de uma droga mais
especifica, aumentando as chances de cura, com menores custos e taxas de
morbidade e mortalidade.

A questdo da identificacdo rapida dos microrganismos nas rotinas
laboratoriais € uma dificuldade e o desenvolvimento de novos métodos
analiticos vem sendo aplicados ao longo dos anos, promovendo avancos
principalmente na area da biologia molecular, com resultados de identificacédo
destacados pela alta sensibilidade e especificidade. Como a maioria dos testes
€ baseada em sequéncias especificas do material genético, como o DNA, a
especificidade observada é alta (GRUMAZ et al., 2016). Porém, trata-se de
técnicas de custo elevado e que necessitam de pessoal especializado, tanto
para execucdo dos procedimentos quanto para a andlise dos dados, que
frequentemente sdo complexos (PETTI, 2007).

Uma abordagem baseada em técnicas de espectroscopia Optica tem
sido proposta para identificacdo de microrganismos, ja que se trata de um
método considerado de rapida execucao, que ndo necessita de reagentes ou
corantes, e que permite a obtencdo de resultados empregando pequenas
guantidades de biomassa da cultura do microrganismo (CHOO-SMITH et al.,
2001; MAQUELIN et al.,, 2002; MAQUELIN et al., 2003; BOARDMAN et al.,
2016; MUHAMADALI et al., 2016; DIECKMAN et al., 2016; LORENZ et al.,
2017). Estas técnicas sdo baseadas na interacdo (absorcdo, emissdo e

espalhamento) da radiacdo pelas estruturas atdbmicas e moleculares de
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compostos presentes nas estruturas das células, tais como proteinas, lipideos,
polissacarideos e &cidos nucleicos. Esta interagdo é responsavel por fornecer
informacdo sobre a constituicdo bioquimica de varios sistemas bioldgicos
complexos, como 0s microrganismos e, a partir dai, oferecer informacées que
permitam a identificagdo com tempo de -cultura reduzido (NELSON;
MANOHARAN; SPERRY, 1992; BOARDMAN et al, 2016).

Dentre as técnicas Opticas, a espectroscopia Raman destaca-se por
tratar-se de uma técnica de medicdo da energia vibracional das ligacdes
guimicas das moléculas dos componentes celulares permitindo obter
informacdes sobre a estrutura molecular dos compostos sob analise. O
espalhamento Raman é um fendmeno de troca de energia entre o foton
monocromatico incidente e os estados vibracionais da molécula e depende da
mudanca na polarizabilidade a que se sujeita a nuvem eletrénica, mudanca
esta induzida pela vibracdo da molécula quando polarizada pelo laser. A
diferenca de energia entre os estados vibracionais fundamental e excitado
representa o espalhamento inelastico do material analisado (HANLON et al.,
2000). Neste contexto, a utilizacdo de técnicas Opticas, em especial a
espectroscopia Raman, € uma alternativa na identificacdo de microrganismos
relevantes e isto torna interessante analisar sua aplicacdo na identificacdo e

discriminacéo de cepas clinicas de diferentes espécies bacterianas.

1.1 Objetivos Gerais

O objetivo deste trabalho é avaliar a aplicacdo da espectroscopia
Raman na definicdo do padrdo espectral de oito espécies e um género de
bactérias isoladas de infeccbes (Enterobacter cloacae, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus spp, Listeria monocytogenes, Staphylococcus

aureus).
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1.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho séo:
- identificar quais picos apresentam diferencas estatisticamente
significativas entre as espécies bacterianas pelo método ANOVA;
- correlacionar a informacédo espectral presente nestes picos com a
composicdo quimica de cada bactéria em particular;
- desenvolver modelo de classificacdo por analise discriminante

utilizando os picos mais significativos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bactérias

As bactérias sdo seres unicelulares de estrutura simples, procariotos,
gque podem ser encontrados isoladamente ou associados a outros
microrganismos. O tamanho de sua célula pode variar, mas de maneira geral
tem entre 0,2 a 2 ym de didametro e 1 a 6 ym de comprimento, podendo agir
como sapréfitas e patogénicas no meio ambiente. (TORTORA et al., 2002;
KAYSER et al., 2005).

A morfologia basica das bactérias pode ser classificada nas formas de
cocos, bacilos e espirilos (Figura 1). Os cocos sdo normalmente redondos,
podendo ser ovais ou alongados, enquanto os bacilos assemelham-se a
bastonetes e o0s espirilos assemelham-se a virgulas ou vibrides. Outra
caracteristica também utilizada para a classificacao, principalmente nos cocos,
sdo seus arranjos apos sua divisdo, que podem se apresentar aos pares
(conhecidos como diplococos), em cadeias ou filas (estreptococos), grupos de
guatro (tétrades) ou oito (sarcinas) ou em cachos (estafilococos). Os bacilos
podem se apresentar em pares reconhecidos como diplobacilos ou em cadeias,
como estreptobacilos, no entanto a maioria se encontra em isolados.
(KONEMAN et al., 2001).

Figura 1 - Morfologia bacteriana: a) cocos, b) bacilos, c) espirilos (seta).
Fonte: KAYSER et al., 2005.
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2.2 Composicdo quimica das bactérias

Os microrganismos, assim como as demais células, sdo constituidos
por compostos quimicos, tanto os inorganicos (sédio, potassio, ferro, célcio,
cloro) quanto os orgéanicos (carboidratos, lipideos, proteinas e &cidos nucleicos)
(MARZOCCO; TORRES, 2005). Dos compostos inorganicos, a agua tem papel
primordial, representando de 65 a 75% da composicdo da célula bacteriana,
com papel na dissociacdo e separacdo das moléculas polares, agindo como
solvente dentro do citoplasma (MADIGAN et al., 2016). No entanto, ao se
retirar toda a agua presente na célula, verifica-se que mais de 96 % do seu
peso seco é formado por macromoléculas, em especial as proteinas que
correspondem a mais de 50%, seguida pelos acidos nucleicos, lipideos e
polissacarideos, conforme demonstrado na Tabela 1. As macromoléculas estéo
presentes nestas células na forma de associacbes quimicas de compostos
organicos e grupos funcionais ricos em carbono, com diversas funcées na

fisiologia bacteriana.

Tabela 1 - Macromoléculas (em peso seco) presente nas células bacterianas.

Molécula % (em peso seco)
Proteinas 55

DNA 3

RNA 21
Lipideos 9

Polissacarideos

Lipopolissacarideos 3

Fonte: MADIGAN et al., 2016.
2.2.1 Proteinas
As proteinas sdo o0s principais componentes das paredes celulares,

membranas celulares e estdo no citoplasma e no exoesqueleto. Possui funcao

enzimatica como catalisadora de diversas reagfes quimicas, estdo envolvidas
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na mediacdo de substancias entre o meio interno e externo das células
(atuando como transportadoras) e fazem parte de estruturas de locomocéo e
de fatores de viruléncia. Cumpre ainda papel como toxinas e exotoxinas nas
células patogénicas (MADIGAN et al., 2016). As proteinas séo estruturalmente
formadas por cadeias de 100 ou mais aminoacidos ancorados por ligacfes
peptidicas. Essas ligacdes unem dois ou mais aminoacidos onde o grupo
amino (-NH.) de um dos aminoacidos se liga ao grupo &cido carboxilico de
outro aminoacido por ligacdes covalentes (CHAMPE et al., 2012). O nimero de
aminoacidos na cadeia polipeptidica de uma proteina pode variar de 100
aminoacidos até 10.000 aminoacidos e € a quantidade, o tipo, a sequéncia e a
forma com que os aminoacidos se apresentam na cadeia polipeptidica que

determinar&o a estrutura e a fungéo da proteina.

2.2.2 Polissacarideos

Os carboidratos sdo compostos organicos formados de carbono,
hidrogénio e oxigénio, formando um grande nimero de compostos organicos
com destaque para 0s acgUcares e amidos que desempenham fungdes vitais na
célula. Na sua maioria podem ser representados pela férmula geral (CH2O)n,
onde n indica as unidades de CH20 na molécula (CHAMPE et al, 2012). Com
base no tamanho da molécula séo classificados em monossacarideos,
dissacarideos e polissacarideos unidos por ligacdes glicosidicas. Cadeias
relativamente menores  de monossacarideos  sdo  denominadas
oligossacarideos e alguns tem grande relevancia biolégica como aqueles
contendo 4, 5, 6 e 7 atomos de carbono, com destaque para a glicose (Ce), por
ser o mais abundante dos aclUcares com funcédo energética e para as pentoses
(Cs) que sado componentes basicos dos acidos nucleicos.

Os acucares podem ser utilizados de forma imediata no metabolismo
celular ou entdo serem armazenados como reservas de energias na forma de
macromoléculas, formando as paredes celulares das bactérias, através do
peptideoglicano (MADIGAN et al., 2016). Sua versatilidade permite associar-se

a outras macromoléculas formando polissacarideos como glicoproteinas,
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glicolipideos e lipopolissacarideos — LPS que além de papel estrutural nas
bactérias, desempenham propriedades como de fatores de Vviruléncia
bacterianos (KONEMAN et al., 2001).

2.2.3 Lipideos

Sao moléculas apolares, insolUveis em agua e com formacdo béasica
com atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio. Depois das proteinas sdo os
compostos organicos em maior abundancia nas células vivas. Os lipidios séo
divididos por suas caracteristicas estruturais, com formula geral representados
por CHs-(CH2)n-COOH, onde n é usualmente um numero par e aqueles de
interesse biolégico séo classificados em triglicerideos, fosfolipideos e esterdis
(CHAMPE et al., 2012).,incluindo o colesterol, presente nas células animais e

em algumas bactérias e micobactérias (MADIGAN et al., 2016).

2.2.4 Acidos nucleicos

Os acidos nucleicos, acido desoxirribonucleicos (DNA) e écido
ribonucleico (RNA), sdo moléculas de polimeros de nucleotideos. O primeiro €
responsavel por carregar todas as informacbes passiveis de serem
transmitidas para as células filhas, e o segundo é responsavel por expressar
essas informacdes e pela biossintese de proteinas. Os nucleotideos, por sua
vez, sao formados por uma base nitrogenada, uma pentose e um grupo fosfato.
As bases nitrogenadas sdo compostos ciclicos que podem apresentar-se de
duas maneiras: as purinas, conhecidas como adenina e guanina e as
pirimidinas conhecidas como citosina, timina e uracila. (ALLINGER, 1979).

As bases nitrogenadas sao o que diferenciam os acidos nucleicos ja
gue todas possuem as bases adenina, citosina e guanina, mas a base
pirimidina timina é exclusiva no DNA enquanto a uracila € exclusiva no RNA.
Outra caracteristica sao suas ligacdes covalentes entre as bases e 0s acucares

pentose. O DNA se liga em uma pentose conhecida como desoxirribose
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enquanto o RNA se liga a outra pentose com maior quantidade de oxigénio
conhecida como ribose. (CHAMPE et al., 2012).

A célula bacteriana possui um genoma, um citoplasma, uma membrana
citoplasmatica, parede celular e algumas ainda possuem uma capsula externa,
fimbrias ou flagelos. No citoplasma estédo presentes o cromossomo, plasmideo,
ribossomos e granulos de depdésito. A Figura 2 apresenta esquematicamente
uma célula bacteriana tipica com as principais estruturas externas e internas a

membrana citoplasmatica.
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Figura 2 - Esquema da célula bacteriana.
Fonte: KAYSER et al.,2005.

2.3 Classificacao das bactérias

As bactérias se diferenciam pela estrutura da parede celular, seus
componentes e fisiologia. Em relacdo a estrutura de parede celular séo
classificadas em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, de acordo com a
capacidade de retencdo do corante de Gram. Nas bactérias Gram-positivas,
aproximadamente 90% da parede sdo compostos de peptideoglicano e além
desta macromolécula, sdo encontradas proteinas e 4cidos teicéicos que podem
representar até 50% da massa seca da parede. JA a parede celular das

bactérias Gram-negativas tem uma composicdo quimica mais complexa
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conferindo propriedades bioquimicas e fisiologicas diferenciadas, com o espaco
periplasmatico formando um compartimento que contém uma alta concentracao
de enzimas de degradacdo e proteinas de transporte (JAWETZ et al., 1998).
Estas diferencas entre as paredes das bactérias estdo demonstradas na Figura
3.
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Figura 3 - Esquema das paredes bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas.
Fonte: MADIGAN et al., 2016.

2.4 Métodos para identificacdo de bactérias

2.4.1 Métodos convencionais para identificacdo de bactérias

A identificacdo microbioldgica ainda € vista como um grande desafio na
area diagnostica, necessitando de experiéncia laboratorial por parte do
profissional e a utilizacdo de métodos presuntivos. Quase sempre a
identificacdo se baseia na investigacdo de caracteristicas fenotipicas dos
microrganismos, no seu tempo de crescimento, na especificidade do meio de
cultura e na morfologia da col6nia microbiana apds o crescimento.

De uma maneira geral as rotinas de identificacdo das bactérias séo
baseadas nas caracteristicas fenotipicas, que requerem o0 uso de varias
técnicas para a determinacdo bacteriana guiados pelo Bergey’s Manual of

Systematic Bacteriology. O principio essencial é a definicAo de uma cultura
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desconhecida dentro do sistema de classificagdo taxonémica com base na
observacdo de um conjunto de caracteristicas que permitam a classificagao.

Os laboratorios clinicos trabalham com meios de cultura que permitem
0 crescimento e a manutencédo de bactérias para que reacdes basicas como as
de oxidase, catalase, taxa de fermentacdo ou a auséncia dela, auxiliem na
investigacdo microbiana. Estas técnicas de identificacdo geralmente requerem
uma primeira cultura onde as amostras de fluidos biol6gicos (sangue, urina,
liquido cefalorraquidiano etc.) sdo semeadas em meio de enriquecimento para
gue ocorra o crescimento do microrganismo. Apdés esta fase sao utilizados os
meios seletivos que permitem o isolamento de microrganismos relevantes na
analise e, a partir deste isolamento seréo realizados os testes morfologicos e
bioquimicos para a identificacdo. Estes sistemas exigem um tempo de
crescimento de 18 a 24 h para cada fase, resultando em dias para que se
obtenha o resultado, que podem variar de acordo com as necessidades da
bactéria avaliada. Neste contexto, o periodo que se leva para realizar a
identificacdo desde o recebimento do material do paciente até a liberacdo do
resultado € aproximadamente cinco dias, dependendo da categoria da bactéria
presente e da experiéncia do microbiologista ao analisar a amostra. Existem
alternativas relacionadas aos tipos de meios de cultura, como aqueles que
apresentam em sua formulacdo substancias indicadoras das principais
espécies bacterianas envolvidas nos processos infecciosos, porém o custo
destas metodologias € alto e, embora possam ser mais rapidos, ndo sdo tao
aplicados devido dificuldades de acesso de alguns laboratérios (D'SOUZA;
CAMPBELL; BARON, 2004).

