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Cardoso M. Microespectroscopia FT-IR: identificacdo e discriminagdo de
cepas clinicas de Candida albicans e Candida glabrata [dissertacdo]. Sao
José dos Campos: Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos,
Universidade Estadual Paulista; 2010.

RESUMO

A técnica da espectroscopia infravermelha por transformada de Fourier (FT-
IR) vem sendo largamente empregada como uma abordagem rapida e
simples para a identificacdo de microrganismos, incluindo a do género
Candida. A proposta deste estudo foi avaliar o emprego da
microespectroscopia FT-IR na identificacdo e discriminacdo de 5 cepas
clinicas de Candida albicans e 3 de Candida glabrata, as quais foram
identificadas previamente por meio de métodos convencionais, e mais duas
cepas ATCC de cada espécie. As amostras foram analisadas em triplicata, a
partir de culturas independentes, por meio de filmes finos obtidos da
suspensdo em solucdo salina estéril a 0,85% da biomassa da colb6nia que
ficou incubada por 24 horas em placas com agar Saboraud Dextrose. Dez
espectros com 32 varreduras foram obtidos na forma de ponto em 10 regifes
selecionadas aleatoriamente nas amostras. A média foi obtida dos dez
espectros de cada amostra para a analise estatistica multivariada, dada pela
analise de cluster. Além disso os espectros foram transformados em primeira
derivada e trés janelas espectrais foram determinadas (900-1250 cm™, 1300-
1600 cm™, 2800-3000 cm™). A representacdo dos resultados foi dada pela
construcdo de um dendograma. Nesse, foi possivel separar em dois grupos
distintos as duas espécies de Candida estudadas. Dessa forma, pode-se
concluir que a microespectroscopia FT-IR foi capaz de identificar e
discriminar cepas clinicas de Candida albicans e de Candida glabrata, sendo
um método promissor para identificacdo de leveduras.

Palavras-chave: Microespectroscopia FT-IR. Identificacdo. Candida albicans.
Candida glabrata.



1 INTRODUGCAO

Em andlises de rotina, métodos de identificacdo de
microrganismos sdo baseados na assimilacdo e reacdes de fermentacéo
de carboidratos e morfologia. Entretanto, embora aplicados largamente,
esses testes apresentam varias limitagdes, pois consomem tempo e para
algumas espécies consideradas proximas, ndo sao tdo acuradas. Dessa
forma, a combinacdo de varios métodos é necesséaria para alcancar a
identificacdo correta entre as espécies (Barnett et al., 1990; Lacaz et al.,
1998). Normalmente para a identificagdo de espécies de leveduras do
género Candida, mais de cinco dias podem ser esperados entre o
recebimento do material do paciente e a apresentacdo dos resultados de
identificacdo para o clinico. Além disso, esses métodos ndo podem ser
universalmente utilizados para a tipagem de cepas de Candida de mesma
espécie. Todas essas limitacdes podem trazer prejuizos no diagndstico
clinico do paciente, e conseqientemente a ndo instituicdo da terapéutica
correta pode acarretar em um pobre prognostico da doenca, devido a
selecdo de microrganismos resistente ao medicamento (Araujo et al.,
2005).

Essas limitacbes tém  permitido avangos no
desenvolvimento da biologia molecular como ferramenta em sistemas de
identificacdo de espécies e subespécies. No entanto, trata-se de técnicas
de custo elevado e que necessitam de pessoal especializado, tanto para
execucdo dos procedimentos, quanto para a analise dos dados, que
freqientemente sdo complexos (Xu et al., 2002)

Uma diferente abordagem baseada em técnicas de
espectroscopia Otica tem sido proposta para identificagdo de Candida
ssp., sendo um método considerado de facil execugcdo, o qual néo
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necessita de reagentes ou corantes, é rapido e permite a obtencdo de
excelentes resultados empregando pequenas quantidades de biomassa
da cultura do microrganismo (Sandt et al., 2000; Maquelin et al., 2003;
Choo-Smith et al., 2003). E uma técnica baseada na absorcdo da
radiacdo infravermelha pelas ligagbes moleculares de compostos
presentes nas estruturas das células, como proteinas, lipideos,
polissacarideos e &cidos nucléicos. Essa absorcdo € responsavel por
caracterizar a composicdo bioquimica de varios sistemas biolégicos
complexos como o0s microrganismos e fornece “fingerprint” altamente
especifico para cada espécie de microrganismo (Naumann, 2000).

Nesse contexto, torna-se interessante analisar a aplicacao
da microespectroscopia infravermelha por transformada de Fourier (FT-IR)
na identificacdo e discriminacdo de cepas clinicas de Candida albicans e
Candida glabrata, identificadas previamente por meio de técnicas

convencionais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Métodos convencionais para identificacdo de leveduras do

género Candida

Geralmente os sistemas rotineiros de identificagdo das
leveduras sdo baseados nas caracteristicas fenotipicas desses
microrganismos. O perfil morfologico, enzimatico, fisioldgico e bioquimico
dessas células compbde um conjunto de métodos, com 0s quais 0S
laboratérios de pesquisa (Huppert et al.,, 1975; Al-Abeid et al., 2004)
lancam mé&o para a rotina de identificacdo de isolados de espécies de
Candida e a escolha de um deles & determinada pelo nivel de
identificacdo requerida, numero total de amostras examinadas e recursos
disponiveis no laboratério (Spolidorio et al.,, 2009). Entretanto, esses
métodos convencionais apresentam limitagcbes, uma vez que nao sdo
capazes de identificar claramente certas espécies, podendo muitas vezes
ocorrer resultados falsos negativos e falsos positivos. Além disso, sao
técnicas trabalhosas ja que, varios testes, um complementando o outro,
devem ser realizados para identificacdo final das espécies (Heelan et al.,
1996; Verweij et al., 1999; Yucesoy et al., 2001) e o periodo que se leva
para conseguir realizar a identificacdo desde o recebimento do material do
paciente e toda a andlise da amostra gira em torno de aproximadamente 5
dias (Yucesoy et al., 2005). Outro fator limitante é o custo que envolve
certos métodos, que embora possam ser mais rapidos acabam nao sendo
utilizados devido a ndo disposicdo dos mesmos em certos laboratorios.
Essa questdo é de alta relevancia nos casos de identificacdo em grande

escala (Fenn et al., 1999; Verweij et al., 1999).
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O perfil morfologico é baseado nas caracteristicas que as
coldnias tomam ao crescer em certos meios de cultura. O isolamento das
cepas de Candida ssp. € feita a partir de meios de culturas chamados de
seletivos, e 0 mais comumente usado € o agar Sabouraud Dextrose
suplementado com cloranfenicol. Nesse meio de cultura a maioria das
espécies de Candida apresenta coloracdo branca ou branco-amarelada,
forma convexa, aparéncia lisa e opaca, Umida e cremosa e com odor
caracteristico. No entanto, essa abordagem n&o é capaz de fornecer
identificacdo entre as espécies, mas tem somente a funcdo de permitir o
crescimento seletivo das leveduras, ja que ndo ocorre o crescimento de
células bacterianas devido a complementacdo do meio com agentes
antibacterianos (Spolidorio et al., 2009).

O crescimento das colbénias em meio agar ainda pode
servir de técnica para a diferenciacdo entre algumas espécies de
Candida. Isso é possivel a partir dos meios chamados de diferenciais, ou
seja, quando € adicionado no meio de cultura algum substrato
cromogénico ou fluorogénico, os quais sao hidrolisados por enzimas
especificas das células que permite a identificacdo macroscopica de
Candida ssp. baseado na coloracdo ou fluorescéncia das col6nias. O
perfil morfolégico também é fundamentado na observacédo de estruturas
microscopicas, como habilidade de algumas espécies em formar tubo
germinativo (TG) e produzir clamidoconidio. Embora o teste do TG seja
considerado rapido, apresenta suas limitagbes, pois pode permitir
resultados falsos positivos e falsos negativos, assim como o teste da
producado de clamidoconidio. Sendo assim, métodos adicionais, baseados
em outros perfis como, por exemplo, o bioquimico, é utilizado (Barnett et
al., 1990; Lacaz et al., 1998). Dessa forma, sdo abordados testes de
assimilacdo e fermentacao de carboidratos, apresentados geralmente na
forma de kits (Louvois et al., 1979).

Em 1962, Mackenzie avaliou o teste de formacdo de TG

na identificagdo de 163 isolados C. albicans. Além disso, avaliou os
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fatores responséaveis por um provavel resultado falso negativo para esse
teste. Os resultados mostraram que houve formacéo dessa estrutura em
95% dos isolados e ainda, achados falsos negativos para TG podem
ocorrer em condi¢des inapropriadas, como uma inoculagdo com grande
carga microbiana no meio usado para esse teste. Dessa forma, o autor
concluiu que o teste de formacdo de TG embora permita o diagndstico
presuntivo de C. albicans, outros testes como, formagédo de
clamidoconidio e assimilacdo e fermentacdo de carboidratos devem ser
realizados quando houver identificacdo positiva e na diferenciacdo de
outras Candida ssp.

Helan et al. em 1996, avaliaram a identificacdo de C.
albicans por meio do perfil enziméatico dessas leveduras utilizando trés
métodos comerciais e compararam com 0s resultados obtidos pelo teste
do TG. Nesse contexto, 113 isolados de leveduras foram incluidos na
pesquisa, dos quais 55 foram identificados como C. albicans por meio da
formacdo de TG e teste de fermentacdo e assimilacdo de carboidrato.
Quando submetidos ao teste enzimatico, foi alcancada uma completa
correlacdo com os resultados encontrados para TG e o teste bioquimico.
No entanto, com relacdo a outras espécies, houve dois casos de
resultados falsos positivos para os testes enzimaticos. Os autores
concluiram que a rapidez com que se detém a identificacéo,
principalmente de C. albicans, por esses testes enzimaticos € uma
vantagem para esse tipo de abordagem comparado com o teste de TG, no
entanto, o seu valor de reprodutibilidade depende de uma série de fatores.
Ainda, como forma de identificacdo definitiva das espécies, o emprego
das andlises bioquimicas € indispensavel.

A identificacdo de C. glabrata por meio de métodos
comerciais, 0s quais avaliaram o perfil bioquimico dessas células, foi
realizada por Fenn et al. em 1999. Os autores constataram resultados
falsos negativos para os quatro testes. Dessa forma, concluiram que nos

casos de resultados falsos negativos, outras abordagens devem ser
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realizadas com o objetivo de alcancar uma identificacdo final desses
casos.