Como dito anteriormente, as bactérias podem ser classificadas em dois
grupos: Gram-positivas e Gram-negativas e esta diferenca € evidenciada na
coloracédo idealizada por Christian Gram ja que as positivas sdo coradas em
roxo e as negativas em vermelho (McCLELLAND, 2001). O perfil morfolégico
pode ser fundamentado tanto na observacdo de estruturas microscopicas
guanto nas caracteristicas que as col6nias tomam ao crescer em meios de
cultura. Para algumas espécies pode-se utilizar dos chamados meios seletivos

gue permitem o crescimento de determinados grupos, porém sem fornecer
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identificag@o entre as espécies (MURRAY et al., 1999). Ha ainda os meios de
cultura diferenciais, nos quais sdo adicionados algum substrato cromogénico
ou fluorogénico que, hidrolisados por enzimas especificas das células
bacterianas, permitem a identificacdo macroscépica presuntiva de algumas
espécies (FALLON et al., 2003). No entanto, em determinadas situacées,
métodos adicionais baseados em outros perfis como o bioquimico deverdo ser
utilizados para a completa elucidagéo. Para isto, tém-se a disposi¢ao os testes
de fermentacdo de carboidratos apresentados geralmente na forma de kits
comerciais disponibilizados para este fim (SNYDER et al., 2008).

A caracterizacdo bacteriana patogénica é de extrema importancia na
definicdo das doencas infecciosas e diversos estudos sdo conduzidos para
esta pesquisa. Como exemplo, a ocorréncia de Legionella pneumophila foi
avaliada em amostras de pacientes hospitalizados com suspeita de infeccdo do
trato respiratério inferior e em amostras de agua que supriam este hospital,
uma vez que se trata de bactéria normalmente isolada de meios aquaticos
artificiais. Neste estudo a metodologia aplicada foi manual, com a semeadura
em meios seletivos e a identificacdo através de perfis morfolégicos e
bioquimicos. As amostras foram submetidas a incubacao em estufa a 37°C por
sete dias, sendo que o aparecimento de colbnias sugestivas ocorreu de trés a
quatro dias pos-incubacdo. Como parte do protocolo, as col6nias foram re-
semeadas e, a partir deste crescimento, foram realizadas as provas
bioquimicas para a confirmacdo da etiologia (CHAUDHURY et al.,, 2010).
Calcula-se que, do recebimento da amostra até a liberacdo do resultado
transcorreu aproximadamente sete dias, levando a uma terapia empirica até a
determinacao da etiologia da infeccao.

Gilligan et al. (2004) avaliaram a prevaléncia de Enterococcus spp. com
sensibilidade reduzida a vancomicina em amostras de parturientes atendidas
em um hospital universitario, casos em que a colonizacdo por Streptococcus
agalactiae também pode trazer sérios prejuizos ao neonato. Como forma de
profilaxia, a terapia com penicilina, eritromicina ou clindamicina é indicada, no
entanto como a resisténcia a estes antimicrobianos tem aumentado, a

utilizacdo da vancomicina tem sido sugerida na pratica clinica. O risco deste
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procedimento, baseados em protocolos empiricos, € favorecer o aparecimento
de cepas resistentes a esta droga e a transmissdo do gene responsavel a
outras bactérias Gram-positivas. Kumar et al. (2006) realizaram um estudo
retrospectivo avaliando as complicacdes do choque séptico e o inicio da
antibioticoterapia em 2.731 pacientes atendidos em diferentes unidades de
saude no periodo entre julho de 1989 a junho de 2002, mostrando a
importancia da terapia nas primeiras horas da admissédo hospitalar a fim de
diminuir os indices de mortalidade. A rapida identificacdo da bactéria para
posterior teste de sensibilidade é muito importante para a escolha do melhor
antimicrobiano e as técnicas rotineiras de confirmacdo da espécie bacteriana
levam varios dias para conclusao.

Como alternativa para reducédo dos tempos empregados nas rotinas
microbiologicas encontra-se disponivel comercialmente os meios de cultura
chamados de cromogénicos, que surgiram da necessidade de se abreviar o
tempo necessario para obtencdo dos resultados analiticos e simplificar o
trabalho. Estes meios empregam substancias que identificam atividades
enzimaticas diferentes e, a partir da interpretacdo das cores que a colonia
assume, podem sugerir 0 género e, em alguns casos, até a espécie bacteriana.
Fallon et al. (2001) compararam o desempenho de trés diferentes meios
cromogénicos na identificagdo de microrganismos causadores de infeccdes
urinarias. Para as infec¢cdes que tinham como agente Escherichia coli, o valor
preditivo positivo para estes meios foi superior a 97%, enquanto que, com 0O
uso do meio tradicional para pesquisa de patdégenos urinarios (CLED), este
valor foi de 78%. No entanto, para as amostras que apresentaram microbiota
mista por bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, estas Ultimas
apresentaram dificuldades no crescimento e na identificacdo demonstrando
gue, embora seja um recurso que consiga diminuir o tempo de identificacédo
bacteriana, para algumas espécies o resultado € duvidoso e como € baseada
na percepcdo das cores das coldnias pelo analista, pode se tornar subjetivo
tendo que se recorrer a provas bioguimicas para confirmacao.

Ainda neste contexto, também estd disponivel meio de cultura que

permite o crescimento seletivo e a identificagdo presuntiva de uma Unica
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espécie bacteriana. Em 2010 Louie et al. realizaram a identificacdo de 243
isolados de estreptococo de 1025 amostras bioldégicas encaminhadas para
analise, utilizando o método convencional e 0 meio cromogénico. Ap6s 48
horas de incubacgédo, o agar seletivo recuperou 240 cepas (98,8%) enquanto
gue a técnica convencional identificou 201 isolados (82,7%), indicando uma
maior sensibilidade quando comparado as técnicas de rotina. No entanto, 50
amostras (6,4%) que foram identificadas presuntivamente como Streptococcus
agalactiae eram outras espécies de estreptococos e Enterococcus spp.

A identificacdo das espécies de bactérias pode ser realizada por
diferentes métodos e, em varias situacdes um método € complementar ao
outro, de modo que estudos devem ser ampliados nesta area a fim de obter

métodos de identificacdo mais rapidos e precisos.

2.4.2 Aplicagbes da biologia molecular na microbiologia

A partir da década de 80, as técnicas moleculares comecaram a ser
utilizadas como uma alternativa aos meétodos fenotipicos na identificacdo
microbiana, permitindo aumento significativo no desenvolvimento de técnicas
moleculares para a deteccdo, identificacdo e caracterizacdo de bactérias
patogénicas. Avancos nos estudos de biologia molecular propiciaram o
desenvolvimento e emprego de varios métodos de tipagem molecular e estas
técnicas tem-se demonstrado bastante Gteis na identificacdo e discriminacéo
entre espécies com caracteristicas semelhantes e naquelas de dificil cultivo e
isolamento (WANG et al., 2011).

Técnicas genotipicas referem-se a caracterizacdo do DNA
cromossOémico, plasmidial ou total de um microrganismo, que sao
caracteristicas bem estaveis e estas técnicas moleculares tem aplicacdo direta
na deteccdo e caracterizacdo de bactérias patogénicas. Dentre essas se
destacam as fundamentadas na amplificacdo de sequéncias do DNA pela
reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR)
(MALORNY et al.,, 2003), que é uma técnica altamente sensivel, onde

peguenas quantidades de sequéncias de DNA ou RNA especificas podem ser
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enzimaticamente amplificadas até que sejam obtidas milhdes de coépias da
sequéncia alvo, tornando-se a técnica genética mais utilizada em diagnostico
microbiologico (TANG et al., 1997; KONEMAN et al., 2001)

Segundo trabalho de Haijing et al. (2009), a técnica da PCR permitiu a
caracterizacdo de diferentes espécies de micobactérias, com concordancia em
99,3% comparada a técnicas usuais. Tendo em vista que se trata de um
microrganismo fastidioso que, em condi¢des normais levam de quatro a oito
semanas para formar colbnias viadveis para andlise, a reducdo do tempo de
identificacdo resulta em terapia mais adequada com mais chances de
resolucdo do quadro infeccioso.

Um estudo realizado por Brigante et al. (2008) comparou duas
metodologias para a identificacdo fenotipica de espécies de Staphylococcus
spp coagulase negativa. Foram avaliados 200 isolados bacterianos, sendo que
23 (11,5%) foram discordantes. Mesmo realizando a repeticdo dos testes, a
definicdo das espécies so foi alcancada realizando-se testes genotipicos. Law
et al. (2015) compararam varias metodologias baseadas em biologia molecular
na deteccdo de patdégenos envolvidos em contaminacdo de comida, avaliando
estes métodos como rapidos, mais sensiveis e especificos quando comparados
a metodologia classica de identificacdo porém a necessidade de profissional
especializado e a instrumentacdo podem dificultar o acesso a essas
metodologias.

A biologia molecular tem se mostrado como uma ferramenta
promissora no campo microbiolégico, quando aplicada em casos que a
metodologia de identificagdo microbiana convencional apresenta resultados
inconclusivos. Embora seja possivel adquirir resultados rapidos com as
técnicas, estudos empregando as técnicas moleculares tém apontado
dificuldades nestas abordagens, principalmente em relacdo ao custo dos
materiais empregados, como por exemplo, dos “primers”, a complexidade na
interpretacdo dos dados e na metodologia dos procedimentos e a necessidade
de pessoas preparadas na manipulacao e realizacdo das técnicas. Tendo isto
em vista, Wu et al. (2007) desenvolveram uma metodologia baseada na

identificagdo genotipica de espécies de micobactérias que, comparada as
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técnicas manuais, apresentou alto indice de sensibilidade e especificidade,
com coeréncia de 99,1%. No entanto, mesmo necessitando de menos
recursos, ainda seria necessaria a amplificacédo através da PCR.

Diante das dificuldades metodologicas na identificacdo microbiana,
devem ser avaliadas e propostas técnicas que sejam répidas, com custos
reduzidos, que proporcionem resultados reprodutiveis e de baixa complexidade
dos procedimentos laboratoriais, a fim de melhorar e facilitar o diagndéstico dos
agentes etiologicos das principais doencas infecciosas.

2.4.3 Aplicagdes das técnicas opticas na area bioldgica

A interacdo da luz com tecido tem sido usada para reconhecer
alteracoes biologicas desde meados da década de 1800 (MANTSCH et al.,
1996). Com o desenvolvimento de novas fontes de luz, lasers, detectores e
fibras Opticas, a partir de meados dos anos 1990, estas interacdes puderam ser
medidas quantitativamente auxiliando na obtencdo de informacdes sobre a
estrutura bioquimica e alteragbes fisiolégicas ou patolégicas dos tecidos
estudados. O processo de interacdo entre a radiacdo eletromagnética e a
matéria € analisado pela espectroscopia e o registro desta interacdo € dado
pelo espectro. De um modo geral, a incidéncia da radiacdo sobre a molécula
pode gerar uma transicao entre os estados energéticos da mesma, de acordo
com a energia da radiacao incidente sobre esta molécula. As transicdes entre
0s estados ocorrem de maneira diferenciada, sendo transicdes eletrénicas,
vibracionais e/ou rotacionais. Para andlise de cada um desses tipos de
transicOes € utilizada uma técnica especifica: espectroscopia de fluorescéncia,
espectroscopia Raman, espectroscopia no infravermelho (NIRS) entre outras
(RICHARDS-KORTUM et al., 1996).

2.4.3.1 Espectroscopia de fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia € um método que vem sendo

explorado pelos cientistas para estudar fungbes e as modificagbes estruturais
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de biomoléculas em solucdes desde 1950 (TOURKYA et al., 2009) e diversos
trabalhos tém sido conduzidos na avaliacdo da aplicacdo desta técnica em
pesquisas microbioldgicas.

O trabalho de Giana et al. (2003) demonstrou a possibilidade do uso da
espectroscopia de fluorescéncia na diferenciagdo dos grupos bacterianos E.
coli, S. aureus e E. faecalis. As trés espécies foram discriminadas através da
PCA (Principal Component Analysis), com excelentes indices de sensibilidade
e especificidade. Bhatta et al. (2006) também aplicaram a espectroscopia de
fluorescéncia como forma de caracterizar microrganismos de reinos diferentes,
utilizando Lactobacillus (bactéria) e Saccharomyces (fungo). Tourkya et al.
(2009) investigaram a utilizacdo da fluorescéncia na identificacdo de quatro
géneros de bactérias ndo fermentadoras de glicose (Xanthomonas,
Stenotrophomonas, Burkholderia e Pseudomonas) que, por métodos
convencionais, geralmente resultam em perfis de dificil interpretacdo. Os
autores obtiveram boa correlacdo com a identificacdo genotipica, com
sensibilidade e especificidade superior a 90%, além de caracterizar as
diferentes espécies Pseudomonas utilizadas no estudo. Outra aplicacdo da
espectroscopia da fluorescéncia na microbiologia foi apresentada por Guo et al.
(2017), que utilizaram a técnica e um corante (laranja de acridina) na
guantificacdo de E. coli, obtendo a contagem em menor tempo e com bons

indices de identificacdo, quando comparados a metodologia classica.

2.4.3.2 Espectroscopia no infravermelho (NIRS)

A espectroscopia no infravermelho (“Near-infrared spectroscopy” -
NIRS) também vem se apresentando como uma potencial ferramenta na
identificacdo microbiana. Esta se baseia na interpretacdo do espectro de
absorcao do material obtido a partir da irradiacdo com radiacao infravermelha
monocromatica, mas com maior gasto de tempo para a obtencdo dos
espectros, visto que as medi¢cfes sdo realizadas em comprimentos de onda
discretos, intervalados por alguns nanémetros, e de alto custo na construcao

do monocromador.
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2.4.3.2.1 Espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier

Uma variante mais popular a NIRS € a espectroscopia no infravermelho
por Transformada de Fourier (FT-IR), que possibilita diminuicdo do tempo de
obtencao desses dados com aumento de qualidade (SCHMITT et al., 1998).

A fim de classificar as bactérias de acordo com o género pela técnica
FT-IR, Helm et al. (1995) analisaram 139 espectros de varias espécies
bacterianas. Ao avaliar espectros de Staphylococcus, Streptococcus e
Clostridium, as espécies de Staphylococcus foram agrupadas em um mesmo
grupo, que foi subdividido em dois subgrupos contendo as cepas coagulase
positivas e as coagulase negativas. No caso de Streptococcus, todas as
espécies foram agrupadas em um Unico grupo; no entanto, a despeito da
taxonomia para cocos e para bastonetes, os géneros Streptococcus e
Clostridium ndo puderam ser completamente separados dentro de dois grupos
distintos. Os diferentes espectros das cepas dos géneros Staphylococcus,
Streptococcus, Clostridium, Aeromonas, Pseudomonas e Legionella, e da
familia Enterobacteriaceae também foram investigados de acordo com a
positividade para coloracdo de Gram, e houve a separacdo de dois grupos de
cepas Gram-positivas e Gram-negativas.

Nieto et al. (2004) empregaram a espectroscopia FT-IR para diferenciar
cepas da familia Enterobacteriaceae (Proteus) e os géneros Staphylococcus e
Pseudomonas, definindo janelas espectrais para diferenciar as populacoes.
Neste estudo, foi selecionada a janela espectral de lipideos (2841 a 2986 cm™),
refletindo a diferenca lipidica na composicdo das bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, a janela de carboidratos (1180 a 1290 cm?) e a janela
denominada de verdadeiro “fingerprint” (805 a 944 cm), refletindo vibracdes
de grupos funcionais organicos caracteristicos de cada molécula. A partir dos
resultados, os autores diferenciaram as bactérias Gram-positivas das Gram-
negativas e observaram quatro subgrupos maiores que se associaram com 0S
géneros estudados. Dessa forma, concluiram que a espectroscopia FT-IR foi

capaz de classificar os microrganismos em diferentes niveis taxonémicos sem
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a necessidade de outros critérios, de maneira rapida e simples, utilizando
pequena quantidade de biomassa.

Kohler et al. (2015) avaliou a utilizacdo da FT- IR na caracterizagéo
bioquimica (em particular, caracterizacdo de lipideos) de cepas de
Saccharomyces cerevisiae comparados a técnica tradicional, encontrando boa
correlacdo entre os resultados, ressaltando os pontos positivos da utilizagéo da
técnica dptica.

2.5 Espectroscopia Raman

A interacdo da radiacao eletromagnética com a matéria pode originar o
espalhamento, que se trata da mudanca na direcdo de propagacédo da
radiacdo, podendo apresentar ou ndo uma mudanca de frequéncia. Nestas
situacOes, dois tipos de espalhamento podem ser observados: o espalhamento
elastico ou Rayleigh, onde a radiacdo sera espalhada na mesma frequéncia da
radiacdo incidente, e o espalhamento inelastico ou Raman, onde a radiacéo
sera espalhada em uma frequéncia diferente da radiacdo incidente (SMITH;
DENT, 2013). Este espalhamento inelastico de luz pode resultar tanto em um
féton de menor energia quanto em um foton de maior energia. No primeiro
caso, o foton incidente encontra a molécula em um estado vibracional
fundamental e o féton espalhado é decorrente da passagem a um estado
vibracionalmente excitado, e a diferenca de energia entre o foton incidente e o
espalhado correspondem, portanto, a energia necessaria para excitar este nivel
vibracional. Em outro caso pode acontecer do féton espalhado ter maior
energia que o foéton incidente, pois existe um namero de moléculas que, nas
condi¢cBes ambientes, ja estdo excitadas, e decaem ao nivel fundamental. No
primeiro caso tem-se o espalhamento Stokes (féton espalhado com energia
menor que a do incidente), enquanto que no segundo, o espalhamento anti-
Stokes (foton espalhado com energia maior que a do incidente), vistos na

Figura 4.
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Figura 4 - Tipos de espalhamento de luz: Espalhamento Rayleigh, Stokes e anti- Stokes.
Fonte: SALA, 2003.

O efeito Raman teve sua primeira publicacdo em marco de 1928, com
a descricdo de um experimento no qual era possivel visualizar o efeito de
espalhamento inelastico da radiacdo (RAMAN; KRISHNAN, 1928). O efeito
Raman envolve uma distorcdo momentanea dos elétrons distribuidos em torno
da nuvem eletrénica de uma molécula, seguida pela re-emissédo da radiacdo
enquanto esta nuvem retorna a sua configuracdo normal. Na forma distorcida,
a molécula fica polarizada e no efeito Raman esta ligado ao momento de dipolo
induzido na molécula pelo campo elétrico da radiacdo. Esta facilidade da
molécula se deformar sob acdo de um campo elétrico denomina-se
polarizabilidade e no caso particular do espalhamento Raman, esta
polarizabilidade deve variar durante a vibracdo para que as moléculas sejam
Raman ativas (SALA, 2003).

Os fétons que sdo espalhados tém uma energia maior ou menor em
relacdo a luz incidente. O ganho ou a perda de energia durante o processo de
espalhamento é causado pela interacdo do féton com os estados vibracionais
das ligacdes quimicas da amostra. Portanto, um espectro Raman tipico envolve
um namero de picos gque sdo indicativos de determinadas ligac6es quimicas e

suas vibracgoes. As linhas espectrais sédo fornecidas em funcdo de frequéncias
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denominadas deslocamentos Raman (“Raman shift’) que sdo expressas em
cm?! (FARIA et al., 1996).

As técnicas Opticas tém sido propostas visando identificacdo de
alteracbes patolégicas em células, tecidos e fluidos biolégicos, buscando
discriminagdo de doengas e estados metabdlicos alterados (MATTHAUS et al.,
2008). A espectroscopia Raman destaca-se por obter informacfes sobre a
estrutura molecular e ligacdes quimicas dos compostos sob andlise, gerando a
chamada impresséo digital das moléculas (HANLON et al., 2000).

As constantes inovacgbes e resultados envolvendo a espectroscopia
Raman possibilitaram o uso desta técnica como uma ferramenta de grande
valor nas analises de materiais biolégicos, ja que a emissdo de fluorescéncia,
gue € um sinal mais intenso que o espalhamento Raman, pode ser reduzido
com o0 uso de excitacdo laser em comprimento de onda mais proximo do
infravermelho (CAREY, 1999; HANLON et al., 2000) ou ultravioleta (UVRR)
(MANOHARAN, 1990). Com isto, técnicas como Raman ressonante,
espalhamento Raman intensificado por superficie (SERS), micro-Raman e
espalhamento Raman anti-Stokes coerentes (CARS) tém sido utilizadas nas
mais diversas analises e pesquisas envolvendo diferentes tipos de material
biologico (HUANG et al., 2010).

2.6 Aplicabilidade da espectroscopia Raman na microbiologia

Em microbiologia, ha uma crescente necessidade da rapida
identificacdo de microrganismos em amostras do meio ambiente, envolvidos
em Saude Publica e estudos clinicos. Para a situacdo que requer uma
identificacdo muito rapida de microrganismos especificos, uma opcéao € usar a
abordagem da espectroscopia, particularmente a Raman (HUANG et al., 2007;
PAHLOW et al., 2015).

A espectroscopia Raman é uma técnica ndo invasiva e simples, uma
vez que ndo se faz necessario o emprego de reagentes, nem a adicao de
corantes ou outras substéncias ou mesmo de solventes para a mensuracéo

espectral. Além disto, as analises espectrais sao realizadas sem que ocorra
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modificacdo ou preparacdo da amostra, permitindo que a composi¢cdo quimica
e estrutura morfolégica dos microrganismos e tecidos n&o sejam
comprometidas, mantendo a integridade dos espectros (HUANG et al., 2004).

Tendo isto em vista, alguns estudos tém sido conduzidos na tentativa
de verificar a possibilidade do uso desta técnica como ferramenta diagnoéstica.
Naumanm et al. (1995) realizaram um estudo incluindo cepas da familia
Enterobacteriaceae, Staphylococcus, Bacillus e Pseudomonas. Dois grupos
principais foram separados de acordo com a reacao pela coloracdo de Gram,
distinguindo entre Gram-positivo e Gram-negativo, com a identificagdo bandas
caracteristicas:  proteinas celulares (1500-1700 cm?) e fosfatos,
oligossacarideos e polissacarideos da parede celular (800-1300 cm?).

Em um estudo clinico prospectivo feito para identificar patdgenos
causadores de infeccbes na corrente sanguinea de pacientes hospitalizados,
Maquelin et al. (2003) analisaram 135 amostras de sangue das quais 129
apresentaram contaminacdo por bactérias. Estas amostras, devidamente
preparadas e cultivadas em agar Mueller Hinton, resultaram microcolénias
cultivadas por um periodo de 6 a 8 h, que foram avaliadas por espectroscopia
Raman (830 nm) diretamente na colénia no agar. A identificacdo destas cepas
resultou em 92,2% de acertos comparados as técnicas tradicionais, mostrando
a possibilidade do uso da espectroscopia Raman como ferramenta para uma
identificacdo microbiana rapida.

Em outro estudo realizado por Choo-Smith et al. (2001) com cinco
espécies microbianas (quatro bactérias e uma levedura, patégenos
clinicamente relevantes) registraram o espectro das microcoldnias diretamente
do meio de cultura depois de 6 h, 12 h e 24 h de incubacao e estabeleceram
uma base de dados. Neste trabalho os autores, usando a microespectroscopia
Raman (830 nm) e métodos estatisticos multivariados, conseguiram identificar
e separar em “clusters” os microrganismos de espécies diferentes, sendo que
esta separacdo foi melhor quando as medidas foram realizadas apés 6 h de
incubacdo. As amostras de 12 h e 24 h resultaram em maior heterogeneidade

espectral, concluindo-se a partir destes dados a necessidade da padronizacdo
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dos tempos de cultivo para a formacdo de um banco de dados aplicavel a
identificag&o.

Ainda neste contexto, Maquelin et al. (2000) realizaram um estudo
avaliando a influéncia que o meio de cultura poderia ter sobre o espectro
Raman obtido, bem como diferencas espectrais em funcéo da profundidade de
penetragdo do laser (830 nm) na colbnia. Foram utilizadas microcoldnias de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e
Enterococcus faecium crescidos em meio de Mueller Hinton ap6s 6 h de
incubacédo, em condi¢cdes adequadas para o0 crescimento microbiano. Embora
tenha utilizado apenas um tipo de meio, observaram-se a influéncia deste nos
espectros obtidos, como os picos referentes a agua entre 1550-1700 cm™?. Na
avaliagédo quanto a regido da microcolonia em que era realizada a incidéncia da
luz e coleta dos espectros (superficie ou em profundidade), foram verificadas
diferencas nos espectros, provavelmente devido aos diferentes niveis de
moléculas de RNA em regides de bordas comparativamente ao centro. Além
disso, os espectros diferentes mostraram picos de timina (749 cm?) e
fenilalanina (1004 cm?), indicando a presenca de outras substancias
biologicas.

Em uma andlise conduzida por Kirschner et al. (2001) foi realizado um
estudo com 18 cepas de espécies diferentes de Enterococcus spp. (E. faecium,
E. hirae, E. faecalis, E. duran, E. gallinarum e E. casseliflavus), comparando a
identificacdo fenotipica por métodos bioquimicos com a identificacdo por
técnica Raman (830 nm). Nesta analise, a espectroscopia Raman identificou
corretamente 17 das 18 cepas estudadas. Neste caso a espectroscopia
vibracional também se mostrou como uma ferramenta Gtil na discriminacdo de
espécies bacterianas.

Em 2004, Goodacre e Jarvis utilizaram 21 isolados de infeccdes de
trato urinario, sendo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Estas foram
cultivadas em agar sangue e, posteriormente, uma parte da biomassa foi
adicionada a uma solucdo coloidal de prata. Foram realizados 84 espectros
com técnica Raman ressonante (UVRR, 244nm) dos isolados e foi possivel a

distincdo entre as diferentes espécies. Porém houve similaridade entre dois
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espectros de Klebsiella spp. e E. coli, gue em analise mais apurada, detectou-
se algumas diferencas nas regides entre 480 e 800 cm™. Citrobacter spp.
exibiu um pico caracteristico em 677 cm?, atribuido a uma toxina produzida
pela bactéria, e os espectros de Enterococcus spp. e Proteus, embora
pertencentes a diferentes grupos, apresentaram um pico muito pronunciado em
730 cm, atribuido a N-acetil-D-glucosamina, presente em ambas as bactérias.
A andlise estatistica gerou dendogramas que permitiu a separacdo entre 0s
géneros.

Oliveira et al. (2012) avaliaram o potencial da espectroscopia Raman
na identificacdo e discriminacdo de sete diferentes géneros bacterianos
isolados de infeccbes de trato urinario e desenvolveram metodologia de
discriminacdo baseada nas diferencas espectrais entre as bactérias, utilizando
métodos estatisticos multivariados (PCA) e analise discriminante (distancia de
Mahalanobis), separando as espécies Gram-postivas das Gram-negativas com
100% de precisdo. A espectroscopia Raman também pode ser utilizada na
deteccédo de patdogenos em agua, conforme descrito em estudo de Montanari et
al. (2018), que utilizou a técnica na identificacdo de leveduras contaminando
agua que supria os equipamentos de hemodidlise de um hospital, que
comparada as técnicas tradicionais de classificagcdo, mostrou-se vantajosa
quanto ao custo e tempo gasto nas caracterizacoes.