Foongladda et al. (2002) compararam a performance de
um teste seletivo para Candida e os métodos convencionais de formacéo
de clamidoconidio, formacdo de TG e fermentacdo de carboidratos na
identificagdo de 420 isolados clinicos. De acordo com os resultados, dos
420 isolados, 283 (63,38%) eram C. albicans, dos quais 282 (99,64%)
foram determinados pelo teste seletivo para Candida. Os outros 134
isolados puderam ser identificados ao nivel de espécies por meio dos
métodos convencionais, os quais foram identificados como: 59 C.
tropicalis, 39 Trichosporon ssp., 19 C. glabrata, 11 Cryptococcus
neoformans, quatro C. krusei, uma C. guilliermondii, trés C. stellatoidea e
uma Rhodotorula. Resultados falsos positivos para o teste de TG foram
encontrados em quatro cepas de C. tropicalis e duas de C. glabrata. Vinte
e cinco cepas de C. albicans (8,8%) foram negativas para tubo
germinativo. Além disso, resultado falso negativo para o teste seletivo
para Candida foi constatado para duas cepas de C. tropicalis, uma de C.
glabrata e uma de Trichosporon ssp. Nesse contexto, 0s autores
concluiram que o teste seletivo para Candida € um método alternativo
para a facil identificacdo de cepas de C. albicans, no entanto, para
identificacdo de outras espécies de Candida, deve-se utilizar os métodos
convencionais.

Yucesoy et al. (2005) avaliaram trés meios diferenciais
(CHROMagar Candida (CA), BiGGY agar (BA) e Albicans ID2 agar (AID))
na identificacdo de 215 isolados de leveduras, sendo 133 C. albicans, 23
C. tropicalis, 8 C. krusei, 23 C. glabrata, 4 C. kefyr e 1 C. guilliermondii.
De acordo com os resultados, a sensibilidade e a especificidade dos
testes diferenciais para Candida ssp. sob incubacao de 24, 48 e 72 horas
foram: C. albicans em CA (100%, 100% e 100%), BA (99.2%, 91% e
89.5%) e AID (97.7%, 99.2% e 100%); C. tropicalis em CA (95.7%, 100%
e 100%), BA (17.4%, 87% e 91,3%); C. krusei em CA (100%, 100% e
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100%), BA (0%, 100% e 100%); C. glabrata em CA (15%, 90% e 90%) e
em BA essa espécie foi facilmente reconhecida, pois foi uma espécie que
cresceu fracamente dando colbnias pequenas de coloragdo marrom claro.
Além disso, foram realizados testes de formacdo de TG seguidos de
testes bioguimicos como forma de controle dos resultados da identificacao
obtidos pelos métodos diferenciais testados. Dessa maneira, 0os autores
concluiram que o uso dos testes CA e AID sdo confiaveis na identificagdo
presuntiva de C. albicans, C tropicalis, C. krusei, C. glabrata e C. albicans.
E, ainda, a baixa sensibilidade e especificidade do teste BA para a
identificacdo de Candida ssp. comumente isoladas limita sua utilizacdo
clinica.

Em 2005, Araujo et al. também realizaram identificacdo de
53 isolados de leveduras de 120 amostras de urina de pacientes
hospitalizados. Para tanto, esses autores utilizaram métodos
convencionais como morfologia da col6nia, prova do TG, producao de
clamidoconidio e prova de assimilacado de carboidratos. Sendo que, para
os 53 isolados foram identificadas 34 cepas de C. albicans, 07 de C.
tropicalis, 05 de C. krusei, 04 de C. glabrata e 03 de C. parapsilosis. O
principal objetivo do estudo foi avaliar a utilizacdo do meio de
CHROMagar na identificagéo presuntiva de Candida ssp. Como resultado,
0s autores encontraram que dentre os 34 isolados de C. albicans que
foram cultivados em CHROMagar Candida, 88,2% (n=30) mostraram
caracteristicas morfologicas e pigmentacao das colénias compativeis com
essa espécie, enquanto quatro deles apresentaram-se indefinidos. As
espécies de Candida ndo-albicans, C. parapsilosis (n=3), C. krusei (n=5) e
C. glabrata (n=4) mostraram 100% de concordancia entre os dois
métodos. Ja C. tropicalis teve como resultado 71,4% (n=5). A concluséo
desse trabalho foi que a utilizagcdo desse meio pode contribuir para uma
identificacdo presuntiva de Candida ssp. mas ndo dispensa a
complementacéo do teste com outros métodos convencionais.

Contudo, a identificacédo de leveduras do género Candida
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pode ser realizada por diferentes métodos, sendo que em muitos casos
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.

2.2 Técnicas de biologia molecular na microbiologia

Atualmente, no campo microbiolégico tem se aumentado
0 emprego de técnicas de biologia molecular como ferramenta para o
diagnéstico dos agentes etiologicos e estudo epidemiolégico das
principais doencas infecciosas, bem como na identificacdo e
discriminacdo entre espécies com caracteristicas fenotipicas semelhantes
e até mesmo de dificil cultivo e isolamento. Essa abordagem vem sendo
utilizada nos casos em gue os métodos convencionais ndo sdo capazes
de fornecer resultados adequados (Neppelenbroek et al., 2006).

Uma técnica largamente utilizada na identificagédo
microbiana é a chamada reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Esse
método possibilita que a identificacdo seja alcancada mesmo nos casos
em gue a quantidade de microrganismo é pequena, seja pela dificuldade
no cultivo e isolamento do mesmo, ou pela pouca disponibilidade de
amostra. E baseada na amplificacdo de um fragmento do DNA, a partir de
iniciadores chamados de primers, e pela acdo da enzima DNA-
polimerase. Apés o DNA molde passar por um ciclo de processamento
influenciado por diferentes temperaturas (desnaturacao 94-96°C, ligacéo
dos iniciadores 30-60°C, e finalmente a sintese de DNA por acdo da DNA-
polimerase 72°C) repetidas vezes (20 a 30) obtém-se como resultado o
aumento exponencial no total de copias de DNA sintetizado. Ainda
baseado nessa metodologia, € possivel realizar a amplificacdo do RNA a

partir da sua conversdao em DNA complementar pela enzima transcriptase
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reversa. Sendo assim a técnica é denominada de (RT)-PCR (Tang et al.,
1997).

O uso dessa abordagem na identificacdo microbioldgica
revela trés importantes fatores que devem ser considerados: 1) selecéo
da regido alvo especifica do DNA/RNA para identificar o microrganismo, a
partir de sequéncias especificas oriundas de base de dados ou por
clonagem e sequienciamento de partes arbitrarias do genoma microbiano,
conhecido como DNA polimérfico amplificado ao acaso (RAPD); 2)
extracdo do DNA/RNA total da amostra envolvida;, 3) método para
identificar a presenca da regido alvo do DNA/RNA da amostra, com auxilio
de sondas com sequéncias homélogas ao fragmento de DNA/RNA alvo do
microrganismo em questdo, as quais sdo marcadas tanto por isotopos
radioativos quanto por uma substancia quimioluminescente (Atckins,
Clark, 2004).

Outras metodologias que possuem como principio basico
o método de PCR também tém sido empregadas no campo da
microbiologia com o objetivo de melhorar a performance e sensibilidade
dessa técnica na identificacdo e tipagem dos microrganismos. Dessa
forma, podemos destacar o método PCR-nested, o qual fornece melhor
especificidade dos resultados, pois sao realizadas duas etapas de
amplificacdo empregando diferentes primers em cada uma delas, sendo
assim, devido ao procedimento repetitivo de amplificacdo, podem ocorrer
contaminagbes da amostra fazendo disso uma desvantagem para essa
abordagem. Ainda nesse contexto, € possivel realizar a amplificacdo de
varios alvos de DNA molde ao mesmo tempo, por meio da multiplex PCR,
a qual emprega primers com temperaturas semelhantes de anelamento.
Ainda a partir da técnica de broad-range PCR, a qual utiliza primers que
reconhecem sequéncias conservadas de material cromossdmico
microbiano, € possivel realizar a identificacdo do microrganismo
diretamente em tecidos humanos ou sangue. Isso pode ser aplicado

principalmente nos casos em que se exigem procedimentos delicados de
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cultura, ou até mesmo patdgenos que ndo sdo capazes de serem
cultivados (Tang et al., 1997; Nikari et al., 2002).

Segundo trabalho feito por Lehmann et al. (1997), RAPD
analise permitiu e a identificacdo e a caracterizagcdo genotipica de
diferentes espécies de Candida e consequentemente destacam que essa
técnica também pode ser utilizada na tipagem de cepas. Em 2004,
Resende et al.,, também utilizaram em seu estudo, a identificacdo
genotipica em Candida ssp. por meio da andlise RAPD e compararam
com a identificacdo alcancada pelos métodos convencionais. Dessa
forma, o estudo revelou que a técnica molecular exibiu resultados
coerentes com os que foram obtidos pelos métodos convencionais.

Uma vez que as metodologias moleculares fazem uso do
material gendmico para identificar e caracterizar a célula microbiana, é
possivel alcancar resultados satisfatorios nos estudos de identificagdo de
espécies de microrganismos considerados semelhantes fenotipicamente,
e por esse motivo os métodos convencionais ndao sdo recomendados para
este fim. Uma abordagem utilizada para esses estudos é a utilizacdo de
enzimas de restricdo para a clivagem do DNA ja amplificado pelo método
de PCR, o que permite que fragmentos do DNA alvo, denominados de
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (restriction
fragment length polymorphism — RFLP) sejam obtidos em diferentes
tamanhos, 0s quais podem ser separados quando submetidos a
eletroforese de campo pulsatil (PFGE) e posteriormente marcados por
uma sonda (Tang et al., 1997; Nikari et al., 2002).

Ahmad et al. (2004), a partir de métodos moleculares
isolaram e identificaram cepas clinicas de C. dubliniensis em pacientes
HIV negativo no Kuwait. Em 2005, Mirhendi et al. também aplicaram a
técnica de PCR-RFLP na diferenciacao entre as espécies de C. albicans e
C. dubliniensis, e obtiveram resultados satisfatorios na identificacdo por
este método.

As técnicas de biologia molecular também tém sido
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empregadas no estudo epidemioldgico das doencas infecciosas, pois
diferentemente dos testes fenotipicos tais abordagens sdo capazes de
realizar satisfatoriamente a tipagem das cepas. Em 2001, Vrioni &
Matisiota-Bernard realizaram a tipagem molecular de 40 isolados de
Candida ssp. de pacientes hospitalizados. Nesse estudo, a andlise RAPD
permitiu alcancar resultados satisfatorios na tipagem das cepas para cada
paciente, demonstrando que a infeccdo por C. albicans foi de origem
endogena, ja a infeccdo por C. tropicalis foi tanto de origem enddgena
guanto exogena, e em relacdo a infeccdo por C. parapsilosis foi por
contaminagao exdgena.

Chen et al. em 2004, investigaram o0 uso de quatro
métodos da biologia molecular, baseados nos técnicas de PFGE em 53
isolados de C. albicans coletados de 18 hospitais em Taiwan. O estudo
revelou que cada método tem seu poder discriminatério e sdo ferramentas
Uteis, a partir de diferentes mecanismos de tipagem, no estudo
epidemiolégico da infeccéo por Candida.

Um estudo realizado por Xavier et al. (2008), objetivou a
tipagem molecular de 25 amostras clinicas de Candida ssp. isoladas de
criancas com candidemia, internadas na unidade de terapia intensiva
neonatal de um hospital universitario entre 1998-2006. Por meio da
técnica de RAPD-PCR, 11 padrdes genéticos puderam ser distintos, e
apenas em dois casos foi observada relacéo epidemioldgica.

Nesse contexto, a biologia molecular tem se mostrado
como uma ferramenta promissora no campo microbiolégico, quando
aplicada em casos que a metodologia convencional de identificacéo,
discriminacdo e caracterizacdo microbiana apresentam resultados
inapropriados. Embora seja possivel adquirir resultados rapidos com as
técnicas, estudos empregando as técnicas moleculares tém apontado
desvantagens nessas abordagens. As principais sdo em relacdo ao custo
dos materiais empregados como, por exemplo, dos primers, a

complexidade na interpretacdo dos dados, bem como a complexidade
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metodoldgica dos procedimentos e a necessidade de pessoas preparadas
e experientes na manipulacéo e realizagédo dos procedimentos.

Xu et al. (2002), compararam o0s resultados da
identificacdo de Candida ssp pela técnica de PCR com as obtidas pelo
API 20 C, e observaram que a técnica molecular foi coerente com a do
método convencional, mas salientou que todos os isolados de C. albicans
devem ser analisados genotipicamente para identificacdo de C.
dubliniensis. Ainda nesse estudo, os autores fizeram um levantamento
sobre as vantagens e desvantagens da técnica de biologia molecular em
comparacgdo com o teste API. Dessa forma, foi destacado que esse Ultimo
requer um tempo de 72 h para fornecer os resultados da identificagéo,
diferentemente do que € exigido pelo método molecular, que € de
aproximadamente 20 h. No entanto, o custo e a complexidade do método
molecular diminuem sua aplicabilidade nos laboratdrios de rotina
diagnostica.

Diante dessas desvantagens, técnicas rapidas, sem
custos elevados, que proporcionem resultados reprodutiveis e de baixa
complexidade dos procedimentos laboratoriais devem ser estudas, a fim
de melhorar e facilitar o diagnéstico dos agentes etioldgicos das principais
doencas infecciosas.

2.3 Espectroscopia no infravermelho

O processo de interacdo entre a radiacdo eletromagnética
e a matéria € analisado pela espectroscopia, e o registro dessa interacdo
é dado pelo espectro. Essa analise tem como um dos principais objetivos
obter informacdes relevantes sobre a estrutura atbmica e/ou molecular da
matéria. De um modo geral, a incidéncia da radiacdo sobre alguma

molécula pode gerar uma transicdo entre os estados energéticos da
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mesma, de acordo com o valor de energia da radiacdo eletromagnética
incidente sobre essa molécula. As transicbes entre os estados ocorrem
diferenciadamente, os quais podem ser divididos em: transicoes
eletronicas, vibracionais e/ou rotacionais. Para analise de cada um desses
tipos de transicfes € utilizada uma técnica especifica como se segue:
Espectroscopia de Absorcdo Eletronica, Espectroscopia Raman,
Espectroscopia no Infravermelho, dentre outras (Oliveira, 2001).

As moléculas, sendo elas diatbmicas ou poliatbmicas,
apresentam modos vibracionais envolvendo as ligacfes quimicas, esses
modos vibracionais podem se dar por meio do aumento da distancia entre
atomos e/ou através da deformacdo dos angulos formados pelos atomos.
Dessa forma, a radiacao eletromagnética ao interagir com essas ligacoes,
pode ser absorvida e conseqglentemente esses movimentos vibracionais
serem interpretados por meio da espectroscopia no infravermelho. Para
tanto, a interpretacdo desses movimentos vibracionais s6 é possivel
quando ocorre variagdo no momento dipolo elétrico das ligacdes entre os
atomos presentes na molécula estudada. Resumindo, as bandas
espectrais de absor¢do no infravermelho sao a interpretacdo dos
movimentos vibracionais das ligacbes presentes nas moléculas e a sua
interacdo com a luz infravermelha (Luz et al., 2003; Stuart, 2004).

A radiacdo infravermelha estende-se da regido da luz
visivel até sobreposi¢cdes das microondas, e, portanto, trata-se de valores
convenientes de 10.000 cm™ a 10 cm™ em unidades de nimero de ondas
(Naumann, 2000).

A técnica da espectroscopia de absor¢cdo no
infravermelho é baseada na coleta dos dados a partir da variacdo na
frequéncia da luz infravermelha monocromatica. Contudo, h&4 maior gasto
de tempo para a obtencéo dos dados, pois as medi¢cdes séo realizadas a
partir de uma frequéncia apos a outra, bem como, um alto custo na
construcdo do monocromador utilizado nesse método. Como forma de

aprimorar essa técnica, a espectroscopia no infravermelho por
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transformada de Fourier (FT-IR) tem sido utilizada. Nesse contexto, a
radiacdo eletromagnética no infravermelho em todos os comprimentos de
onda encontrados nessa faixa é guiada através de um interferdmetro do
tipo Michelson. Os dados séo coletados na forma de interferogramas, e o
espectro infravermelho é obtido a partir da transformada de Fourier desse
interferograma. Com isso, a espectroscopia FT-IR tem aumentado
drasticamente a qualidade dos dados coletados, pela melhoria dos
espectros obtidos, e pela diminuicdo do tempo de obtencdo desses dados
(Schmitt; Flemming, 1998; Luz et al., 2003; Hins, 2007; Giarola, 2007).

O espectro infravermelho € a diferenca de intensidade da
radiacdo infravermelha registrada antes e depois da passagem através da
amostra, ou seja, 0 quanto de radiacdo eletromagnética foi absorvido,
gerando assim o grau de absorbancia (Beekes et al., 2007). Sendo que, a
partir de freqliéncias caracteristicas, intensidades e larguras de bandas no
espectro infravermelho, esse método analitico € capaz de identificar
grupos funcionais, caracterizar a conformacdo estrutural molecular e
fornecer informacdes sobre os constituintes (proteinas, lipidios, acidos
nucléicos, polissacarideos e etc) do material analisado (Naumann 2000;
Beekes et al.,, 2007). Dessa forma, essa técnica tem sido largamente
utilizada na indastria e na pesquisa cientifica, envolvendo uma ampla
faixa de estudos biologicos, no que se refere a investigacdes clinicas de
tecidos de colo de uatero, pulmonar, mamario, gastrintestinal, linfocitos,
linfomas ndo Hodgkin, células tumorais, préstata, colon, fibroblastos,
DNA, drogas anticancer, deteccdo de células cancerigenas, mensuracao
de glicose, tecido 6sseo e identificacdo de espécies e cepas de

microrganismos (Movasaghi et al., 2008).
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2.4 Espectroscopia FT-IR na microbiologia

A aplicacédo da espectroscopia FT-IR na microbiologia foi
relatada pela primeira vez ha mais de 60 anos, mas foi entre as décadas
de 80 e 90 que essa nova técnica tornou-se uma ferramenta emergente
no campo das analises microbioldgicas (Naumann, 2000; Sandt et al.,
2006).

De acordo com alguns autores, € um método que pode
ser completamente automatizado (Sandt et al., 2006), sendo considerado
simples, uma vez que ndo se faz necessario o emprego de reagentes,
nem a adicdo de corantes ou rotulos para a mensuracado espectral
(Maquelin et al., 2003; Choo-Smith et al., 2003). Além disso, as analises
espectrais sao realizadas sem que ocorra modificagdo na amostra,
permitindo que a integridade dos espectros e a quimica dos
microrganismos e tecidos ndo sejam comprometidas (Schmitt; Flemming,
1998; Beeks et al., 2007).

Em microbiologia, o espectro infravermelho é
representado por uma sobreposicdo de todos os modos vibracionais
ativos de varias moléculas presentes na amostra microbiana (Beekes et
al., 2007). Essa sobreposicdo decorre de vibracbes moleculares das
substancias poliméricas extracelular, da parede celular, da membrana e
do citoplasma das células. Apesar da disponibilidade de varias técnicas
de aprimoramento de resolu¢cdo, ainda ndo € possivel separar
completamente um espectro do outro. No entanto, a regido entre 4000 e
500 cm™, conhecida como regido espectral infravermelho médio, detém
bandas caracteristicas e adequadas para a caracterizacdo dos
microrganismos, pois o espectro FT-IR das células intactas reflete grupos
funcionais especificos ou ligagbes de componentes bioquimicos como
proteinas, carboidratos, fosfolipidios e acidos nucléicos, o que pode gerar

um espectro com alto conteudo de informacdo (Naumman, 2000; Branan;
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Wells, 2007). Entretanto, muitos grupos estruturais e funcionais dos
diferentes microrganismos sao idénticos e geram espectros muito
parecidos. Porém, a quantidade e a distribuicdo desses diferentes grupos
funcionais variam entre as cepas microbianas, dessa forma, as bandas
dos espectros dos microrganismos podem ser correlacionadas com
estruturas definidas (Schmitt; Flemming, 1998). Portanto, os autores
definem que o espectro de um dado microrganismo € considerado um tipo
de “fingerprint” do mesmo (Helm et al., 1991; Ngo-Thi et al., 2003;
Rebuffo-Scheer et al., 2007).

O espectro das amostras microbianas, além de fornecer
um numero de bandas de absorcdo que descreve a composicdo
molecular dessas células, também €& considerado sensivel a mudancas
estruturais, variacdes de interacdes intra e inter molecular, constituicdo de
membrana, interacdo lipidio—proteina e estado conformacional das
diferentes estruturas secundarias das proteinas. O estado fisico da
amostra, bem como o estado de hidratacdo ou agregacéao, interacdo com
ions e assim por diante, tem uma forte influéncia nos resultados. Sendo
assim, uma rigorosa padronizacdo da amostra no que diz respeito as
condicbes de cultura, em particular, o0 meio de cultura, temperatura de
incubacédo, tempo de cultura da amostra e o processo de aquisicdo dos
dados devem ser obrigatoriamente realizados (Naumann 2000; Maquelin
et al., 2003).

A partir do conhecimento de que essa técnica é altamente
sensivel, e a freqUiéncia da luz do espectro resultante fornece informacdes
bioquimicas em relacdo a composicdo e estrutura molecular das células.
Muitas pesquisas recentemente tém sido propostas no campo da
microbiologia. O principal propdsito dessas pesquisas é a discriminacao, a
identificacdo e a classificacdo de células microbianas intactas (Mariey et
al., 2001; Branan; Wells, 2007).