Na tentativa de melhorar a qualidade dos sinais gerados e aumentar a
relacédo sinal/ruido, estudos tém utilizado o espalhamento Raman intensificado
por superficie (SERS), que é uma técnica que aumenta o espalhamento
Raman por moléculas adsorvidas em superficies de nanoesferas de metais
(ouro, prata e cobre sdo o0s mais comuns) ou superficies metélicas
nanoestruturadas (NOLAN et al.,, 2011; CHISANGA et al.,, 2018). Jarvis e
Goodacre (2008) realizaram uma revisdo da literatura, demonstrando a
utilidade da técnica SERS (785 nm) na identificacdo de possiveis agentes de
guerra bioldgica, como os esporos de Bacillus anthracis, no entendimento do
perfil metabdlico dos microrganismos e no monitoramento de bioprocessos,
como a producdo da penicilina através da fermentacdo do fungo Penicillium

chrysogenu.
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Ainda neste contexto, outro estudo conduzido por Osorio-Roman et al.
(2010) avaliaram a caracterizacado do antigeno O (componente especifico das
paredes bacterianas) de bactérias E. coli O16 e Salmonella typhimurium,
importantes agentes de infecgfes intestinais. Através da SERS, os espectros
gerados foram diferentes o suficiente para permitir a caracterizacdo destes
microrganismos: as bandas vibracionais nas regides entre 430 e 600 cm™ sdo
Unicas para os antigenos das cepas de Salmonella, enquanto os picos em 724
e 1578 cm sdo observados nos antigenos de E. coli. Sundaram et al. (2013)
realizaram a identificacdo e classificacdo de quatro espécies diferentes de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Salmonella typhimurium,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Listeria innocua) in vitro, envolvidos
na contaminagdo de alimentos e desenvolveram um modelo de discriminagéo
baseado em PCA, com excelente indice de classificacdo, com 97% de acertos.
O estudo realizado por Chen, Premasiri e Ziegler (2018) avaliou a aplicacdo da
técnica SERS para identificar os dois principais patdgenos responsaveis por
doencas sexualmente transmissiveis (DST): Neisseria gonorrhoeae e
Chlamydia trachomatis, correlacionando seus espectros com 0s principais
elementos presentes nas bactérias. Nos espectros de N. gonorrhoeae, a
contribuicdo da guanina, adenina e NAD*/NADH é mais evidente, enquanto
para C. trachomatis o espectro reflete principalmente as proteinas presentes na
superficie da bactéria. Com isso, os autores sugerem que a determinacédo dos
constituintes da célula bacteriana e sua caracterizacdo espectral possam
dispensar a etapa do cultivo e permitir a identificac&o direta da célula em tempo
menor.

Wu et al. (2014) usaram SERS para identificar P. aeruginosa
diretamente do material biolégico de pacientes com fibrose cistica e pacientes
controle, e o modelo discriminatorio PLS (Partial Least Squares) foi capaz de
discriminar as amostras de infeccdo daqueles sem infeccdo com 99,3% de
sensibilidade e 99,6% de especificidade, além de discriminar amostras de
pacientes com doenca de pacientes saudaveis com 97,5% de sensibilidade e

100% de especificidade, demonstrando o potencial de usar a técnica em
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amostras bioldgicas como uma ferramenta de diagndstico rapido para detectar
infeccdes bacterianas

Assim, a espectroscopia Raman vem se mostrando como uma
ferramenta no estudo das caracteristicas quimicas e estruturais das células,
apresentando-se como uma técnica altamente sensivel e especifica. O
espectro Raman fornece um numero de picos que descreve a composicao
molecular destas células, sendo estes picos sensiveis a mudancas estruturais,
variacOes de interacdes intra e inter molecular, constituicdo de membrana e a
interacdo lipideo-proteina. Dado o interesse por métodos rapidos de analise
microbioldgica, os estudos envolvendo o emprego da espectroscopia Raman
na identificagcdo de microrganismos visa agilizar os processos de identificacao
microbiana por métodos mais rapidos e menos dispendiosos e com isto

aperfeicoar os procedimentos laboratoriais.

2.7 Quimiometria

A quimiometria pode ser definida como a aplicacdo de métodos
matematicos, estatisticos e de ldgica formal para o tratamento de dados
guimicos, de forma a extrair uma maior quantidade de informacdes e melhores
resultados analiticos. Ela enfoca o estudo de medidas analiticas baseando-se
na idéia da observacédo indireta, relacionando essas medidas a composicao
guimica de uma substancia e deduzindo o valor de uma propriedade de
interesse através de alguma relacdo matematica.

A quimiometria pode ser dividida em areas aplicadas atualmente como:
processamento de sinais analiticos, planejamento e otimizacdo de
experimentos, reconhecimento de padrdes e classificacdo de dados, calibracao
multivariada, modelagem de processos multivariados, métodos de inteligéncia
artificial, dentre outras (BRUNS; FAIGLE, 1995).

Grande parte do sucesso da espectroscopia Raman na area biomédica
deve-se a utilizacdo de ferramentas quimiométricas. Uma das principais
aplicagbes da quimiometria foi na area de espectroscopia molecular. Com o

uso das ferramentas quimiométricas foi possivel analisar dados de maior



42

complexidade, dados com baixa resolugdo do sinal analitico e analise
simultanea de varios compostos. A combinacao da espectroscopia Raman com
a quimiometria permite a criacdo de metodologias mais rapidas, reducao do
uso de reagentes, menor custo de analise e simplificacdo no preparo das
amostras (MOROS; GARRIGUES; GUARDIA, 2010).

Os métodos de reconhecimento de padrdes permitem identificar
similaridades e diferencas nas propriedades das amostras e/ou variaveis e
classifica-las de acordo com tais caracteristicas. Esses métodos séo divididos
em dois segmentos: 0s de treinamento ndo-supervisionado e os de treinamento
supervisionado. Os métodos de treinamento nao-supervisionados nao
requerem nenhuma suposicao inicial sobre a estrutura dos dados, o objetivo &
encontrar agrupamentos naturais. A analise por componentes principais (PCA)
€ um dos métodos mais utilizados e difundidos para esse tipo de estudo (BRO;
SMILDE, 2014).

Os métodos de treinamento supervisionados sdo aqueles que
necessitam de alguma suposicao inicial sobre o sistema em estudo e sao
empregados para prever se uma amostra pertence a uma determinada classe
previamente estabelecida, como por exemplo, a analise discriminante por
minimos quadrados parciais (PLS, do inglés, Partial Least Squares) (BARKER;
RAYENS, 2003).

Nesta tese foi abordado somente o método empregado no tratamento

de dados deste estudo.

2.7.1 Andlise discriminante pelas distancias

Na analise e interpretacdo dos dados, as observacdes podem ser
agrupadas segundo algum tipo de métrica de distancia, permitindo avaliar a
extensdo e a direcdo dos afastamentos entre os valores médios das variaveis
usadas na discriminacado, que sao agrupadas conforme medidas de correlacéo
ou associacdo. As medidas de distancia sdo consideradas medidas de

dissimilaridade, pois quanto maior os valores, menor é a semelhanca entre as
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amostras (FAVERO et al., 2009). As principais medidas de distancia nas
analises discriminantes sao:

- Distancia Euclidiana: distancia entre duas observacdes correspondente a raiz
guadrada da soma dos quadrados das diferencas entre os pares de
observacfes para todas as p variaveis.

dij = [X(xi — x)?]42 (1)

- Distancia Euclidiana quadratica: a distancia entre duas observagdes (i e j)
correspondente a soma dos quadrados das diferencas entre essas

observacdes para todas as p variaveis.

dij = [(xi — x) A (xi — x))]2 (2)
onde A é a matriz identidade.

- Distancia de Mahalanobis: é a distancia estatistica entre dois individuos i e j,
considerando a matriz de covariancia S para o célculo das distancias. E um
parametro util para determinar a semelhanca (ou diferenca) dos dados de um
grupo quando comparado a outro grupo e também para verificar a coesao do
agrupamento da nuvem de pontos experimentais, visando analise

discriminante.

dij = [(xi — X)) TS (xi — x)]*/2 (3)

2.7.2 Andlise Discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA)

O PLS-DA é considerado um método supervisionado, no qual se deve
ter um conhecimento inicial sobre as classes do conjunto de amostras. As
classes séo definidas baseadas no conhecimento prévio do sistema ou através
de uma analise exploratoria (PCA, por exemplo). O objetivo da regressao PLS

€ prever as concentracdes Y a partir dos dados multivariados X.
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O modelo de classificacdo PLS-DA pode ser construido a partir de
algoritmos da regressédo multivariada por minimos quadrados parciais. O PLS é
um tipo de calibracdo inversa, onde se busca uma relacdo direta entre a
resposta instrumental e a propriedade de interesse (qualitativa ou quantitativa)
e é construido em duas etapas: calibracao e validacdo. Em uma primeira etapa,
tanto a matriz de dados independentes X (variaveis espectrais) a ser projetada
em novo sistema de coordenadas, como a matriz dependente Y (amostras) séo
decompostas simultaneamente. Tanto a matriz X como a matriz Y,
decompostas no novo sistema de coordenadas, séo representadas por T e U
(“scores”), que representam a projecédo dos valores das amostras no espacgo, e
P e Q (“loadings” ou “pesos”), que sado o0s cossenos dos angulos entre as
variaveis originais e 0s componentes principais, representando, portanto o
guanto uma variavel original contribui para um determinado componente
principal, conhecidos como variaveis latentes. Uma grande vantagem do
modelo de regressédo PLS é a sua robustez, ja que os parametros do modelo
nao se alteram de maneira significativa quando novas amostras sao
acrescentadas ou retiradas do conjunto de calibracdo (GELADI; KOWALSKI,
1986).

A etapa seguinte é a de validacdo, onde as variaveis de saida, obtidas
através do conjunto de dados de calibracdo, sdo utilizadas para obter a
classificacdo do novo conjunto de amostras. Um dos métodos mais utilizados
para efetuar a validagao é a chamada validagéo cruzada “leave-one-out”. Neste
tipo de validacao, retira-se uma amostra do conjunto de calibracdo e constroi-
se 0 modelo com as demais; depois, 0 modelo construido € usado para prever
a classificacdo da amostra que foi retirada inicialmente e calcula-se o erro de
previsdo. Esse procedimento é repetido tantas vezes quantas for o nimero de
amostras, até que todas as amostras tenham sido validadas.

Este modelo de validacdo cruzada é particularmente atil quando ha
pequeno namero de amostras, inviabilizando a separacdo dos dados em dois
grupos, um para a obtencéo do modelo (célculo dos scores e loadings para as
matrizes X e Y originais) e outro para a validagdo (teste do modelo em

amostra).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem e cepas utilizadas no estudo

Foram utilizadas 115 cepas clinicas obtidas a partir de material
biolégico (urina, secre¢des e liquor) encaminhado ao Laboratério Municipal de
Jacarei (SP) para andlise. Este material foi transportado seguindo os
procedimentos adotados para o transporte de material contaminante. Na
Tabela 2 estdo descritas as diferentes bactérias utilizadas neste estudo,
selecionadas devido sua relevancia nos quadros infecciosos e 0 nimero de

cepas para representar a variagao bioldgica entre as espécies.

Tabela 2 - Identificacdo bioquimica das espécies bacterianas utilizadas no estudo e quantidade
de cepas por grupo.

Gram-negativas Gram-positivas
Enterobacter cloacae (8 cepas) Enterococcus spp.* (14 cepas)
Escherichia coli (14 cepas) Listeria monocytogenes (14 cepas)
Klebsiella pneumoniae (14 cepas) Staphylococcus aureus (15 cepas)

Morganella morganii (7 cepas)
Proteus mirabilis (15 cepas)

Pseudomonas aeruginosa (14 cepas)

* género Enterococcus

Estas bactérias foram identificadas morfo-tintorialmente através da
coloracdo de Gram e por testes bioquimicos através da utilizacdo de meio de
identificacdo para bacilos Gram-negativos: EPM MILI para as cepas de
Escherichia coli (PROBAC DO BRASIL, MS: 10104030068) e APl 20E
(BioMérieux Brasil S.A., MS: 10158120563) para as demais cepas. A
identificacdo dos cocos Gram-positivos foi realizada através de testes
padronizados para estes géneros: para Staphylococcus aureus utilizou-se a
prova da coagulase em tubo e a sensibilidade a novobiocina e para
Enterococcus spp. realizou-se as provas de crescimento em NaCl a 6,5% e a

utilizacédo da bile esculina. No caso de Listeria monocytogenes, realizou-se 0s
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testes de catalase, oxidase, motilidade, reducéo de nitrato, VM-VP, B-hemdlise
e fermentacdo de carboidratos (xilose, manitol e ramnose). As espécies foram
submetidas a testes de sensibilidade a antimicrobianos através do método
semi-quantitativo baseado em difusdo (Kirby-Bauer) para que cepas sensiveis

fossem selecionadas para o experimento.

3.2 Preparo das amostras

As cepas das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas foram
cultivadas em agar Mueller Hinton, ja que em estudo preliminar € o que
apresenta menor interferéncia no espectro Raman das bactérias crescidas em
meio de cultura solido, excecao feita para as cepas de Enterococcus spp., que
apresentou dificuldade de crescimento sendo substituido pelo agar sangue
(OLIVEIRA et al., 2012). Um dia antes da analise espectral, as cepas foram
semeadas por esgotamento em placas contendo o meio de cultura e incubadas
a 35°C + 2° por 16-18h. As placas foram entao acondicionadas e transportadas
para o Laboratério de Espectroscopia Raman.

No momento da avaliacdo espectral, uma pequena quantidade de
biomassa foi cuidadosamente removida das colonias na superficie do meio
agar com o auxilio de uma alca descartavel de volume de 10 pL e disposta em

um pedaco de papel aluminio (Figura 5).