Nieto et al, em 2004, empregaram a espectroscopia FT-IR

para diferenciar cepas da familia Enterobacteriaceae e 0s géneros
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Staphylococcus, Proteus e Pseudomonas. Esses autores definiram
janelas espectrais para diferenciar as populagdes. Logo, para o estudo
comparativo foram selecionadas as seguintes regides espectrais: janela
espectral de lipidios (2986 — 2841 cm™), de carboidratos (1290 — 1180 cm’
1Y e a denominada de “verdadeiro fingerprint” (944 — 805 cm™). A escolha
da primeira janela espectral reflete a distinta composi¢céo lipidica das
paredes celulares das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
empregadas nesse estudo, enquanto que, na segunda janela, as
diferencas se associam com a composicado de carboidratos (por exemplo,
o polissacarideo extracelular). Finalmente, a terceira janela reflete
caracteristicas ndo definidas, associadas, por exemplo, a estruturas
quartenarias das proteinas e outras macromoléculas, mas especificas
para cada uma das cepas. A partir dos resultados da analise dos grupos
descritos em forma de dendograma, 0s autores encontraram que as
cepas estudadas formaram dois grandes grupos, o das bactérias Gram-
positivas e o das Gram-negativas, respectivamente, que se uniram a
niveis elevados de heterogeneidade. E observaram quatro subgrupos
maiores que se associaram com 0s géneros estudados. Dessa forma, 0s
autores concluiram que a espectroscopia FT-IR pbéde, portanto, classificar
0s microrganismos em diferentes niveis taxonémicos sem a necessidade
de uma selecdo prévia por outros critérios. A disponibilidade dos
resultados é mais rapida do que com as técnicas moleculares mais
modernas, a preparacdo da amostra é simples e requer uma pequena
quantidade de biomassa para as medicdes. Além disso, esse trabalho
demonstrou que as técnicas vibracionais ndo requerem processamentos
especiais das células.

Em 1995, Naumanm et al. realizaram um estudo sobre a
espectroscopia como uma poderosa ferramenta analitica na
caracterizacdo nao invasiva de células microbianas intactas. Nesse
trabalho, foram incluidas cepas da familia Enterobacteriaceae,

Staphylococcus, Bacillus e Pseudomonas. Com relagdo aos dados no
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dendograma, dois grupos principais foram separados de acordo com a
positividade para a coloracdo de Gram. Além disso, esses autores
identificaram bandas de absorcdo caracteristicas no espectro dos
microrganismos analisados e constataram janelas de absorcoes
especificas para proteinas celulares (1500 - 1700 cm™), para fosfatos,
oligossacarideos e polissacarideos da parede celular (1300 - 800 cm™).

A fim de classificar as bactérias de acordo com o género
por meio da espectroscopia FT-IR, Helm et al. (1991) analisaram os 39
espectros de espécies selecionadas do género Staphylococcus,
Streptococcus e Clostridium. Como resultado, todos Staphylococcus
analisados foram incluidos em um grupo de mesmo género, o qual foi
subdividido em 2 subgrupos contendo cepas de espécies coagulase
positivas e espécies coagulase negativas. Com relacdo ao género
Streptococcus, todas as espécies foram agrupadas em um unico cluster,
no entanto, a respeito da afiliagdo taxondmica para cocos e para
bastonetes, respectivamente, 0s géneros Streptococcus e Clostridium néo
puderam ser completamente separados dentro de dois géneros distintos.
Para os autores, isso pode ter acontecido devido ao fato de que o regime
de classificacdo discutido nesse estudo foi baseado somente nas
similaridades espectrais e, portanto, sao influenciadas pela janela
espectral selecionada. Ainda nesse estudo, os autores analisaram 15
cepas do género Legionella e obtiveram como resultado a separacdo em
dois clusters, ou seja, microrganismos produtores de acido graxo poly-3-
hydroxibutirico e os microrganismos ndo produtores. Além disso, 139
diferentes espectros de cepas clinicas dos géneros: Staphylococcus,
Streptococcus, Clostridium, Aeromonas, Pseudomonas e Legionella, e da
familia Enterobacteriaceae foram investigados de acordo com a
positividade para coloracdo de Gram. Pelo método estatistico de Ward's
houve a separacdo de dois grupos maiores, que exclusivamente
continham as cepas Gram-positivas e Gram-negativas, respectivamente.

O aumento da prevaléncia das doencas infecciosas tem
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sido um dos problemas enfrentados pela saude publica, principalmente
em ambiente hospitalar. De acordo com a Organiza¢cdo Mundial de Saude,
29 das 96 principais causas de morbidade e mortalidade entre humanos
estdo relacionadas as doencas infecciosas causadas por diversos
agentes microbianos. (Uma explicacdo para esse aumento tem sido
dirigido ao fato da ndo instituicAo de antibidticos especificos aos
microrganismos em questdo. Por outro lado, um tratamento empirico por
meio de antibidticos de alto espectro € freqlientemente iniciado, enquanto
se aguarda a identificacdo do patdgeno. Outras consequéncias da
escolha empirica do agente antimicrobiano sdo 0s possiveis efeitos
colaterais resultantes e a selecdo de microrganismos resistentes (Doern
et al.,, 1994). Como forma de contornar essa questdo, a rapida
identificacdo possivelmente € um fator importante na deciséo terapéutica
(Maquelin et al., 2003).

Recentemente, uma técnica paralela a espectroscopia FT-
IR tem sido empregada com o proposito de acelerar a diferenciacdo e
identificacdo dos microrganismos envolvidos nas doencas infecciosas,
bem como, analisar a suscetibilidade antibibtica desses patégenos. Nesse
método um microscépio de luz estd acoplado ao espectrometro FT-IR,
sendo que a técnica é baseada na investigacao de microcolénias puras
ou mistas, as quais geralmente ainda ndo sdo visiveis a olho nu
(Naumann, 2000), o que reflete um menor tempo na obtencdo de culturas
dos microrganismos para a analise de identificacdo e diferenciacéo
microbiolégica (Choo-Smith et al., 2001).

Sandt et al. (2006), em um estudo realizado com 160
cepas de 15 espécies e 9 géneros de bactérias de isolados clinicos,
consideradas clinicamente patdgenos relevantes, registraram o0 espectro
das microcolonias bacterianas depois de 6-7 horas e 10 horas de cultura
e estabeleceram uma base de dados. Nesse trabalho, os autores, usando
a microespectroscopia FT-IR e alguns métodos estatisticos, conseguiram

identificar e separar em clusters 0s microrganismos de espécies e
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géneros diferentes.

Em 2007, Rebuffo-Scheer et al. realizaram um estudo
objetivando a rapida diferenciacdo de 10 espécies, por meio da
microespectroscopia, entre as 28 cepas do género Mycobacterium néo-
tuberculose. Nesse estudo, as microcolénias analisadas alcancaram um
diametro de aproximadamente 80 a 140 um, e 435 espectros foram entéo
registrados. Apos os dados serem submetidos a andlise hierarquica de
cluster, o dendograma mostrou claramente distintos clusters formados por
diferentes espécies com a excecdo de apenas uma cepa. Além disso, a
microscopia FT-IR permitiu também a clara distincdo entre micobactérias
relacionadas com infeccdes em seres humanos, como M. fortuitum, M.
smegmatis, M. phlei e M. chelonae.

Magquelin et al. (2003), em um estudo clinico prospectivo
feito para identificar patégenos causadores de infec¢cdes na corrente
sanguinea de pacientes hospitalizados, analisaram 138 amostras de
sangue, das quais 131 apresentaram contaminagcao por bactérias. Essas
amostras, devidamente preparadas, resultaram em microcolénias
cultivadas por um periodo de 6 a 8 horas. Logo, 121 amostras foram
submetidas a analise espectral para a identificacdo das cepas, o que
resultou em 98,3% de acertos na identificagcdo (119 das 121). Dessa
forma, esses autores concluiram que a microespectroscopia fornece uma
nova resposta para a necessidade de uma rapida identificacdo
microbiana.

Ngo Thi et al.,, em 2003, estudaram o0 emprego da
microespectroscopia FT-IR como uma nova ferramenta na caracterizacao
dos microrganismos. Para tanto, esses autores utilizaram cepas de
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras, cultivadas por um
periodo de 6 ou 10 horas dependendo da cepa. De acordo com esse
estudo, trés janelas espectrais foram selecionadas (3000-2800 cm™,
1500-1400 cm™ e 1200-900 cm™), das quais foi possivel encontrar trés

clusters separando o espectro de microrganismos Gram-positivos, Gram-
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negativos e leveduras, respectivamente. Além disso, todas as quatro
diferentes cepas de S. aureus puderam ser separadas dentro de
subclusters. Ainda, o principal objetivo desse estudo, foi investigar os
efeitos do antibiotico oxacilina p-lactamico no espectro FT-IR de cepas de
S. aureus suscetiveis e cepas de S. aureus resistentes a esse agente
antimicrobiano. De acordo com os resultados obtidos, foi concluido que a
microespectroscopia FT-IR € uma ferramenta capaz de diferenciar entre
células sensiveis e células resistentes ao antibiotico, além de identificar a
banda (1085 e 1060 cm™) que pode ser tomada como marcador para
monitorar o efeito do antibiotico B-lactamico sobre S. aureus.

Sabe-se que 0s microrganismos nao vivem isolados na
natureza, mas coexistem em complexas comunidades multicelulares, por
exemplo, colbnias, corpos frutiferos, ou biofilme. Sob essas condicdes, as
células devem adaptar-se a condi¢cdes de limitacdo de suprimentos
nutrionais, mudancas de temperaturas, pH, umidade, etc.
Consequentemente, esses fatores podem modificar sua aparéncia
fenotipica e tornar-se diferenciadas dentro de variantes de células
especializadas. Com relacdo a essa variabilidade, alguns estudos,
empregando a microespectroscopia FT-IR, tém sido realizados a fim de
investigar a homogeneidade e heterogeneidade espacial do crescimento
microbiano nas colénias. Ngo Thi; Naumann em 2007 desenvolveram
uma técnica para avaliar a heterogeneidade do crescimento celular em
macrocolonias microbianas por meio da microespectroscopia FT-IR. Para
isto, foram obtidas macrocol6nias de trés cepas de géneros diferentes
(Legionella bozemanii, Bacillus megaterium e Candida albicans), as quais
foram congeladas a —70°C e, em seguida, crioseccionadas em finas fatias
de aproximadamente 20 pum. Por meio do microscépio acoplado no
espectroscopio FT-IR, as amostras foram visualizadas e a partir de uma
metodologia elaborada pelos autores as areas pré-selecionadas das
amostras foram analisadas. Trés condicfes diferentes para cada género

foram avaliadas, respectivamente. Para Legionella bozemanii, foi avaliada
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a heterogeneidade espacial da producdo de acido Poly-B-hidroxibutirico
(PHB), uma molécula encontrada em uma ampla variedade de
microrganismos, a qual serve de reserva de energia e fonte de carbono
para a sobrevivéncia das bactérias sob condicbes desfavoraveis
nutricionais. Como resultado, os autores encontraram que a producdo de
PHB foi observada principalmente dos espectros obtidos das areas
afastadas do meio de cultura, conseqientemente espectros obtidos das
areas proximas a superficie do meio de cultura foram essencialmente livre
de PHB. Essas informacdes foram alcancadas pela presenca ou auséncia
de picos espectrais da banda em 1738 cm™, considerada um indicador
diagnostico de PHB. Com relacdo as macrocblonias de Bacillus
megaterium, foi avaliada a heterogeneidade espacial da producdo de
compostos capsulares, exopolissacarideos, glicoproteinas, ou glicolipidos.
A capacidade em produzir esse componente é dada pelo tipo de meio a
ser cultivados Bacillus ssp, ou seja, meios ricos em acucar e pobres em
nitrogénio, potassio ou fosfatos. De acordo com os resultados, as células
das regides superficiais, afastadas do meio de cultura, continham mais
polipeptidio capsular e polissacarideo capsular do que as células das
regibes proximas a superficie do &agar. Dessa forma, os autores
concluiram que a microespectroscopia FT-IR foi capaz de registrar as
mudancas espectrais pelas variacdes de composi¢cao dentro das colbnias
relatadas, no entanto, essas mudancas sao extremamente complexas, o
gue nao dispensa o emprego de outras técnicas para se obter dados
complementares. Além disso, o0 estudo revelou que ocorre
heterogeneidade espacial na composicéo das células em crescimento nas
colénias mesmo sob condi¢des laboratoriais.