Figura 5 - Irradiagdo das amostras de bactérias, dispostas em papel aluminio, para coleta dos
espectros Raman via “Raman probe” a uma distancia focal de 10 mm da extremidade do
“probe”.
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3.3 Aquisicao dos espectros

Os espectros Raman foram adquiridos em um espectrometro Raman
dispersivo (Lambda Solutions, Inc., MA, EUA, modelo P1) conforme diagrama
esquematico apresentado na Figura 6a e foto na Figura 6b, que utiliza como
fonte de excitagdo um laser de diodo em 830 nm (infravermelho préximo)
acoplado a um cabo de fibras épticas “Raman probe”, obtendo-se na saida do
cabo 6ptico 300 mW de poténcia laser. A coleta do sinal luminoso espalhado
pela amostra € efetuada pelo “Raman probe” e este é acoplado ao
espectrometro, que possui um espectrografo com grade de difracdo de 1.200
linhas/mm acoplado a uma camera CCD “back thinned, deep-depletion” de
1340X100 pixels refrigerada termoeletricamente a -75°C (Peltier). A aquisicao e
0 armazenamento dos espectros é realizada por um microcomputador PC
utilizando o software RamanSoft (Lambda Solutions, Inc., MA, EUA, modelo P1
micro-Raman), que controla o tempo de exposi¢cdo do detector e 0 numero de
aquisicoes por amostra e realiza o armazenamento dos espectros para
posterior andlise e interpretacdo. O tempo de exposi¢do para a obtencdo dos

espectros foi de 5 s com 10 acumulagdes por espectro.

Espectrometro Raman

CCD

Espectrégrafo

Sonda Raman
AWLI\L_ usB

== -
| y == :
Porta-amostra P N
Computador

(@)

Figura 6 - (a) diagrama esquematico do espectrdmetro Raman dispersivo (modelo P-1)
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(b)

Figura 6 - (b) foto do aparelho Raman dispersivo.

A fim de determinar a reprodutibilidade dos resultados, todas as cepas
foram analisadas em cinco repeticbes a partir de culturas independentes de
cada cepa da bactéria estudada.

3.4 Pré-processamento e analise estatistica dos espectros

Nesta etapa, 0s espectros precisaram se tornar adequados para serem
comparados na etapa da analise, jA que podem existir alguns sinais que nao
serdo usados incluidos neles durante sua aquisi¢cao, que sao minimizados sem
prejuizo do sinal coletado. Para isso, ap0s a coleta os espectros Raman foram
submetidos a uma etapa de pré-processamento para remocao da fluorescéncia
de fundo (sinal de “background”), com a correcéo da linha de base, através da
subtracdo de um polinbmio de 72 ordem ajustado em toda a faixa espectral e

remocéao de “spikes” provenientes de raios cosmicos (Figura 7).
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Figura 7 - Espectro de bactéria S. aureus demonstrando a remogdo do “background”
fluorescéncia por polinbmio de ordem 7 (linha verde na Figura) ajustado em toda a faixa
espectral. A: espectro com “background” de fluorescéncia e B: espectro com a fluorescéncia
removida.

Os espectros foram normalizados pela area sob a curva (norma 1) e o
espectro médio de cada tipo de bactéria foi calculado. Espectros com baixa
relacéo sinal-ruido devido a alta auto-fluorescéncia foram retirados do estudo
antes da analise discriminante (68 espectros retirados: 16 E. coli, 4 E. cloacae,
5 Enterococcus spp, 9 K. pneumoniae, 10 L. monocytogenes, 12 P. mirabilis,
11 P. aeruginosa, 1 S. aureus). O critério adotado foi retirar espectro com
relacéo sinal-ruido menor que 5, sendo o ruido obtido pelo calculo do desvio
padrdo na faixa espectral entre 430 e 460 cm? e o sinal como sendo a
intensidade do pico mais intenso em 1450 cm?. Os espectros médios do
conjunto de bactérias foram entdo plotados utilizando o software Microsoft
Excel no intervalo de 400 a 1800 cm™ com o intuito de verificar diferencas
visuais comparativamente aos sinais Raman das espécies bacterianas
estudadas. A posicdo em Raman shift dos picos foram marcados para a analise
estatistica visando verificar picos com diferencas nas intensidades que
pudessem ser relacionados com as diferencas na composi¢cao bioquimica das

bactérias.
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3.5 Avaliacédo dos picos do espectro usando andlise de variancia (ANOVA)

A fim de verificar se existe diferenca significativa entre os espectros
das diferentes bactérias utilizadas neste estudo e buscando identificar quais
destes picos sdo 0s mais importantes para a diferenciagdo bacteriana, as
intensidades dos picos mais proeminentes foram avaliadas através da andlise
de variancia (ANOVA).

A andlise de variancia testa a hip6tese de que as médias de trés ou
mais populac¢des sdo iguais, avaliando a importancia de um ou mais fatores
comparando as médias das varidveis de resposta em diferentes niveis dos
fatores. Com isso a analise da variancia avalia se a diferenca observada entre
as médias sdo estatisticamente significantes, analisando as varia¢gdes dentro
da amostra e entre as amostras. A resposta da analise de variancia é obtida
com o teste de hipotese. Hipdtese é uma resposta provisoria a qual, de acordo
com certos critérios, sera rejeitada ou ndo, havendo em estatistica dois tipos:

- Hipotese Nula (Ho): é a que vai ser testada. E a hipotese sobre a qual
devem ser obtidas evidéncias para rejeita-la, sendo a afirmacdo ou ponto de

partida do teste de hipoteses. Afirma que as k populacdes tem a mesma média:

Ho: H1=p2=Ms=... kk (4)

- Hipotese Alternativa (H1): E a hipotese que fica no lugar de Ho,

afirmando que nem todas as médias das k populac¢des sao iguais.

O calculo da ANOVA foi realizado com o programa estatistico
GraphPad InStat (versédo 3.00, GraphPad Software, San Diego California USA,
www.graphpad.com) para informacfes mais detalhadas sobre as diferencas
entre as médias, foi usado o método de mdltiplas comparacées de Tukey, que
avalia a magnitude dessas diferencas, com as comparacdes destes picos entre
todos os 37 pares de grupos das cepas de bactérias, adotando nivel de
significancia de 5% (p<0,05) para rejeitar a hipotese de igualdade entre os

picos. Cada analise gerou um relatdrio que foi utilizado para identificar os picos
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que apresentaram o maior numero de comparacfes de pares de grupos com

diferenca estatistica.

3.6 Discriminagcdo bacteriana utilizando picos mais significativos
selecionados pelo ANOVA e utilizando todo o espectro

O teste ANOVA aplicado aos dados permitiu concluir que todos os
picos possuiram diferencas estatisticamente significativas entre si. Em uma
primeira analise, através do pés-teste de Tukey, foram identificados os picos
gue apresentaram as maiores significancias estatisticas entre os pares de
grupos e estes picos foram utilizados na analise discriminante. As intensidades
destes picos foram submetidas a uma rotina de discriminacdo baseada na
funcdo classify.m no software Matlab (The Mathworks Inc., Natick,
Massachusetts, USA, versao 2007), utilizando-se para a classificacao a analise
discriminante baseada nas distancias. Outro modelo utlizado para
discriminacdo foi o PLS, e neste modelo ndo houve selecdo de picos,
utilizando-se, portanto todo o espectro Raman obtido na irradiacdo das

diferentes espécies bacterianas.

3.6.1 Discriminacao pelas distancias (dissimilaridade)

As medidas aplicadas nesta analise discriminante foram a distancia
linear (Euclidiana), a distancia quadratica e a distancia Mahalanobis. No
presente estudo, a distancia quadratica foi a que apresentou melhor

modelagem discriminatoria.
3.6.2 Discriminacao pelo PLS-DA
Uma segunda analise discriminante foi realizada utilizando o PLS-DA

(BARKER; RAYENS, 2003) com validacdo cruzada “leave-one-out”

empregando todo o espectro, com o numero de variaveis latentes escolhidas
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automaticamente pelo modelo através de uma interface quimiometrica (NUNES
et al., 2012).

O modelo de regressdo PLS é um modelo de regressdo multivariada
baseado em variaveis latentes, usada nesta andlise, pois consegue modelar a
relacdo entre medidas espectrais (obtidas pelo Raman), que incluem muitas
variaveis frequentemente correlacionadas entre si, e a bactéria analisada. Na
regressao PLS, a énfase estd em desenvolver modelos preditivos, ou seja,
prever as concentracdes Y a partir dos dados multivariados X.

Os resultados tanto da discriminacao através da distancia quadratica
guanto da discriminacao pelo PLS foram organizados em uma tabela de matriz
de classificacdo que relaciona o niamero de bactérias discriminadas por estes
modelos e o niumero de bactérias em cada grupo (discriminacdo Raman versus
teste bioquimico tradicional). As etapas descritas na metodologia estdo

ilustradas no diagrama de blocos na Figura 8.
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Figura 8 — Diagrama de blocos mostrando as etapas da metodologia da pesquisa.



4 RESULTADOS

4.1 Espectros Raman das diferentes espécies bacterianas
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A fim de se desenvolver uma técnica Optica de identificacdo de

bactérias foram obtidos espectros das bactérias conforme Tabela 3.

Foi calculada a média aritmética dos espectros de cada bactéria,

totalizando nove médias espectrais, as quais foram normalizadas e plotadas. A

Figura 9 ilustra os espectros médios e os desvios padrdes de cada espécie

bacteriana e na Figura 10 podem-se observar as médias dos espectros

sobrepostos, no intervalo de 400 a 1800 cm™.

Tabela 3 - NUmero de cepas de cada espécie de bactéria e nimero de espectros obtidos e

usados de cada espécie.

Espécie identificada por Numero de Numero de Numero de
testes bioquimicos cepas espectros espectros
obtidos usados
Escherichia coli 14 70 54
Klebsiella pneumoniae 14 61 52
Enterobacter cloacae 8 38 34
Proteus mirabilis 15 71 59
Pseudomonas 14 67 56
aeruginosa

Morganella morganii 7 35 35
Staphylococcus aureus 15 64 63
Enterococcus spp.* 14 67 62
Listeria monocytogenes 14 70 60

* género Enterococcus

Os espectros Raman das diferentes bactérias apresentam picos em

posicles especificas e caracteristicos da constituicdo bioquimica das mesmas

e a Tabela 4 apresenta a tentativa de atribuicdo destes picos conforme a

literatura Raman ja publicada.
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Na andlise espectral da Figura 10 observou-se a semelhanca entre os
espectros das diferentes espécies, representada pelos picos nas mesmas
posicdes e intensidade para todas as bactérias analisadas, reflexo da
composicdo bioquimica bastante semelhante entre elas. Os picos de proteina
aparecem principalmente na faixa entre 850 e 1500 cm, &cidos graxos
aparecem na faixa entre 980 e 1600 cm, picos de carboidratos entre 850 e
1100 cm? e acidos nucleicos aparecem entre 650 e 1500 cm™ Observou-se
gue o pico em 1380 cm esta presente mais intenso nas bactérias classificadas
como Gram-positivas (S. aureus e Enterococcus spp.) e se correlaciona com o
pico em 540 cm? (r = 0,78) uma vez que provém do mesmo constituinte da
parede bacteriana (Figura 11), atribuido ao peptideoglicano. Os picos em 727,
857, 905 e 1421 cm' estdo presentes em ambos 0S grupos, porém em
intensidade maior nas Gram-positivas, 0 que poderia indicar maior
concentracdo de peptideoglicanos e acidos teicurdnico e teicdico na parede
destas (NAUMANN et al., 1982; GOODWIN, 2006). S. aureus possui picos
caracteristicos em 1162, 1291 e 1519 cm, que podem ser atribuidos aos
pigmentos da familia dos carotendides (MAQUELIN et al., 2009), tipico deste
microrganismo. Enterococcus spp., P. aeruginosa e L. monocytogenes
apresentaram o pico em 785 cm* pouco mais intenso quando comparado as
outras espécies e este pico se correlaciona com o pico em 813 cm™ (r = 0,85),
ambos atribuidos a contetdo do material genético destas bactérias (Figura 12).
As bactérias M. morganii. e P. mirabilis apresentaram pico com maior
intensidade em 1005 cm™* quando comparado as outras espécies. O pico em
759 cm? possui intensidade reduzida em S. aureus e Enterococcus spp.. O
pico em 1578 cm aparece mais intenso nas bactérias Enterococcus spp., P.
aeruginosa e P. mirabilis. Para as bactérias E. cloacae e K. pneumoniae, um
pico em 1557 cm apresentou-se mais intenso. O pico em 1129 cm! aparece
mais intenso para E. coli e P. mirabilis quando comparado as outras espécies.
Estas diferencas nas intensidades dos picos estdo relacionadas com a
diferenca na constituicdo quimica das bactérias, conforme atribuicdo detalhada

na Tabela 4.
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Figura 10 - Espectros Raman das médias das cepas bacterianas no intervalo espectral de 400 a 1800 cm™.
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Tabela 4 - Picos Raman dos espectros das bactérias e tentativa de atribuicées das bandas baseadas
na literatura referente a bandas de energia vibracional.

Pico Deslocamento Atribuicdo Referéncia
nimero Raman (cm™)

1 540 COC (deformacado do anel glicosidico); vibracdo esqueletal MAQUELIN et al.,
da glucosamina e acetil glucosamina; estiramento S-S 2002; SHE et al.,

1974,

2 623 Estiramento C-C fenilalanina (proteina) MOVASAGHI! et
al., 2007.

3 645 Tirosina PARET et al.,
2010.

4 667 DNA,; guanina MAQUELIN et al.,
2012.
5 727 Estiramento do anel da adenina; peptideoglicano; HUANG et al,
hipoxantina 2010.
6 759 Triptofano PARET et al.,
2010.

7 785 Citosina; uracila (estiramento do anel) MAQUELIN et al.,
2002.

8 813 Tirosina; ligacdo C—O—P—O—-C do RNA HUANG et al,
2010.

9 832 Tirosina MAQUELIN et al.,
2002.
10 857 Estiramento C-O-C da ligacdo glicosidica de sacarideos; MAQUELIN et al.,
estiramento C-C da prolina e deformacdo CCH da respiracdo 2002.
do anel da tirosina (proteinas); acido teicurdnic
11 905 Estiramento C-O-C da ligacao glicosidica de sacarideos MOVASAGHI! et
al., 2007.

12 937 Estiramento C-C (amida IlI) MOVASAGHI! et
al., 2007.