A espectroscopia FT-IR também tem sido empregada em
leveduras, principalmente do género Candida. Alguns trabalhos tém sido
realizados no que diz respeito a capacidade de identificacéo,
discriminacédo, classificacdo e caracterizacdo desses microrganismos ao

nivel de género e espécies. Além disso, estudos tém sido dirigidos para
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avaliacdo epidemioldgica devido a capacidade dessa técnica em distinguir
cepas de mesmas espécies.

Sandt et al., em 2003, realizaram um estudo com nove
pacientes hospitalizados, dos quais 79 isolados de C. albicans foram
obtidos para analise epidemiolégica por meio da espectroscopia FT-IR.
Nesse estudo, os autores utilizaram meios convencionais para a
identificagdo C. albicans. No entanto, para avaliar se houve ou ndo caso
de infeccdo cruzada entre esses pacientes, foi empregado o estudo por
meio da espectroscopia. Nesse contexto, foi possivel diferenciar nove
distintos grupos, um por paciente, sendo que somente um espectro obtido
foi misclassificado, ou seja, ndo foi incluido ao seu respectivo grupo. Além
disso, essa técnica foi comparada com os resultados alcancados pela
técnica de RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA). De acordo com
0S autores, essas técnicas tém suas vantagens particulares, pois o
método RAPD é menos prejudicado pelas variacdes das condi¢cdes de
cultura, que sao as principais limitacbes das técnicas fenotipicas.
Entretanto, a multiplicidade de passos no protocolo dessa forma de
estudo dificulta a reprodutibilidade e a rapidez do mesmo. Ja o protocolo
da espectroscopia FTIR é simples e envolve menos passos e, ainda, caso
haja davidas, as amostras podem ser rapidamente re-analisadas sem
qualquer custo adicional, uma vez que, uma das vantagens € a
capacidade de se realizar o estudo da amostra sem que ocorra qualquer
modificacdo na mesma pela passagem da radiacdo. Portanto, a partir
desse estudo, os autores concluiram que tanto a espectroscopia FT-IR
quanto a RAPD foram capazes de mostrar que ndo houve infeccao
cruzada entre esses pacientes. Os mesmos também concluiram que a
espectroscopia FT-IR € um método de obtencdo de dados rapido, de
baixo custo, reprodutivel e aplicavel a qualquer microrganismo passivel de
ser cultivado e, portanto, pode ser estendido & Candida ndo albicans, com
guase nenhuma modificacdo do protocolo.

Em 2007, Essendoubi et al. também empregaram
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espectroscopia na investigacado epidemiologica e tipagem de 29 isolados
de C. glabrata de 4 pacientes hospitalizados no mesmo periodo e 2 em
outro periodo, o quais foram tidos como referéncia. O principal propésito
do estudo foi avaliar a contaminagcdo cruzada nesses pacientes. Esses
autores também analisaram isolados de um mesmo individuo, no entanto,
em regides anatdmicas diferentes, com o objetivo de identificar as janelas
espectrais que melhor discriminassem as cepas de acordo com cada
paciente. Dessa forma, trés regibes espectrais foram determinadas, as
quais permitiram que os resultados demonstrassem a distincdo de 6
clusters, correspondendo, respectivamente, aos quatro pacientes
hospitalizados na mesma época e dois aos pacientes tidos como
referéncia. Tal avaliacdo mostrou que ndo houve contaminacdo cruzada
entre eles. Sendo assim, 0s autores concluiram que a espectroscopia FT-
IR pode potencialmente servir como uma ferramenta de investigacao
epidemioldgica, usada para identificar e controlar fontes de infeccéo pela
determinacao das origens da infeccédo, as rotas de aquisicéo, transmissao
de cepas e sua persisténcia.

Para avaliar a capacidade de diferenciacdo entre espécies
de Candida usando espectroscopia, Sockalingum et al. (2002) estudaram
a abordagem dessa técnica sobre cepas-padrdo de cinco espécies
diferentes (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
krusei) pertencentes a esse género, e 20 isolados de C. albicans em
pacientes HIV positivos. De acordo com os resultados, a andlise espectral
foi capaz de definir cinco grupos independentes, sem que houvesse
qualquer desencontro nos grupos espectrais.

Ainda com relacdo ao emprego da espectroscopia
infravermelha no estudo de Candida ssp. com relevancia clinica,
Essendoubi et al. (2005) avaliaram essa técnica na rapida identificacao de
diferentes espécies de microrganismo em varios estagios de crescimento
das células. Para tanto, 56 cepas clinicas de diferentes espécies (10 de C.
albicans, 10 de C. glabrata, 10 de C. krusei, 9 de C. kefyr, 10 de C.
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parapsilosis e 7 de C. tropicalis) foram analisadas em culturas de 24 horas
por meio da espectroscopia e também em culturas de 10 e 18 horas
(dependendo da espécie) por meio da microespectroscopia. Para a
realizacdo da analise hierarquica de cluster, as janelas espectrais que
melhor discriminavam uma espécie da outra foram selecionadas. Na
avaliacao das culturas puras das cepas obtidas em 24 horas, seis grupos
correspondendo a cada espécie estudada puderam ser estabelecidos.
Entretanto, trés cepas de C. krusei, duas cepas de C. glabrata, uma cepa
de C. parapsilosis e duas cepas de C. kefyr foram desclassificadas em
relagdo aos seus respectivos grupos. Nesse contexto, 0s autores
elegeram outras janelas espectrais para que alcangcassem um aumento na
taxa de classificacdo, com isso, ocorreram 100% de identificacdo exata
para o0 estudo de cepas de Candida ssp. Com relacdo a analise
microespectroscopica das colénias medindo aproximadamente 50 a 250
um obtidas em 10 e 18 horas, também foi possivel separar seis grupos de
acordo com as espécies, e essa discriminacdo alcancou 100% de
exatiddo. Dessa forma, os autores concluiram que as duas metodologias
abordadas sdo capazes de identificar diferentes espécies de leveduras do
género Candida, sendo que, a microespectroscopia € uma técnica viavel
na identificacéo rapida de colbnias pequenas, revelando sua capacidade
em gerar dados ainda que com pouca biomassa disponivel. No entanto,
esses autores salientaram que o0s resultados alcancados com a
microespectroscopia se devam a severa padronizacao da metodologia na
obtencéo das culturas e dos dados.

Nesse mesmo contexto, Toubas et al., em 2007, também
avaliaram o emprego da técnica de espectroscopia e microespectroscopia
FT-IR na discriminacdo de trés espécies: C. albicans, C. glabrata e C.
parapsilosis sob condigcbes de cultura de 24 horas, 10 e 18 horas
(dependendo da espécie). Além disso, esses autores ainda analisaram a
capacidade dessa metodologia na tipagem das cepas de Candida ssp,

como forma de avaliacdo epidemiologica em pacientes hospitalizados. De
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acordo com os resultados alcancados, tanto para metodologia abordada
para cultura de 24 horas, quanto para cultura de 10 e 18 horas, foi
possivel discriminar trés grupos, os quais foram associados com as
respectivas espécies. Para o estudo epidemiolégico foram obtidos 17
isolados clinicos de C. albicans em diferentes sitios anatdbmicos de cinco
pacientes, nove de C. glabrata em diferentes sitios anatbmicos de trés
pacientes e 14 de C. parapsilosis em diferentes sitios anatbmicos de
quatro pacientes. Além de duas cepas de C. albicans tomada como
referéncia. Os resultados mostraram que a técnica permitiu que uma boa
tipagem das cepas fosse alcangcada, uma vez que, todos os isolados
analisados foram incluidos no cluster dos respectivos pacientes. Dessa
forma, concluiram que nao houve infeccéo cruzada entre os pacientes.

A avaliacdo dessa nova abordagem na identificacdo de
espécies estreitamente relacionadas como ocorre entre C. albicans e C.
dubliniensis foi realizada por Tintelnot et al. (2000). Esses autores
avaliaram marcadores fenotipicos para a selecédo e identificacdo dessas
duas espécies de Candida. Dentre esses marcadores, foi incluida a
espectroscopia FT-IR, que, de acordo com os resultados, foi capaz de
separar as duas espécies em clusters individuais. Dessa forma, os
autores concluiram que as informacdes contidas no espectro FT-IR sdo
suficientes para alcancar a diferenciacdo fenotipica entre essas duas
espécies estreitamente relacionadas.

A espectroscopia FT-IR também tem se mostrado sensivel
as mudancas metabdlicas e fenotipicas das leveduras do género Candida.
Nesse contexto, Adt et al. (2006) estudaram a espectroscopia FT-IR como
uma potencial ferramenta para analise dass modificacdes estruturais entre
C. albicans na forma de blastosporo e na forma de hifas, e ainda,
avaliaram o potencial do FT-IR na tipagem réapida de C. albicans utilizando
a forma hifal. Sendo assim, os espectros foram obtidos de culturas puras
dessa espécie de Candida apresentando as duas formas fenotipicas.

Esses autores elegeram trés regides espectrais para analisar as
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modificacdes estruturais como se segue: 950-1185 cm™, 1480-1720 cm™
e 2840-3000 cm™, correspondendo, respectivamente, absorcdes de
polissacarideos, proteinas e lipidios. De acordo com os resultados
obtidos, quando comparado com blastoporo, para a hifa houve um
aumento (45%) do conteddo protéico e wuma diminuicdo de
polissacarideos (20%) e acidos graxos (10%). Além disso, cada regido
espectral selecionada foi analisada detalhadamente, com isso puderam
caracterizar as mudancas moleculares e estruturais do conteudo
discriminado por essas janelas espectrais tanto para a forma hifal quanto
para forma de blastosporo. Com relag&o a identificacao répida entre essas
duas apresentacfes fenotipicas da C. albicans, uma andlise hierarquica
de cluster foi realizada, e conforme os resultados espectrais, foi possivel
separa-las em dois grupos, respectivamente. Esse fato mostrou que a
técnica FT-IR também foi eficiente na discriminacdo e identificacdo de C.
albicans na forma hifal. Com isso, os autores concluiram que a
identificacdo por espectroscopia FT-IR pode ser implementada em dois
estagios, uma para rapida identificacdo de 7 horas usando hifas, seguido
por um teste de confirmagao com blastosporo em 24 horas.