13 962 Estiramento C-N (amida, lipopolissacarideos) PARET et al.,
2010.

14 982 Peptideoglicano; estiramento C-C (proteinas); =CH lipideos MOVASAGHI et.
al.,, 2007; LEMMA
et al., 2016.

15 1005 Estiramento C-C esqueletal do anel aromatico da HUANG et al,
fenilalanina / tirosina / triptofano; Estiramento C-CH dos 2010; POPP et al.
carotenodides 2006; JEHLICKA

et al., 2014.
16 1034 Deformacdo C-H no plano de fenilalanina, prolina; proteinas; PARET et al,
estiramentos C-O e C-C de sacarideos 2010.
17 1093 Acidos nucleicos (estiramento simétrico PO27); estiramento MOVASAGHI et
esqueletal C-C e C-O-C da ligacao glicosidica de sacarideos al., 2007.
18 1129 Estiramento C-N (amina) e C-C (lipideos) MAQUELIN et al.,
2003; PARET et
al., 2010.

19 1157 Estiramento —C—C— (carotendides) HUANG et al,
2010; JEHLICKA
et al., 2014.

20 1162 Estiramento conjugado -C=C- no plano de carotendides; MAQUELIN et al.,
estiramento C-N e C-C 2003.

21 1175 Dobramento C-H no plano de tirosina; guanina e citosina; MOVASAGHI et
acidos graxos (&cido esteérico) al., 2007; HUANG

et al., 2010.
22 1210 Estiramento C-C da tirosina, fenilalanina, triptofano; MAQUELIN et al.,

proteinas; estiramento P=0O

2002;
MOVASAGHI! et
al.,, 2007; POPP
et al., 2005
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1239

1266

1291

1318

1341

1380

1421

1454

1519

1526

1557

1578

1588

1608

1659

Estiramento C=0 e ligagdo N-H (amida IIl); estiramento C-N
(amida, proteina)

Estiramento C-N e N-H (amida Ill); timina e adenina
(respiragcdo do anel); deformagéo CH2 no plano de lipidios;
sacarideos

Deformagao CH: e &cidos graxos; citosina

Estiramento C-N e N-H (amida Ill); deformagcdo CH2 e CHs
de proteinas; respiracdo do anel da guanina

Deformacdo CH: e CHs de lipidios e proteinas; estiramento
N-H (amida Ill); estiramento C-C do triptofano; adenina,
guanina (respiracdo do anel)

Estiramento  simétrico e assimétrico -COO- do
peptideoglicano; modos vibracionais CH da glucosamina

Adenina; guanina; modos vibracionais -C=0O do
peptideoglicano e modos vibracionais CH da glucosamina

Deformagao CH: e CHs de lipidios e proteinas

Estiramento conjugado -C=C- (proteinas)

Estiramento conjugado -C=C- no plano de carotendides

Triptofano; exopolissacarideos

Adenina, guanina (estiramento do anel); modos vibracionais
-C=0 do peptideoglicano

Fenilalanina; hidroxiprolina

Estiramento C=C do anel da fenilalanina, tirosina e triptofano

Estiramento C=0 (amida |); estiramento C=C de lipidios
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KUSIC et al.,
2014.

MAQUELIN et al.,
2002;
MOVASAGHI| et
al., 2007.
MAQUELIN et al.,
2002;
MOVASAGHI| et
al., 2007.
MOVASAGHI| et
al., 2007; HUANG
et al., 2010.
TANG et al,
2013.

SHE et al., 1974;
LEMMA et al.,
2016; MAQUELIN
et al., 2000.

SHE et al., 1974;
MAQUELIN et al.,
2000.

MAQUELIN et al.,
2002;
MOVASAGHI! et
al., 2007.

HUANG et al,
2010; JEHLICKA
et al., 2014.
HUANG et al,
2010; JEHLICKA
et al., 2014.
MOVASAGHI! et
al., 2007.
MAQUELIN et al.,
2002; MAQUELIN
et al., 2000.
MOVASAGHI! et
al., 2007.
MAQUELIN et al.,
2006; HUANG et
al., 2010.
MAQUELIN et al.,
2002;
MOVASAGHI! et
al., 2007; HUANG
et al., 2010.
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4.2 Analise das variacdes bioquimicas das bactérias avaliada pelos picos

Raman

A avaliacdo através do teste ANOVA indicou que todos os picos marcados na
Tabela 4 possuem diferencas estatisticamente significativas entre as médias das
intensidades (p < 0,05). O pos-teste aplicado aos dados (teste de Tukey) gerou um
relatério com as comparacdes entre as médias, que foi utilizado para identificar os
picos que apresentaram 0 maior numero de pares de bactérias com diferenca
estatistica entre as médias das intensidades, e a Tabela 5 apresenta um exemplo de
aplicacdo deste teste nas intensidades do pico em 540 cm™.

Foram selecionados os picos que apresentaram 19, 20 e 21 pares de grupos
de bactérias com significancia estatistica para avaliacdo. Utilizaram-se os picos que
apresentaram, no minimo, 19 pares de grupo de bactérias com significancia
estatistica, totalizando 13 picos, a saber: 540, 623, 645, 667, 785, 813, 962, 1005,
1129, 1210, 1239, 1291 e 1380 cm™, demonstrados na Figura 13.
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Tabela 5 — Exemplo de teste ANOVA de um fator com a comparagao entre as médias das intensidades
dos picos das bactérias em 540 cm™ (teste de Tukey).

. colivs E. cloacae

. coli vs Enterococcus spp.
. coli vs K. pneumoniae

. coli vs L. monocytogenes

mmmmmmmmmimimimimimm

ANOVA de um fator — Pico em 540 cm™

p < 0,0001

Diferenca entre as médias

Comparagéo

coli vs M. morganii

. coli vs P. mirabilis

. coli vs P. aeruginosa

. colivs S. aureus

. cloacae vs Enterococcus spp.
. cloacae vs K. pneumoniae

. cloacae vs L. monocytogenes
. Cloacae vs M. morganii

. cloacae vs P. mirabilis

. cloacae vs P. aeruginosa

. Cloacae vs S. aureus

Enterococcus spp. vs K. pneumoniae
Enterococcus spp. vs L. monocytogenes
Enterococcus spp. vs M. morganii
Enterococcus spp. vs P. mirabilis
Enterococcus spp. vs P. aeruginosa
Enterococcus spp. vs S. aureus

T IO rrrce X XAXXRX

. pneumoniae vs L. monocytogenes
. pneumoniae vs M. morganii

. pneumoniae vs P. mirabilis

. pneumoniae vs P. aeruginosa

. pneumoniae vs S. aureus

. monocytogenes vs M. morganii

. monocytogenes vs P. mirabilis

. monocytogenes vs P. aeruginosa
. monocytogenes vs S. aureus

. morganii vs P. mirabilis

. morganii vs P. aeruginosa

. morganii vs S. aureus

. mirabilis vs P. aeruginosa

. mirabilis vs S. aureus

. aeruginosa vs S. aureus

Diferenca

-5.763E-05
-0.0001113
5.131E-05
-2.282E-05
0.0001311
0.0001068
0.0001351
0.0001878
-5.369E-05
0.0001089
3.481E-05
0.0001887
0.0001644
.0001927
0.0002454
0.0001626
8.850E-05
0.0002424
0.0002181
0.0002464
0.0002991
-7.413E-05
7.979E-05
5.550E-05
8.374E-05
0.0001365
0.0001539
0.0001296
.0001579
0.0002106
-2.428E-05
3.955E-06
5.670E-05
2.824E-05
8.098E-05
5.274E-05

q Valor de p
3.211 p > 0.05
7.286 p < 0.001
3.219 p >0.05
1.482 p >0.05
7.370 p <0.001
6.911 p <0.001
8.629 p <0.001
12.336 p <0.001
3.081 p >0.05
6.048 p <0.001
1.985 p >0.05
9.596 p <0.001
9.351 p <0.001

010.851 p <0.001
14.121 p <0.001
10.590 p <0.001
5.984 p <0.001
14.039 p <0.001
14.685 p <0.001
16.363 p <0.001
20.473 p <0.001
4.791 p < 0.05
4.468 p < 0.05
3.573 p < 0.05
5.324 p <0.001
8.919 p <0.001
8.861 p <0.001
8.657 p <0.001

010.403 p <0.001
14.296 p <0.001
1.394 p >0.05
0.2248 p >0.05
3.293 p >0.05
1.853 p >0.05
5.473 p <0.001
3.516 p >0.05

Nivel de
significancia

*kk
*kk
*kk
*kk

ns
*kk

ns
*k*k
*k*k
*k*k
*k*k
*k*k
*k*k
*k*k
*k*k
*k*k

*k*k

ns

**
*k*k
*k*k
k%
k%

k%

ns
ns
ns
ns

*%

As atribuicdes destes picos mais significativos e a descricdo dos elementos

bioquimicos que podem estar relacionados com as diferencas das intensidades

destes picos entre as espécies estdo demonstradas na Tabela 6, em uma tentativa de

elucidacéo das diferencas nas intensidades dos picos em funcéo do género e espécie

das bactérias.
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Figura 13 - Graficos com as intensidades médias dos picos Raman das espécies de bactérias que
tiveram as maiores significancia entre si (ANOVA, p < 0.05).

EC: E. coli; ECL: E. cloacae; ENT: Enterococcus spp.; KP
monocytogenes; MM: Morganella morganii; PM: P. mirabilis; PA: P. aeruginosa: SA: S.aureus. (cinza
claro: Gram-negativas; cinza escuro: Gram-positivas).
(Observacao: as escalas negativas devem-se ao fato do polindmio de correcdo gerar picos negativos).

K.

pneumoniae; LM: Listeria
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Tabela 6 - Picos Raman dos espectros das bactérias que apresentaram maior significancia entre pares de grupos (ANOVA - Tukey, p < 0.05) e descri¢éo dos
elementos constituintes e alteracdes bioquimicas relacionadas as diferencas gue ocorrem entre as espécies.

Elementos bioquimicos e alteracdes identificadas como responsaveis pelas diferencas das
intensidades dos picos entre as espécies

Pico Deslocamento  Elemento responsavel pelo
nimero  Raman (cm™) pico
1 540 Glicosideos (glucosaminas)

da parede celular
2 623 Fenilalanina presente nas

proteinas das bactérias

3 645 Tirosina presente nas
proteinas das bactérias

4 667 DNA: guanina

7 785 DNA/RNA: citosina e uracila
(estiramento do anel)

8 813 RNA,; tirosina

13 962 Estiramento C-N (amida)

15 1005 Anel aromatico da

fenilalanina/tirosina/triptofano
(proteinas da membrana)

18 1129 C-N stretching (amina) e C-C
stretching (lipidios)

Microrganismos Gram-positivos possuem parede celular mais espessa, portanto possuem
maior concentracao de peptideoglicanos.

Enterococcus spp. e L. monocytogenes (Gram-positivos) possuem maior intensidade dos picos
540 e 1380 cm™ que as Gram-negativas.

A fenilalanina € aminoacido encontrado em proteinas. Este pico tem correlagdo com o pico em
1005 cm?, excecdo para a S. aureus. Na espécie M. morganii o pico correspondente
apresentou maior intensidade, provavelmente devido a presenca de fenilalanina desaminase,
gue origina o acido fenil pirGvico e possui pico nessa posicdo (HANAI, KAWAI, 1991). Para o S.
aureus, este pico mais intenso pode estar relacionado a fluorescéncia dos picos do beta-
caroteno e sobreposicéo da banda de proteina A.

S. aureus possui a proteina A na sua parede; é um polipeptideo formado por acido aspartico,
acido glutdmicos e residuos de tirosina. A tirosina esta reduzida na Enterococcus spp., 0 que
pode sugerir a acdo da enzima tirosina descarboxilase presente nesses microrganismos.

Para os Gram-negativos: P. aeruginosa e K. pneumoniae tem alta porcentagem de GC no DNA
(66,2% e 57,1%, respectivamente), o que justificaria este pico mais intenso (ISLAS et al.,
2004). Para o S. aureus, este pico mais intenso pode estar relacionado a fluorescéncia dos
picos do beta-caroteno.

Picos atribuidos a material genético.

L. monocytogenes, P. mirabilis e P. aeruginosa possuem maior genoma e alto conteddo de
RNA e estdo com esse pico alto.

Picos atribuidos a material genético. L. monocytogenes, P. mirabilis e P. aeruginosa estdo com
esse pico alto.

Enterococcus spp. com pico mais intenso, pode ser devido a presenca da tirosina
descarboxilase, que produz tiramina com pico nessa posicao (SIDDIQUI et al., 2009).

Este pico se correlaciona com o pico nimero 7 (r = 0,85) haja vista que provém do mesmo
constituinte.

Maior intensidade em Gram-negativas; devido a parede mais fina, maior conteldo proteico
intracelular fica mais evidente nas M. morganii, P. mirabilis e P. aeruginosa

A fenilalanina é amino&cido encontrado em proteinas. Nas espécies M. morganii e P. mirabilis
0 pico correspondente apresentou maior intensidade, provavelmente devido a presenca de
fenilalanina desaminase, que origina o &cido fenil pirdvico e possui pico nessa posi¢cdo (HANAI;
KAWAI, 1991).

Menos intenso em cocos Gram-positivos, pico pode estar relacionado com quantidade de
lipopolissacarideos nos Gram-negativos.
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Mais intenso em E. cloacae: esta bactéria produz enzima beta-lactamase, que apresenta pico
em 1213 cm™ (HEIDARI et al., 2014).

Maior intensidade em Gram-negativos; devido a parede mais fina, maior conteddo proteico
intracelular fica mais evidente nas M. morganii, P. mirabilis e P. aeruginosa

Maior intensidade em Gram-negativos; devido a parede mais fina, maior contetdo proteico
intracelular fica mais evidente nas M. morganii, P. mirabilis e P. aeruginosa

Microrganismos Gram-positivos possuem parede celular mais espessa, portanto possuem
maior concentracao de peptideoglicanos.

Enterococcus spp. e L. monocytogenes (Gram-positivos) possuem maior intensidade dos picos
540 e 1380 cm™ que as Gram-negativas. O S. aureus apesar de ser Gram-positivo possuli
pigmentacdo (carotenos) e pode ter picos com menor intensidade.