A fim de explorar o potencial da microespectroscopia FT-
IR no estudo de microcolbnias intactas e individuais, e ainda, especificar
regides dentro das mesmas, Orsini et al. (2000) estudaram o espectro de
C. albicans. Assim, as analises espectrais foram obtidas depois de 12
horas de crescimento das colbnias, as quais tinham entre 100 e 300 pm
de diametro. Trés regides da colonia foram avaliadas: o centro, regiao
intermediaria e periferia e, de acordo com 0s espectros obtidos, observou-
se importantes diferencas entre as trés regides da colonia, principalmente
em relacdo a forma espectral da banda entre 1200 e 900 cm™ e na
intensidade relativa das mesmas, bem como entre as bandas de absorcéo
de proteinas (amido | 1655 cm™ e amido Il 1547 cm™). Os autores
acreditam que a possivel origem dessa heterogeneidade dentro das

colénias seja atribuida a diferencas metabdlicas e idade das células em
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diferentes regides. Portanto, foi também verificado por meio da FT-IR o
crescimento das microcolonias de C. albicans sob diferentes
concentragbes de dextrose, dessa forma, foi observada a ocorréncia de
diferencas espectrais entre as col6nias. Além disso, foi também verificada
a diferenca metabdlica entre as células em diferentes partes da colonia,
dessa forma, foi demonstrado que houve diferencas em relacdo a
ingestdo desse acucar entre as células da periferia e da regido central das
colénias. Sendo assim, os autores concluiram que a heterogeneidade
encontrada dentro de microcol6nias individuais pode ser relacionada com
as diferentes concentracfes de ingestdo de aclUcar entre as células da
periferia e do centro da colonia.

Assim, a microespectroscopia FT-IR é uma nova e rapida
ferramenta no estudo das alteracbes metabdlicas das células,
principalmente na funcdo de ingestdo de glicose, ou seja, uma técnica
altamente sensivel a qualquer mudanca no estado celular, seja ao nivel
de parede, como ao nivel de processos fisioldgicos que ocorram dentro
do citoplasma das células, sendo interessante ampliar os estudos
utilizando microespectroscopia FT-IR na identificacdo de microrganismos,
a fim de otimizar os procedimentos laboratoriais e agilizar os processos
de identificacdo microbiana por métodos mais rapidos e menos

dispendiosos.



3 PROPOSICAO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
microespectroscopia infravermelha por transformada de Fourier na
identificacdo e discriminacdo entre cepas clinicas de Candida albicans e

Candida glabrata, identificadas inicialmente pelos métodos convencionais.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Origem das cepas

Oito cepas clinicas e duas cepas-padrdo do género

Candida foram obtidas da colecdo de cultura do laboratério de

microbiologia e imunologia (LMI) do Departamento de Biociéncias e

Diagnostico Bucal da Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita

Filho” Campus de Sao José dos Campos, sob autorizacdo (Anexo A). No

guadro 1 estdo indicadas as cepas de Candida empregadas nesse

estudo.

Quadro 1 — Cepas do género Candida empregadas no estudo

Espécie
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida glabrata
Candida glabrata
Candida glabrata
Candida glabrata

Fonte
ATCC
LMI-fosjc
LMI-fosjc
LMI-fosjc
LMI-fosjc
LMI-fosjc
ATCC
LMI-fosjc
LMI-fosjc
LMI-fosjc

N° da cepa
18804
03
22
28
29
43
90030
57
67
107

ATCC: American Type Culture Collection, LMI-fosjc: cepas pertencentes a colecdo de
cultura do laboratério de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Odontologia de

Sao José dos Campos.
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As cepas estavam armazenadas em geladeira a 4°C em
agar inclinados com Sabourad Dextrose (Difco, Detroid, Michigan, EUA).
Um dia antes da analise espectral, as cepas de Candida foram semeadas
por esgotamento em placas em meio agar Sabourad dextrose, incubadas
a 37°C por 24 horas e examinadas para verificar se nao houve

contaminagao.

4.2 Preparacdo das amostras

Por meio de duas alcadas (alca de platina com fio de 5
mm de espessura) uma pequena quantidade de biomassa foi
cuidadosamente removida das coldonias na superficie do meio &agar,
suspensas em 120 pL de solucdo de NaCl estéril a 0,85% (Cloreto de
sédio, Cromoline Quimica, Diadema, Sao Paulo, Brasil) contidas em tubos
de ensaio e homogeneizadas em agitador de tubos (PHOENIX) por 30
segundos. Aliguotas de 5 uL da suspensao foram transferidas para lentes
de CaF, (medindo aproximadamente 1 centimetro de diametro e 0,5 de
espessura) e submetidas a secagem em estufa a 50°C por 1 hora.
Obtidos os filmes finos, adequados para as medidas em
microespectroscopia FT-IR, as janelas de CaF, eram depositas em um
suporte, conforme ilustrado na figura 01, para posterior assentamento no
aparelno de microespectroscopia FT-IR (Figura 02). Antes do
procedimento, as lentes de CaF, eram lavadas com agua e detergente,

em seguida desinfetadas com alcool 70% e secas com papel absorvente.
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Figura 01 — (A) Filmes finos e transparentes nas lentes de CaF,, ( B) Lentes de CaF,
depositadas em suporte.
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Figura 02 — Equipamento de microespectroscopia FT-IR e suporte com as lentes de
CaF, depositadas no equipamento para leitura espectral das amostras
de Candida em suspensdo na forma de filme fino e transparente,

adequado para as medidas.

4.3 Registro do espectro

A analise por microespectroscopia FT-IR das amostras foi

realizada no Laboratério de Espectroscopia Vibracional Biomédica (LEVB)

do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D) da Universidade do

Vale do Paraiba (UNIVAP).
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A cada leitura de uma amostra, uma imagem (2000 pm x
2000 um) do filme fino foi obtida por meio de um microscépio acoplado no
espectrofotometro. Os espectros das amostras das leveduras, na forma
de filmes finos obtidos da suspenséo de NaCl a 0,85 %, foram registrados
em modo de ponto por transmissao/absorcdo no comprimento de onda de
900-4000 cm™ utilizando o espectrémetro Spectrum Spotlight 400 FT-IR
da PerkinElmer (Reino Unido). Por meio da imagem do filme fino, dez
pontos foram selecionados aleatoriamente nas amostras, como ilustrado

na figura 03.

Figura 03 — llustracdo dos dez pontos selecionados aleatoriamente na imagem do
filme fino obtido por meio do microscopio acoplado no espectrometro
(canto superior esquerdo).

Na resolucdo de 4 cm™, 32 varreduras foram realizadas
para cada ponto e obtida a média. Os espectros foram considerados
reprodutiveis, quando 0s picos espectrais nao ultrapassavam o valor de

0.1 em unidades de absorbancia. Um background utilizando uma janela
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sem o filme fino foi realizado a cada troca de amostra. A fim de determinar
a reprodutibilidade dos nossos resultados, todas as cepas foram
analisadas em triplicata a partir de culturas independentes de cada cepa

do microrganismo estudado, como ilustrado na figura 04.

Figura 04 — Suspenséo das cepas de Candida (C. albicans 28 e C. glabrata ATTC
90003) em triplicata e lentes de CaF, com aliquotas de 5 pl dessa
suspensao.

4.4 Processamento dos dados e analise estatistica

Para o modo de ponto, dez espectros foram obtidos de
cada amostra, os quais foram inspecionados visualmente com o objetivo
de identificar picos espectrais que pudessem estar discordantes entre as

triplicatas, em relacdo a forma e intensidade, comparados aos outros.
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Apobs essa inspecado, a média dos dez espectros foi realizada utilizando o
programa estatistico OPUS (versao 4.2, Bruker).

As médias espectrais, no intervalo de 900-4000 cm™,
foram submetidas ao calculo da primeira derivada com 9 pontos de
suavizacao e normalizagdo vetorial, com o objetivo de amplificar o nUmero
de caracteristicas discriminantes presentes no espectro € minimizar a
heterogeneidade espectral devido as diferencas de espessura da
amostra. Os dados também foram submetidos ao teste de correlacéo de
coeficiente de Pearson. Trés intervalos espectrais (2800-3000 cm™, 1300-
1500 cm™, 900-1250 cm™) capazes de fornecer uma 6tima discriminaco
entre as espécies e cepas, foram selecionados de acordo com dados da
literatura, os quais serviram de entrada para analise hierarquica de

cluster.



5. RESULTADOS

Para esse estudo um total de 290 espectros em modo de
ponto foi obtido de cepas clinicas e cepas-padrédo oriundas da colecao de
cultura do laboratério de microbiologia da Faculdade de Odontologia de
Sao José dos Campos. Micrografias do filme fino, ilustradas na figura 05,
permitiram avaliar a homogeneidade do mesmo e facilitaram a selecao

dos dez pontos em cada amostra para a analise espectral.

Figura 05 — Micrografia de 4 filmes finos das cepas C. albicans 28 (A), C. albicans 43
(B),C. glabrata 67 (C) e C. glabrata ATCC (D)

Para cada amostra em triplicata (n=29) foi obtida a média dos
dez espectros, totalizando 29 médias espectrais, as quais foram

submetidas a normalizacdo vetorial e correcdo de linha de base. Dessa
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forma, na figura 06 pode-se observar a ilustracdo representativa dos 29
espectros sobrepostos, situados no intervalo de 900-4000 cm™,
correspondentes as médias. Destacado em cinza o0s picos
correspondentes a trés janelas espectrais que representam vibracdes das
ligagBes moleculares de lipideos (2800-3000 cm™), proteinas (1300-1500

cm™) e polissacarideos (900-1250 cm™).

Candida albicans

Candida glabrata

0,084

0,06 -

0,04

0,02~

0,004

Unidade de absorbdncia

-0,02 4

|
-0.04 T T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3800 a0aa 2500 2000 1500 1000 200

Comprimento de onda

Figura 06 — Espectros FT-IR (em modo de ponto) sobrepostos das 29 médias obtidas
dos dez espectros de cada amostra (n=29). No intervalo espectral de 900-
4000 cm™. Destacado em cinza os picos correspondentes a trés janelas
espectrais que representam vibracdes das ligagcdes moleculares de lipideos
(2800-3000 cm™), protefnas (1300-1500 cm™) e polissacarideos (900-1250
cm™).

A figura 07 ilustra espectros FT-IR (em modo de ponto)
representativos das triplicatas das cepas C. albicans 22 e C. glabrata 107.
Os espectros representados foram submetidos a correcdo de linha de

base e normalizacédo vetorial.
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Figura 07 — Médias espectrais FT-IR sobrepostas, das cepas C. albicans 22 e C. glabrata
107 em triplicata submetidas a correcdo de linha de base e normalizacéo
vetorial.

As trés regides espectrais selecionadas para esse estudo,
que ilustram os picos espectrais correspondentes as ligacées moleculares
de polissacarideos (900-1250 cm™), proteinas (1300-1600 cm™) e lipideos
(2800-3000 cm™), foram destacadas na figura 08, 09 e 10. Ainda, os
quadros 2, 3 e 4 resumem os tipos de ligacbes encontradas nesses
intervalos, dos principais constituintes bioquimicos das células

microbianas.
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Figura 08 — (A) Espectros sem derivada (B) Espectros em primeira derivada. Espectros
representando os picos das médias espectrais FT-IR das cepas C. albicans
22 (Ca 22) e C.glabrata 107 (Cg 107) em triplicata. Cada média espectral
correspondente a cepa analisada foi destacada por uma cor. Janela
espectral de 2800-3000 cm™(intervalo espectral que representa ligacdes
moleculares de lipidios). E possivel observar pelas areas destacadas em
cinza as diferencgas de intensidade das bandas espectrais.