Este pico se correlaciona com o pico nimero 1 (r = 0,78) haja vista que provém do mesmo
constituinte
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4.3 Discriminacédo das cepas usando funcdo discriminante quadrética (Q-DA) e
PLS-DA

O objetivo deste estudo foi avaliar a aplicabilidade da espectroscopia Raman
na discriminagdo de diferentes bactérias a partir de dois modelos discriminantes
utilizando as intensidades dos 13 picos mais relevantes, conforme Tabela 6 e
utilizando também todo o espectro.

O primeiro modelo utilizou a funcdo discriminante classify.m do software
Matlab e neste modelo foram utilizados os picos que apresentaram 19, 20 e 21
pares de grupos de bactérias com significancia estatistica, nos quais foi testado a
funcdo discriminante baseada em distancias: linear (Euclidiana), quadratica e
Mahalanobis. Os picos e as porcentagens de erro de cada analise estao
demonstrados na Tabela 7, mostrando que a melhor discriminacdo ocorreu quando
se utilizou os 13 picos que apresentaram, no minimo, 19 pares de grupos de

bactérias.

Tabela 7 — Porcentagem de erros na discriminacdo bacteriana de acordo com a quantidade de
significancias entre os pares de grupos.

Numero de Significancias Numero dos picos Porcentagem de erros

na discriminacao

Minimo de 19 1,2,3,4,7,8,13,15,18,22,23, 2,2%
25e 28

Minimo de 20 7,13,15,18,22,23,25 e 28 5,3%

Minimo de 21 13,15,18,22,23 e 28 14,8%

O segundo modelo utilizou a analise discriminante baseada no PLS-DA com
12 variaveis latentes. A discriminacdo dos espectros das cepas nos respectivos
grupos foi feita considerando cada espectro como uma amostra individual,
resultando em 475 espectros (ou amostras), onde cada espectro foi classificado em
um dos grupos de bactérias. A Tabela 8 apresenta a matriz de classificacdo com 0s
resultados da discriminacao utilizando os espectros Raman das bactérias e a Figura
14 apresenta as plotagens do agrupamento das espécies de acordo com 0S

modelos.
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Tabela 8 - Matriz de classificagdo com os resultados de acertos dos modelos de discriminacéo
utilizando os espectros Raman das bactérias (baseado no Chemoface, com validagéo “leave-one-

out”).
Classificacdo via Raman/ analise discriminante quadrética (Q-
DA) usando picos selecionados
Gram-positivas Gram-negativas
Identificacao SA ENT LM EC KP ECL PM MM PA
bioquimica
S. aureus (63) 62 - - - 1 - - -
Enterococcus - 60 2 - - - - -
spp. (62)
L. - - 52 1 5 2 - - -
monocytogenes
(60)
E. coli (54) - - 2 50 3 - 1 1 -
K. pneumoniae - - 1 3 44 - 1 3
(52)
E. cloacae (34) - - 6 2 1 24 - - 1
P. mirabilis (59) - - 2 4 2 - 51 -
M. morganii - - - 1 1 - 2 31 -
(35)
P. aeruginosa - - - 1 1 - - - 54
(56)
Preciséo 89,5%
Classificacdo via Raman/analise discriminante por minimos
gquadrados parciais (PLS-DA) usando todo espectro
Gram-positivas Gram-negativas
Identificagéo SA ENT LM EC KP ECL PM MM PA
bioquimica
S. aureus (63) 63 - - - - - - - -
Enterococcus - 62 - - - - - - -
spp. (62)
L. - - 52 4 - - - 4 -
monocytogenes
(60)
E. coli (54) - - - 49 2 - - 3 -
K. pneumoniae - - - 3 41 - 7 - 1
(52)
E. cloacae (34) - 3 15 - - 14 2 - -
P. mirabilis (59) - - - - - - 59 - -
M. morganii - - - - - - 3 32 -
(35)
P. aeruginosa - - - - - - - - 56
(56)
Precisédo 90,1%
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Figura 14 - Plotagem do agrupamento das espécies de acordo com os modelos de classificacéo
Raman com analise discriminante baseada na distancia quadratica (A) e minimos quadrados parciais
(B) mostrados na Tabela 8.
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5 DISCUSSAO

5.1 Caracterizacado das bactérias através da espectroscopia Raman

Nos Ultimos anos, tem aumentado o interesse na utilizacdo da
espectroscopia Raman na é&rea biomédica, particularmente na identificacdo de
microrganismos patogénicos, devido ao seu grande potencial na discriminacao de
diferentes géneros e espécies microbianas, tanto de bactérias quanto de fungos
(MAQUELIN et al., 2000; CHOO-SMITH et al., 2001; EFRIMA et al., 2004; BHATTA
et al., 2006; POPP et al., 2010; BOARDMAN et al, 2016). Além disso, a técnica
Raman tem a vantagem de ser rapida, é nao-destrutiva, dado que a poténcia
utilizada ndo causa dano a amostra, a coleta do espectro pode ser efetuada (sob
certas condi¢cdes) diretamente no substrato onde a amostra esteja, com utilizacéo de
pequena quantidade de biomassa e de custo reduzido, ja que ndo necessita de
reagentes especiais para o processamento das amostras ap0s a cultura no agar
(CHOO-SMITH et al., 2001, JARVIS et al., 2004, HUANG et al., 2007).

O interesse principal deste estudo foi avaliar a aplicabilidade da
espectroscopia Raman na discriminacdo de bactérias clinicamente relevantes e
identificar quais picos apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre
as espécies pelo método ANOVA. A partir destes dados, objetivou-se correlacionar a
informacéo espectral presente nestes picos com a composi¢cdo quimica de cada
bactéria a fim de desenvolver um modelo de classificacdo por analise discriminante
dessas espécies utilizando os picos mais significativos e compara-lo com o modelo
gue utiliza todo o espectro na classificacéo.

A definicdo do meio Mueller Hinton baseou-se em experimento preliminar
gue avaliou qual melhor meio de cultivo que permitiu o crescimento de colbnias
puras e que nao interferiu significativamente na obtencao dos espectros (OLIVEIRA
et al., 2012). Trabalhos de Maquelin et al. (2000) e Popp et al. (2005) mostraram que
0s parametros de cultivo de microrganismos, como a composicdo do meio,
influenciam o espectro e por este motivo uma composicdo deve ser padronizada
com a menor influéncia possivel.

O espectro Raman de uma determinada molécula consiste de uma série de

bandas com seus respectivos picos, cada um representando uma frequéncia
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vibracional caracteristica daquela molécula. As varias estruturas celulares dos
microrganismos, por sua vez, sdo compostas por moléculas que compdem grupos
funcionais tais como proteinas, lipideos e carboidratos, e todas estas moléculas
possuem espectros vibracionais caracteristicos. A qualidade e a quantidade desses
componentes moleculares podem variar entre as espécies, e € com base nestas
variagdes que a espectroscopia pode ser usada na identificacdo dos microrganismos
(HUANG et al., 2010). De acordo com Naumamn (1998), a separacao pode ser feita
de forma confidvel quando regides espectrais que sdo selecionadas contém
informacgdes sobre estruturas bioquimicas que sao tipicas para a membrana externa
e parede celular, além da possivel separacdo entre bactérias e leveduras.

Em geral, as bactérias possuem constituicdo bioquimica semelhante,
composta basicamente por proteinas (flagelo, fimbria, parede, membrana
citoplasmatica e citoplasma), lipideos (capsula e membrana citoplasmatica),
polissacarideos (capsula e parede), peptideoglicanos (parede), ribossomos
(citoplasma) e material genético (DNA/RNA) (GOODWIN, 2006). Nos espectros
Raman das cepas bacterianas utilizadas neste estudo, a grande maioria dos picos
se apresentou nas mesmas posicdes, indicando a similaridade da composicao
guimica entre os diferentes géneros. Esta observacdo corrobora com o estudo de
Jarvis e Goodacre (2004), que também demonstrou a semelhanca entre os
espectros dos géneros bacterianos Enterococcus spp. e Klebsiella spp. e espécies
Proteus mirabilis e Escherichia coli.

A principal diferenca entre as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
estd ligada a espessura da parede celular das mesmas. Nas Gram-positivas, a
parede é espessa, com cerca de 20 camadas de peptideoglicanos e espessura
tipica de 20 a 80 nm, enquanto que as Gram-negativas possuem parede delgada, de
cerca de uma ou duas camadas com espessura de cerca de 10 nm (KONEMAN et
al.,, 2001; GOODWIN, 2006). Os espectros Raman das bactérias Gram-positivas
apresentaram alguns picos com maior intensidade em 726, 857, 907, 1340, 1382 e
1421 cm™. Liu et al. (2009) demonstrou que os picos em 726 e 1340 cm™ estdo
relacionados aos peptideoglicanos e que estes picos estdo aumentados em
bactérias Gram-positivas. Esta informagcédo confirma o resultado da comparagéo
entre 0s espectros médios das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
mostrando que o aumento destes picos pode ser devido a maior quantidade de

peptideoglicanos na parede celular. Jarvis et al. (2004) assinalou a diferenca nos



71

picos em 1344 cm de duas espécies de bactérias distintas, Gram-negativa (E. coli)
e outra Gram-positiva (B. subtilis), sendo possivel a classificacdo pela diferenca
neste pico.

Paret et al. (2010) buscaram a caracterizacdo de espécies Gram-positivas
(M. testaceum, P. validus e C. michiganensis) e Gram-negativas (E. cloacae, A.
rhizogenes e R. solanacearum) através da micro-espectroscopia Raman e
observaram que os picos em 1170 cm, atribuido a tirosina e em 1156 cm,
atribuido a pigmentos carotenodides, estavam mais evidentes nas bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, contribuindo com a separacdo das espécies. Kirschner
et al. (2001) avaliaram a diferenciacdo entre diferentes espécies de Enterococcus
sSpp. e obtiveram a separacéo destas com a identificacdo de E. hirae, E. durans, E.
casseliflavus e E. gallinarum, feito este dificil de ser alcancado quando utilizado as

provas bioquimicas rotineiras.

5.2 Correlacdes entre as intensidades dos picos e constituicdo bioquimica das

bactérias

A avaliacdo das intensidades dos picos € um passo importante para a
discriminacdo dos géneros bacterianos, visto que os picos Raman se correlacionam
com a constituicdo bioquimica das amostras. Porém em muitos casos é dificil
separar 0os elementos constituintes basais dos microrganismos devido a sua
semelhanca quimica. Na analise comparativa entre os espectros médios das cepas
observou-se que todos os picos apresentaram diferencas estatisticamente
significativas (ANOVA), demonstrando a possibilidade da separacdo das espécies
através de seus espectros, especificamente das intensidades dos picos, baseadas
em sua constituicdo bioquimica.

Os espectros Raman das bactérias Gram-positivas apresentaram alguns
picos com maior intensidade, notadamente em 540 e 1380 cm™, que apresentaram
diferencas significantes comparadas aos outros grupos. Esses picos foram
atribuidos as ligacBes glicosidicas, presentes entre o0s residuos de N-acetil
glucosamina e acido N-acetil muramico para formar o peptideoglicano. Neste estudo,
as cepas de Enterococcus spp. apresentaram picos mais intensos em 540, 785, 813
e 1380 cm%, assim como para as cepas de L. monocytogenes, provavelmente por se

tratar de bactérias Gram-positivas, com camada mais espessa de peptideoglicano e,
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consequentemente, maior quantidade de ligagBes glicosidicas. Embora S. aureus
também seja classificado como bactéria Gram-positiva, ndo apresentou estes picos
mais intensos. No entanto, por se tratar de cepa com grande quantidade de
carotenodides, representado pelos picos em 951, 1162, 1293 e 1525 cm?,
responsavel pela pigmentacdo caracteristica, supde-se que por estes pigmentos
interfiram na intensidade dos picos referidos aos glicosidios, tornando-os menos
intensos devido a corre¢do da linha de base (POPP et al., 2005; MAQUELIN et al.,
2009).

Em 813 cm?, o pico de Enterococcus spp. € marcadamente mais acentuado
gue os demais, podendo ser explicado pela presenca de tiramina nesta bactéria,
uma vez que, por ser produtora de tirosina descarboxilase, ela conseguiria formar o
produto desencadeado por esta reacdo enzimatica, representado aqui pela tiramina.
Ainda neste contexto, esta também poderia ser a explicacdo para a menor
intensidade do pico em 645 cm para Enterococcus spp. jA que, por ser um pico
atribuido a tirosina, esta sofreria a acdo da citada enzima, diminuindo assim sua
concentracdo e a intensidade deste pico. Ja no caso de S. aureus, que apresenta
este pico mais intenso, possui em sua estrutura a proteina A, que tem residuos de
tirosina em sua constituicdo, podendo explicar sua maior intensidade.

As bactérias Gram-negativas possuem, além de uma camada delgada de
peptideoglicano, uma membrana externa composta de fosfolipideos, proteinas
(porinas) e, em especial, os lipopolissacarideos (LPS). Internamente, as células
bacterianas contém ribossomo, DNA, agua e eletrdlitos dissolvidos neste material
plasmatico. Todos estes elementos podem contribuir para o espectro Raman
observado. A semelhanca espectral entre as bactérias Gram-negativas foi
observada nos resultados deste estudo, evidenciando a pequena diferenca na
composicdo quimica. As bactérias Gram-negativas possuem maior intensidade do
pico em 1129 cm™ (pico de amina e lipideos da composicdo dos lipopolissacarideos)
guando comparado aos cocos Gram-positivos deste estudo (S. aureus e
Enterococcus spp.). A composicdo quimica da parede das bactérias Gram-negativas
apresenta maior quantidade de LPS, que tem pico nesta posicdo. Trabalho de Kusic
et al. (2013) utilizou a espectroscopia Raman na identificacdo de patdégenos de 4gua
(Legionella spp e P. aeruginosa), e os picos entre 960 e 2850 cm™ foram atribuidos
a parede bacteriana (polissacarideos e fosfolipideos) destes bacilos Gram-

negativos. Em Osorio-Roman et al. (2010), o LPS (antigeno O) foi utilizado como
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elemento bioquimico que pudesse fornecer a “impressao digital” da composicéo das
bactérias E. coli e Salmonella typhimurium, e assim permitir sua distingdo, sendo
portanto importante na classificacdo taxonémica das bactérias. Zhou et al. (2010),
avaliaram as proteinas presentes no flagelos de Pseudomonas putida que foram
utilizadas como possiveis marcadores para a caracterizacdo desta bactéria,
presentes também em algumas cepas moveis de E. coli.