Quadro 2 — Tipos de ligacBes moleculares dos principais constituintes
bioguimicos das células microbianas representados pelos
picos espectrais encontrados no intervalo espectral de 2800-
3000 cm™.

Ligagdes Moleculares Constituintes bioquimicos

Vibracdes de estiramento de

ligacbes Lipideos e algumas vibracfes de cadeias laterais de
C-H de grupos funcionais -CH3 e aminoacidos
>CH2

Fonte: Adaptado de Nauman et al 2000
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Figura 09 — (A) Espectros sem derivada (B) Espectros em primeira derivada. Espectros
representando os picos das médias espectrais FT-IR das cepas C. albicans
22 (Ca 22) e C. glabrata 107 (Cg 107) em triplicata. Cada média
correspondente a cepa analisada foi destacada por uma cor. Janela
espectral de 1300-1600 cm™ (intervalo espectral que representa ligacBes
moleculares de proteinas).

Quadro 3 -Tipos de ligacbes moleculares dos principais constituintes
bioquimicos das células microbianas representados pelos
picos espectrais encontrados no intervalo espectral de 1300-

1600 cm™.
LigagcOes Moleculares Constituintes bioquimicos
Deformacédo de >CH2 e Lipideos, proteinas e fracas bandas
>CH3, vibracgbes de determinadas por vibracdes de cadeias
estiramento de —-COO laterais de aminoacidos

Fonte: Adaptado de Nauman et al 2000
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Figura 10 — (A) Espectros sem derivada (B) Espectros em primeira derivada. Médias
espectrais FT-IR das cepas C. albicans 22 (Ca 22) e C. glabrata 107 (Cg
107) em triplicata. Cada média espectral correspondente a cepa analisada
foi destacada por uma cor. Janela espectral de 900-1250 cm™ (intervalo
espectral que representa ligacdes moleculares de polissacarideos).

Quadro 4 - Tipos de ligacbes moleculares dos principais constituintes
bioquimicos das células microbianos representados pelos
picos espectrais encontrados no intervalo espectral de 900-
1250 cm™.

Ligacdes Moleculares Constituintes bioquimicos

Vibrac6es de estiramento de grupos PO2 . ] .
_ . _ Acidos nucleicos e oligo e
e vibragbes de estiramento de

polissacarideos
C-O-Ce C-O-P

Fonte: Adaptado de Nauman et al 2000

Com o objetivo de amplificar as caracteristicas sutis
discriminantes de cada espectro, as médias de todas as amostras foram
submetidas a primeira derivada. Como representacao, a figura 11 ilustra

seis médias espectrais, trés da cepa C. albicans 22 e trés da C. glabrata
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107, respectivamente.
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Figura 11 — Médias espectrais sobrepostas em primeira derivada de amostras em
triplicata das cepas Candida albicans 22 e Candida glabrata 107. Intervalo
de 900-4000 cm™.

Com base nas diferencas de absorcdo, observadas nos
espectros contidos nos intervalos espectrais selecionados, 0s mesmos
serviram de entrada para a analise hierarquica de cluster. As distancias
interespectrais situadas nos trés intervalos selecionados nesse estudo
foram calculadas pelo teste de correlacdo de coeficiente de Pearson e
analisada por meio do algoritmo de Ward's. O resultado dessa analise foi
descrito em forma de dendograma, representado pela figura 12. Este
dendograma, compreendendo 27 meédias espectrais, exibiu dois principais
clusters separando claramente o grupo de seis cepas de C. albicans e

quatro de C. glabrata.
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Figura 12 — Dendograma: resultado da analise de cluster. Exibindo dois grupos distintos
para C. albicans e C. glabrata.

A figura 13 ilustra 0 mesmo dendograma. No entanto, sao
destacados subgrupos, contendo as cepas de mesma espécie em
triplicata, dentro dos dois principais grupos maiores. Com excecdo de uma
amostra de C. albicans 29 e C. albicans ATCC, as quais se agruparam

isoladamente dentro do grupo principal para C. albicans.



58

C. albicans C. glabrata
-
0 o E‘-‘ = § P P
H ﬁ gy o™ E < 2 - Lo (T -
o _t‘w“*“r“h“_
——
S0 - -
-1
=
[
=
‘m 100 B
=
[=E)
=
=
S 150- u
=
=
200 —
2507 B

Figura 13 —Dendograma: resultado da analise de cluster. Destacando os subgrupos
formados pelas cepas de mesma espécie em triplicata, com excegdo de
uma cepa de C. albicans 29 e uma cepa de C. albicans ATCC.



6 DISCUSSAO

Nos ultimos 30 anos, aplicacdes da espectroscopia FT-IR
no campo biomédico, particularmente na identificacdo de microrganismos,
tém aumentado o interesse dos pesquisadores. Essa abordagem mostra
um alto potencial ndo somente na identificacdo ao nivel de género e
espécies, mas também na discriminacdo entre cepas de mesma espécie.
Além disso, esse método tem demonstrado rapidez, simplicidade, ndo é
destrutivo, ndo necessita de reagentes e requer amostras com pequena
quantidade de biomassa.

O principal objetivo do presente estudo foi avaliar o
emprego da microespectroscopia FT-IR na identificagdo e discriminagéo
de 5 cepas clinicas de C. albicans e 2 cepas clinicas de C. glabrata, a
partir da suspensdo desses microrganismos em solucdo fisioldgica, na
forma de filmes finos, adequados para a leitura espectral FT-IR no modo
de transmissé&o/absorgao.

Primeiramente, um protocolo padronizado para as
condicOes de cultura, preparacdo da amostra, e parametros na aquisicao
dos espectros (numero de varreduras e resolucdo espectral) foram
seguidos com base no trabalho de Fontoura et al (2010). De acordo com
estudos, parametros de cultivo dos microrganismos (tempo de cultura,
composicdo do meio e pH, temperatura, conteddo de agua, etc)
fortemente influenciam o espectro FT-IR e, por esta razdo, devem ser
estreitamente padronizados (Wenning et al.,, 2002; Sandt et al., 2003;
Toubas et al., 2007). Com base no exposto, uma das triplicatas da cepa
de C. glabrata 57 foi excluida do atual estudo, devido a nao realizacao do
background na janela de CaF; livre de amostra, antes da leitura espectral

da mesma. Esse procedimento é realizado a fim de impedir que outros
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fenbmenos ocorram com a radiacdo infravermelha, como reflexdo e
espalhamento pelo meio onde a amostra esta sendo analisada e/ou pelas
condicdbes do ambiente (vapor de agua e niveis de CO;) e,
conseqguentemente, interfira na qualidade e reprodutividade dos espectros
das amostras (Leal, 2009). Ainda com relacdo aos procedimentos de
padronizacdo, a qualidade dos filmes como homogeneidade e espessura
foi um fator chave para a reprodutibilidade dos espectros, as quais foram
avaliadas (inspecao visual) por meio das micrografias realizadas de cada
amostra antes da leitura espectral, e a fixacdo do valor de no maximo 0.1
unidades de absorbancia. Esse valor foi tomado como base, pois foi um
valor que permitiu uma boa defini¢do visual dos picos espectrais.

O espectro FT-IR é resultado da sobreposi¢cdo dos modos
vibracionais das moléculas, dados pela absorcdo da radiacao
infravermelha (Beekes et al., 2007). Essas moléculas compdem grupos
funcionais das proteinas, lipideos e carboidratos das varias estruturas
celulares dos microrganismos. A qualidade e a quantidade desses
componentes podem variar entre as espécies e € com base nisso que a
espectroscopia FT-IR é usada na identificacdo dos mesmos, pois essas
diferencas no conteudo estrutural servem como um tipo de “fingerprint”
das bactérias e das leveduras. Dessa forma, € por meio do intervalo
espectral de 900-4000 cm™ que as vibracdes moleculares desses
constituintes sdo detectadas (Helm et al.,, 1991; Ngo-Thi et al., 2003;
Rebuffo-Scheer et al., 2007). No entanto, por toda essa janela espectral é
possivel alcancar muitas informacdes sobre os microrganismos que nem
sempre sao capazes de diferencia-los um dos outros.

Para tanto, a partir da comparacdo entre 0s espectros
tratados em primeira derivada, consegue-se observar variagbes
importantes em determinados intervalos espectrais, responsaveis por
permitir uma melhor discriminacdo entre as espécies. Com isso, neste
estudo, foram selecionadas trés janelas espectrais discriminantes que

refletiram o0s modos vibracionais das moléculas dos principais
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componentes estruturais dos microrganismos, sendo elas: 900-1250
(polissacarideo), 1300-1600 (proteinas) e 2800-3000 (lipideos). O uso
desses intervalos como entrada para a andlise de cluster, bem como o
emprego de analise estatistica multivariada, permitiu a representacéo dos
resultados em um dendograma, o qual demonstrou a separacédo de dois
grupos principais englobando cada espécie de Candida estudada (C.
albicans e C. glabrata). Embora alguns estudos relacionados ao uso da
espectroscopia FT-IR na identificacdo e discriminacdo entre espécies de
Candida revelem que apenas a regido de absorcdo de polissacarideos
(900-1200 cm™) seja um bom marcador, j4 que ela revela uma 6tima
reprodutibilidade e variabilidade entre espécies de Candida (Naumann et
al., 1995, Toubas et al., 2007), no presente estudo, foi demonstrado que a
combinacdo dos trés intervalos espectrais permitiu uma melhor
discriminagéo entre as duas espécies estudadas.

Nesse contexto, a microespectroscopia FT-IR mostrou ser
uma técnica capaz de identificar e discriminar espécies de Candida. Os
resultados da atual pesquisa concordaram com outros estudos, que
também demonstraram sucesso na identificagdo e discriminacdo entre
Candida ssp. por meio da microespectroscopia FT-IR (Timmins et al.,
1998; Tintelnot et al., 2000; Sockalingum et al., 2002; Wenning et al.,
2002; Essendoubi et al., 2005; Toubas et al., 2007), sendo a
microespectroscopia FT-IR um importante método de identificacdo de
cepas clinicas de leveduras do género Candida.

No presente estudo, também pode-se observar a
capacidade desse método de alcancar a discriminagcédo entre as cepas da
mesma espécie de Candida, a partir do correto agrupamento das
triplicatas em um mesmo subcluster, por meio do uso dos intervalos
espectrais selecionados. Com excec¢ao de uma amostra de C. albicans 29
e C. albicans ATCC. Isso pode ter ocorrido, pois as principais
caracteristicas discriminantes para a diferenciacéo entre cepas de mesma

espécie podem estar refletidas em outros intervalos espectrais. Dessa
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forma, é necessario ampliar os estudos dos espectros de cada cepa
objetivando a sele¢céo de janelas espectrais capazes de fornecer esse tipo
de discriminag&o.

Com relacédo a capacidade desse método em realizar a
tipagem das cepas, muitas pesquisas tém sido realizadas em estudo
epidemiolégico de doencgas infecciosas, 0 que trouxe um 6timo avanco
nesse campo, ja que os métodos convencionais ndo tém essa capacidade
(Sandt et al., 2003; Essendoubi et al., 2007; Toubas et al., 2007). Nesse
contexto, Toubas et al 2007 avaliaram a técnica de microespctroscopia
FT-IR na tipagem de C. albicans, C. glabrata e C. parapsilosis. Para tanto,
as cepas foram isoladas de diferentes sitios anatdmicos de pacientes sob
cuidados em um mesmo ambiente hospitalar, e previamente identificadas
qguanto a espécie. Como referéncia, uma ou duas cepas-padrdo de cada
espécie foram utilizadas no estudo. Apds a leitura espectral de cada
amostra, os autores analisaram visualmente os espectros para definir o
intervalo que melhor fizesse a discriminacdo entre as cepas. E
posteriormente utilizaram esse intervalo (900-1200 cm™) como entrada
para analise de cluster. A partir dos resultados obtidos, um dendograma
foi criado para cada espécie estudada. Nesse dendograma as cepas
isoladas de vérios sitios anatdmicos foram agrupadas em um mesmo
cluster para cada paciente, e as cepas-padrdao em outro cluster isolado.
Dessa forma, esse estudo demonstrou que a técnica € uma ferramenta
atil na micologia médica tanto para a discriminacdo das espécies quanto
na tipagem das cepas. Portanto, pode contribuir para acelerar a
implementacdo de medidas de controle no ambiente clinico,
particularmente em situacfes epidémicas.

Os microrganismos sé&o encontrados em comunidades
multicelulares complexas, por exemplo, colbnias, corpos frutiferos e
biofilmes. Nesse ambiente ecoldgico, as células microbianas precisam se
adaptar a varias condicbes, como limitado suprimento de nutrientes,

mudancas de temperatura, pH, umidade e etc., e conseqlentemente deve
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modificar sua aparéncia fenotipica e diferenciar-se numa variante celular
especializada. A microespectroscopia FT-IR pode ser utlizada para
investigar essas mudancas. Ngo Thi, Naumann (2007) aplicaram a
microespectroscopia FT-IR na investigacdo do crescimento heterogéneo
das colbnias microbianas. Eles avaliaram as mudangcas na composi¢ao
bioquimica das células em diferentes regifes da colbnia, a partir de cortes
por crioseccdo da colbnia estudada. Nesse contexto, esses autores
destacaram que a microespectroscopia FT-IR pode ser uma ferramenta
atil para a investigacao da heterogeneidade espacial do crescimento das
células em macrocolénias microbianas e, ainda, pode ser adaptada para
andlise de comunidades multicelulares mais complexas, por exemplo,
biofilmes ou crescimento de colénias em condi¢cdes naturais. Dessa
forma, a microespectroscopia FT-IR pode ter inUmeras aplicacdes na
identificagdo microbiana, podendo ser utilizada em diferentes areas de
estudo.

Uma grande vantagem da espectroscopia FT-IR é a
rapidez na identificacdo do microrganismo, pois, apds obtencdo da
col6nia (neste estudo foi padronizado o crescimento de 24 h, entretanto,
pode-se utilizar tempos menores como de 6 a 12 h), o tempo necessario
desde a obtencdo das amostras em filme fino até o registro dos espectros,
€ de no maximo 2 h. Pela técnica de imprint esse intervalo pode diminuir
para 30 minutos (Essendoubi et al., 2005). O custo também é bem baixo
(exceto pelo equipamento), ndo sendo necessaria a utilizagcdo de nenhum
reagente ou corante. Estas sdo vantagens em comparagdo com outros
meétodos de identificacdo de leveduras (convencional, bioquimico e
molecular). Com relacdo aos métodos convencionais, que utilizam o perfil
morfologico das cepas e de estruturas microscopicas, bem como, o perfil
metabdlico na identificacdo das espécies de Candida, sdo procedimentos
que exigem tempo para alcancar resultados reprodutiveis. Desde a
chegada do material coletado do paciente até a identificacdo final do

microrganismo pode transcorrer cinco dias (Yucesoy et al., 2005). A
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obtencdo das colonias puras, com biomassa suficiente para a
identificacdo dos microrganismos, pode demorar de 24 a 72 h
dependendo do microrganismo analisado, sendo que apds o isolamento
da colbnia microbiana, as analises de identificacdo sdo realizadas. A
técnica para avaliar a producdo do tubo germinativo pela Candida
geralmente é simples e rapida, devendo-se esperar cerca de 2 a 3 h para
que as amostras estejam prontas para a andlise. No entanto, pode
apresentar resultados falso-positivos e falso-negativos, devendo ser
complementado por outros métodos de identificacdo. Foongladda et al
(2002) realizaram o teste de producdo de tubo germinativo em 420
isolados clinicos, e demonstraram resultados falso-positivos e falso-
negativos para essa técnica. A formacao de clamidoconideo € um método
que exige 72 h para obtencdo dos resultados, porém em casos de
espécies préoximas como C. albicans e C. dubliniensis, ambas sao
positivas para esse teste, sendo assim, a necessidade de outros meios de
identificacdo € verdadeira (Ahmad et al., 2004; Mirhendi et al., 2005).
Assim, além do método de identificacdo convencional de leveduras ser
bastante trabalhoso e dispendioso, nem sempre € possivel a identificacdo
precisa da cepa, como por exemplo C. albicans e C. dubliniensis, sendo
necessaria a complementacdo por outras técnicas (bioquimicas e
moleculares).

Com relacdo aos testes bioquimicos (assimilacdo e
fermentacdo de carboidratos), geralmente sdo empregados kits (API) que
permitem a identificacdo dos microrganismos. Essa técnica é largamente
utiizada como procedimento de identificagdo microbiana pelos
laboratorios de pesquisas, pois fornece resultados reprodutiveis para
varias espécies de Candida, no entanto, o tempo necessario para que o
teste fornega os resultados é de aproximadamente 72 h (Xu et al., 2002) e
estes Kkits apresentam custo elevado para utilizacdo na rotina de
identificacdo microbiana.

Atualmente os métodos moleculares tém sido
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empregados como ferramenta de identificacdo de microrganismos de
dificil cultivo e isolamento, bem como, na tipagem das cepas, a qual é
uma avaliagdo de grande importancia nos estudos de transmissibilidade
de microrganismos, rotas de infeccao e analises epidemiologicas. Xu et al.
(2002) empregaram ferramentas da biologia molecular na identificacéo
microbiana, e fizeram um levantamento sobre a aplicabilidade desse
método na rotina de diagndstico laboratorial. Foi destacado que é um
método mais rapido que as técnicas convencionais, porém de alta
complexidade, alto custo e requer o emprego de equipamentos
complexos. Em 2000, Tintelnot et al. demonstraram que a
microespectroscopia FT-IR foi tdo confidvel como a genotipagem em
discriminar espécies C. albicans e C. dubliniensis obtidas de enxagues
bucais de pacientes HIV - positivos. Um estudo realizado por Sandt et al
em 2003 revelou resultados semelhantes na tipagem de isolados de C.
albicans de pacientes em cuidados intensivos, por meio da
espectroscopia FT-IR e da biologia molecular por analise do RAPD. No
entanto, os autores destacaram que ambas as técnicas possuem
vantagens. Dessa forma, a multiplicidade dos passos no protocolo da
andlise de RAPD e a dificuldade na interpretacdo dos dados fazem dela
uma ferramenta complexa. Essendoubi et al. (2005) identificaram, por
microespectroscopia FT-IR, 6 espécies de Candida (C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. Krusei e C. kefyr) de uma
colecdo de 57 cepas clinicas de Candida de pacientes hospitalizados. Os
autores concluiram que a microespectroscopia FT-IR é um importante
método, pois, em comparagao as técnicas convencionais e moleculares é
mais barato, mais rapido e possui grande potencial de identificacdo e
discriminag&o de microrganismos.

Contudo, o0s resultados da presente pesquisa
demostraram que a identificacdo e a discriminacdo entre as espécies de
C. albicans e C. glabrata por meio da microespectroscopia FT-IR foi

possivel. A técnica ndo necessita de maiores preparos das amostras,
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como o0 emprego de reagentes e corantes, € simples, rapida e alcanca
resultados reprodutiveis com pequenas quantidades de biomassa. Estas
caracteristicas sdo bastante importantes na identificacdo de cepas
clinicas, pois devido ao continuo aumento de candidose humana e a
grande diversidade de leveduras do género Candida, é fundamental a
identificacdo da cepa o mais rapido possivel. A identificacdo precoce
permite o correto diagnéstico e tratamento com terapia antifungica
adequada ao paciente, reduzindo morbidade e mortalidade relacionada a
estas infeccbes (Essendoubi et al., 2005). Desta forma, a
microespectroscopia FT-IR deve ser melhor estudada e aplicada, pois, de
acordo com a literatura e com os resultados obtidos neste estudo, este

método de identificacdo microbiana é bastante promissor.



7 CONCLUSAO

Com base nos resultados, pode-se concluir que a

microespectroscopia infravermelha por transformada de Fourier:

a) foi capaz de identificar e discriminar cepas clinicas de
C. albicans e C. glabrata, bem como, de realizar a
tipagem entre cepas de Candida de mesma espécie;

b) forneceu resultados reprodutiveis utilizando pouca
biomassa da cultura do microrganismo;

c) € um meétodo confiavel, rapido, de facil execucao e de
baixo custo para identificacdo de leveduras do género
Candida, sendo uma ferramenta promissora na

microbiologia.
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ABSTRACT

The technique of infrared spectroscopy Fourier transform (FT-IR) has
been widely used as a new approach for rapid identification and simple
micro-organisms, including the genus Candida. The purpose of this study
was to evaluate the use of FT-IR microspectroscopy for the identification
and discrimination of 5 clinical strains of Candida albicans and Candida
glabrata 3, which were previously identified by conventional methods, and
two-standard strains of each species. The samples were analyzed in
triplicate from independent cultures by means of thin films obtained from a
suspension in sterile saline and 0.85% of the biomass of the colony that
was incubated for 24 hours in Sabouraud dextrose agar plates. Ten
spectra with 32 scans were obtained in 10 randomly selected regions in
the samples.The average of ten spectra was obtained from each sample
for the multivariate analysis, given by cluster analysis. In addition, three
windows were determined spectral (900-1250 cm-1, 1300-1600 cm-1,
2800-3000 cm-1) and the spectra were transformed into first derivative.
The representation of the results was given by the construction of a
dendrogram. In this, we separated into two groups of two Candida species
studied. Thus, one can conclude that the FT-IR microspectroscopy was
able to identify and distinguish clinical isolates of Candida albicans and
Candida glabrata is an important method for identification of yeasts.

Keywords: Microspectroscopy FT-IR. Identification. Candida albicans.
Candida glabrata. Microorganism.
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