A espectroscopia Raman também tem o potencial para a identificacdo dos
elementos intracelulares, como demonstrado em trabalhos que tem o propésito de
identificar estes elementos (PREMASIRI et al., 2016; WANG et al., 2016). O pico
descrito em 1210 cm? é atribuido a constituintes fundamentais da célula, tais como
tirosina, fenilalanina e triptofano, aminoacidos que podem constituir diferentes
proteinas. As espécies do género Enterobacter, em especial E. cloacae e E.
agglomerans, apresentam enzima (proteina) Amp C constitucional, e a producéo
desta enzima (pertencente a classe das beta-lactamases) ja € determinada pelo seu
codigo genético, apresentando consequentemente alto perfil de resisténcia para os
antibidticos beta-lactamicos. Neste estudo, para E. cloacae, observa-se maior
intensidade do pico em 1210 cm* quando comparado as outras bactérias, sugerindo
gue este aumento € devido a presenca da enzima. Em trabalho realizado por Heidari
et al. (2014), na avaliacdo de enzimas beta-lactamases produzidas por bactérias,
este pico mostrou-se mais evidente para estas proteinas, provavelmente por sua
constituicdo bioquimica envolver tais aminoacidos. Paret et al. (2010) demonstraram
gue a presenca de um pico em 1551 cm?, atribuido a um exopolissacarideo
(carboidrato) constituinte das capsulas bacterianas, € fator importante na separagao
de E. cloacae das outras bactérias. Este pico foi observado no presente estudo,
porém também para K. pneumoniae. Tal observacdo pode ser explicada pela
similaridade entre estas espécies, ja que anteriormente eram classificadas em um
unico género, Aerobacter spp. (KONEMAN et al., 2001). Outro pico observado por
PARET, que se apresentou um pouco mais evidente para E. cloacae foi em 810 cnr
!, que neste estudo foi demosntrando em 814 cm .

O pico em 623 cm? apresentou maior intensidade para a bactéria M.
morganii. Uma possivel explicacdo € que nestes microrganismos ha a presenca da
enzima fenilalanina desaminase, que origina o acido fenil pirivico e que possui pico
nesta posicao (HANAI, KAWAI, 1991). Para Gram-positivas, somente S. aureus

apresentou pico mais intenso nesta posicdo, podendo estar relacionado a
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sobreposicdo da banda de proteina A, que apresenta fenilalanina em sua
constituicdo (SJOHOLM, 1975) e intensidade alterada devido a intensidade dos
picos do beta-caroteno, que pode influenciar a formacdo do polindbmio de correcéo
da linha de base. No caso do pico em 1005 cm?, também atribuido a fenilalanina, o
padréo de intensidade se repete para M. morganii, aparecendo também mais intenso
para P. mirabilis, detentora da enzima que catalisa a formacdo do &cido fenil
piravico.

O pico em 667 cm?, que corresponde a guanina (base nitrogenada -
DNA/RNA), foi observado maior intensidade para as bactérias Gram-negativas P.
aeruginosa e K. pneumoniae, que tem alta porcentagem da associacdo guanina-
citosina (GC) em seu DNA (66,2% e 57,1%, respectivamente), indicando maior
intensidade dos picos destas bases nitrogenadas em seus espectros. Ja para S.
aureus, este pico mais intenso pode estar relacionado a influéncia dos picos do beta-
caroteno na correcdo da linha de base. O pico em 785 cm também corresponde ao
contetudo genético das bactérias (DNA/RNA). Pode-se observar que o pico nesta
posicdo encontra-se mais intenso para L. monocytogenes, P. mirabilis e P.
aeruginosa, e uma vez que tais bactérias apresentam maior genoma e alto conteudo
de RNA, sugere-se maior contribuicdo deste constituinte ao espectro.

Os picos em 962, 1239 e 1291 cm™ sdo atribuidos a constituintes basicos
como amida (proteinas), DNA/RNA e acidos graxos, importantes elementos
presentes em todas as espécies bacterianas. No entanto, € possivel identificar
diferencas nas intensidades dos picos das bactérias avaliadas neste estudo: as
intensidades destes picos apresentam-se maior para as bactérias Gram-negativas, e
a possivel explicacdo para esta observacdo estaria relacionada com a espessura
das paredes celulares: como estas bactérias apresentam parede mais delgada, os
picos referentes a constituintes intracelulares, como material genético e proteinas,
podem ficar mais evidentes, contribuindo assim com a intensidade dos picos

descritos nestas posicoes.
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5.3 Discriminac¢do das bactérias através da espectroscopia Raman

A discriminacdo bacteriana pode ser realizada através da técnica Raman
avaliando-se tanto as diferencas entre 0s principais picos presentes no espectro,
quanto todo o espectro.

Neste estudo, o modelo que utilizou a funcdo discriminante classify.m do
software Matlab nos picos selecionados pelo ANOVA e que melhor classificou os
espectros foi a distancia quadratica, com 89,5 % de acertos considerados em todos
0s grupos. Quando avaliado todo o espectro, através do PLS, a taxa de acertos foi
de 90,1%. De acordo com esses resultados, € possivel afirmar que a selecdo de
picos mais significativos pode ser vantajosa, uma vez que menos calculos
matematicos sao necessarios quando se utiliza apenas alguns pontos do espectro e
o algoritmo de discriminacdo pode ser mais rapido, contribuindo com a reducao do
tempo para se alcancar o diagnostico.

Sundaram et al. (2013) fizeram a deteccdo e a classificacdo de quatro
espécies diferentes de bactérias Gram-positivas e negativas in vitro e desenvolveu
um modelo de discriminacdo baseado na PCA, com 97% de classificacdo correta.
Strola et al. (2014) utilizou sete espécies bacterianas (E. coli, B. subtilis, S.
epidermidis, B. cereus, B. thuringiensis, M. luteus e S. marcescens) em um algoritmo
de classificacdo usando o “support vector machine” (SVM) aplicado aos espectros
Raman (532 nm) em duas faixas espectrais (650 a 1800 cm™ e 2600 a 3200 cm™).
Obtiveram resultados positivos na identificacdo de espécies bacterianas com taxas
de sucesso proximas de 90% através da classificacdo SVM utilizando essas duas
faixas. Hamasha et al. (2013) compararam duas técnicas de analise multivariada
para avaliar a sensibilidade e a especificidade na identificacdo de cepas patogénicas
e nao patogénicas de E. coli através da espectroscopia Raman no visivel (514 nm),
empregando a PCA e a PLS. Foi observadas sensibilidade e especificidade acima
de 95% para ambas as técnicas, e taxas de acerto de 100% para uma das espécies.

Wu et al. (2014) utilizaram SERS para identificar P. aeruginosa diretamente
do material biolégico, usando como biomarcador a pioverdina e a piocianina,
pigmentos proprios desta espécie. Foram avaliadas 22 amostras de pacientes com
fibrose cistica e pacientes saudaveis e os espectros foram obtidos e avaliados pelo
PCA e PLS, onde a PLS foi capaz de discriminar as amostras com infeccéo

daquelas sem infec¢cdo com 99,3% de sensibilidade e 99,6% de especificidade. Além



76

disso, esta técnica também pode discriminar amostras de pacientes com a doenca
fibrose cistica de pacientes saudaveis com 97,5% de sensibilidade e 100% de
especificidade. Harz et al. (2009) demonstraram o uso da espectroscopia Raman na
identificacdo das principais espécies envolvidas em meningites bacterianas
diretamente do liquido céfalo-raquidiano, com 94% de identificacdo correta,
evidenciando pouca influéncia do material biol6gico na definicdo espectral. Estes
resultados demonstram o potencial de utilizacdo da técnica em amostras biologicas
como uma ferramenta de diagnostico rapido para detectar infecgbes bacterianas.

Klol3 et al. (2013) investigaram a utilizacdo da micro-espectroscopia Raman
na definicdo de infec¢Bes urinarias sem a utilizagdo da cultura, através de modelo
matematico desenvolvido pelo SVM, permitindo a identificacdo de espécies
envolvidas nestas infecgdes (E. faecalis, E. faecium, S. epidermidis, S. haemolyticus,
S. hominis, S. saprophyticus, S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, P.
mirabilis), com precisédo global de 92%. Premasiri et al. (2017) também utilizaram
espectroscopia Raman (SERS) na identificacdo de 12 cepas de espécies
bacterianas (E. coli, K. pneumoniae, S. saprophyticus e E. faecalis) envolvidas em
infeccbes urinarias diretamente no material biologico (urina), com taxas de 95,8% de
sensibilidade e 99,3% de especificidade utillizando o PLS na discriminacao
bacteriana. Os autores discutem as vantagens, como a dispensa da fase de cultivo,
gue permite a identificacdo bacteriana em menos de 1 h. No entanto, a possibilidade
de culturas mistas dificulta esta dispensa, jA que a confirmacdo da contaminacéo
depende do isolamento de coldnias bacterianas diferentes crescidas no agar.

Uma nova abordagem da utilizacdo da espectroscopia Raman aplicada a
microbiologia é a identificacdo de possiveis alteragbes na célula bacteriana
provocadas pelo uso de antimicrobianos. Minchberg et al. (2014) avaliaram duas
cepas de E. coli e duas espécies de Pseudomonas submetidas a diferentes classes
de antimicrobianos (ampicilina, ciprofloxacina, gentamicina e sulfametoxazol),
obtendo altos indices (acima de 85%) na identificacdo de cada espécie, além de
classificar duas cepas resistentes a ampicilina com sucesso.

Xuan Nguyen et al. (2017) utilizaram a espectroscopia Raman e a
espectroscopia FT-IR na regido de impressédo digital para detectar alteragbes
moleculares em cepas de E. coli submetidas a diferentes classes de
antibimicrobianos (ampicilina, cefotaxima, tetraciclina e ciprofloxacina). Na avaliagcéo

dos espectros das cepas nao tratadas e tratadas com os antimicrobianos, foram
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observadas alteragBes nas bandas correspondentes aos carboidratos, proteinas e
acidos nucleicos e que, associadas a analise por PCA, permitiram a discriminacao
entre as cepas. Dekter et al. (2017) avaliaram o perfil de resisténcia de 133 cepas de
bactérias isoladas de amostras sanguineas (E. faecalis, E. faecium, S. aureus,
Enterobacter cloacae, E. coli, K. pneumoniae, P.aeruginosa, S. marcescens) através
da espectroscopia Raman, e seus perfis foram comparados aqueles obtidos com a
metodologia classica. Ocorreu concordancia de 68% entre as cepas sensiveis e 98%
entre as cepas resistentes, sugerindo o potencial da técnica na descricdo dos perfis
de sensibilidade aos antimicrobianos. Kirchhoff et al. (2018) utilizaram cepas de E.
coli com diferentes perfis de resisténcia a ciprofloxacina e compararam com os perfis
obtidos através de técnicas fenotipicas de referéncia, com boa correlagédo entre os
valores, além de detectar as mudancas provocadas pelo antimicrobiano na célula
bacteriana.

Neste trabalho foi demonstrada a possibilidade do uso da espectroscopia
Raman na identificacdo bacteriana diretamente das colbnias crescidas em agar
Mueller Hinton e a discriminacdo em grupos separados de acordo com a intensidade
dos picos mais relevantes selecionados com técnica estatistica ANOVA aplicada aos
espectros e com todo o espectro. As vantagens do uso da técnica Raman incluem a
rapidez, o baixo custo e a utilizacdo de pequena porcéo de biomassa para andlise, o
gue permite a identificacdo da etiologia de uma doenca infecciosa em menor tempo,
permitindo uma decisdo mais acertada quanto ao esquema terapéutico a ser
aplicado. Como grande vantagem, isso reduziria a aplicacdo da antibioticoterapia
empirica, reduzindo os custos com o tratamento inadequado e diminuindo as taxas
de resisténcia aos antimicrobianos, o que representa uma grande preocupacdo da
comunidade médica na atualidade (WHO, 2017).

5.4 Trabalhos futuros

Uma possibilidade para trabalhos futuros € a caracterizacdo do perfil de
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos e a identificacdo dos possiveis
mecanismos desta resisténcia por meio de espectroscopia Raman, com objetivo de
oferecer maior suporte a decisdo médica na escolha do tratamento mais adequado a
infeccbes em tempo reduzido. Importante também mencionar a possibilidade de

trabalhos futuros utilizando outras espécies bacterianas, em especial aquelas que
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requerem condi¢cBes especiais de cultivos e identificacbes, além de microrganismos
pertencentes a outras classes, como no caso de fungos que também estdo

relacionados a diversos processos patogénicos ao homem.
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CONCLUSAO

A espectroscopia Raman foi capaz de identificar as diferencas espectrais
baseadas na composi¢cdo bioquimica de oito espécies bacterianas e um género
bacteriano envolvidos em infeccbes humanas (Enterococcus spp., Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Enterobacter cloacae, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa), fornecendo informacdes espectrais reprodutiveis referentes a diferenca
na composicdo das mesmas. Foram identificadas diferencas nos picos que sao
referentes a variados constituintes bioquimicos como peptideoglicanos, acidos
nucleicos e proteinas, elementos importantes que permitiram a separacéo entre as
espécies Gram-positivas e Gram-negativas. O modelo de discriminacdo que utiliza a
distancia quadratica (Q-DA) aplicada a intensidade dos picos mais relevantes
permitiu classificagcdo das bactérias em seus respectivos grupos clinicos, com taxa
de acertos de 89,5% e o modelo baseado no PLS (PLS-DA) aplicado a todo
espectro com 90,1% de acertos comparados aos processos tradicionais de
identificacdo bacteriana, mostrando ser uma técnica promissora para um diagnéstico

mais rapido de doencas infecciosas.
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