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Resumo- A espectroscopia Raman € uma ferramenta poderosa para a analise de materiais
biologicos. A partir da obtencdo de um espectro Raman é possivel determinar a composi¢cdo de uma
amostra como funcdo de seus modos vibracionais. Esta técnica permite resultados precisos com baixo
custo, sem que seja necessaria a extragao de tecido, uso de corantes ou marcadores e outros agentes de
contraste. Varias técnicas espectroscopicas tém sido aplicadas para a identificacdo microbiana. Neste
contexto, métodos baseados em espectroscopia Raman tém sido considerados adequados para aplicacao
de rotina em laboratérios. O presente trabalho realiza uma revisdo sobre a aplicacdo da espectroscopia

Raman na identificacao microbiana
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Introducéo

A espectroscopia Raman consiste em um
processo inelastico que ocorre quando uma
amostra € iluminada por uma fonte de luz
monocromatica, como um feixe de laser. Nesse
processo, a energia dos fétons incidentes €
transferida para as moléculas da amostra,
excitando-as a modos vibracionais elevados.
Fétons espalhados possuem uma freqiiéncia mais
baixa do que os fotons incidentes devido a energia
de transferéncia (GUIMARAES et al., 2006).
Assim, os fétons incidentes em uma amostra
transferem energia de ou para um modo
vibracional molecular. Nesse processo, a absorcéo
simultanea de um féton incidente € acompanhada
pela emissao do féton Raman com um desvio no
comprimento de onda correspondente a diferenca
no nivel de energia vibracional presente na
molécula (YU et al., 2006).

A espectroscopia Raman é uma ferramenta
poderosa para a analise de materiais biolégicos. O
espectro Raman pode determinar a composi¢cao
de uma amostra como funcdo de seus modos
vibracionais (GUIMARAES et al., 2006). A idéia de
gue a espectroscopia vibracional poderia ter um
papel clinico ou diagndstico surgiu através de
estudos pioneiros que demonstraram que mesmo
biomoléculas complexas como proteinas, lipideos
e 4&cidos nucléicos possuem  assinaturas
vibracionais distintas que refletem diferencas na
estrutura e conformacéo teciduais.

A principal vantagem do emprego da
espectroscopia Raman € o fato desta técnica
permitir que o procedimento de analise seja
realizado em tempo real, proporcionando

resultados mais precisos com baixo custo, sem
gue seja necessaria a extracdo de tecido, uso de
corantes ou marcadores e outros agentes de
contraste (SHEN et al., 2007).

Desta forma, a versatilidade da
espectroscopia Raman aplicada a andlises
bioquimicas e ao diagnostico é evidente e as
perspectivas de futuros avangos sao promissoras.
A identificacdo rapida de microrganismos
patogénicos representa um assunto de grande
interesse para microbiologistas e médicos, pois
corresponde a um ponto critico para o tratamento
de infecgBes. A maioria dos sistemas disponiveis
para a identificacdo microbiana baseia-se em
provas bioquimicas, morfolégicas e fisiologicas.
Tais procedimentos sdo demorados, muitas vezes
levando de um a cinco dias entre a recepcdo da
amostra do paciente e a resposta do laboratorio
para o clinico (MAQUELIN et al., 2003).

Recentemente, métodos baseados em
técnicas de biologia molecular, tais como
amplificacdo de uma sequéncia génica especifica
por PCR, tém sido desenvolvidos e amplamente
empregados. Apesar do fato de abordagens
genotipicas serem mais rapidas e mais precisas
do que a tradicional identificagdo através do perfil
bioquimico, a técnica ainda requer a extragdo do
DNA, muitas vezes de culturas puras, e envolvem
o consumo de reagentes caros. Devido ao longo
periodo necessario para a correta identificacao
microbiana, os clinicos normalmente comecam
uma terapia empirica enquanto aguardam o
resultado do laboratério (RODRIGUEZ-TUDELA et
al., 2005). De acordo com Kolef et al. (2000), dez
a 30 % dos pacientes com septicemia nao
recebem a terapia antimicrobiana correta e a taxa
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de mortalidade entre estes pacientes € 30 a 60%
maior do que entre os pacientes que receberam o
tratamento correto desde o inicio.

Assim, ¢é possivel perceber que o
desenvolvimento de técnicas mais rapidas e
eficazez de identificacdo de microrganismos séo
de grande relevancia.

Metodologia

Foi realizada uma revisdo da literatura
baseada em artigos internacionais de alta
gualidade focando o uso da microscopia Raman
na identificacdo de microrganismos. Os bancos de
dados utilizados para a selecdo dos artigos foram
Pubmed e o Web of science

Resultados e Discussao

Véarias técnicas espectroscépicas tém sido
aplicadas recentemente para a identificacdo
microbiana, tais como a espectroscopia de
fluorescéncia (GIANA et al, 2003). Neste
contexto, métodos baseados em espectroscopia
Raman e espectroscopia de absorcdo na regido
do infravermelho (FTIR) tém sido consideradas
como procedimentos de analise adequados para
aplicacao de rotina em laboratérios (CHOO-SMITH
et al., 2001; MAQUELIN et al., 2003; ROSCH et
al., 2005; HARZ et al., 2005). As vantagens de tais
técnicas séo inimeras. Técnicas de
espectroscopia  vibracional  requerem  uma
manipulacdo minima da amostra, ndo envolvem
consumo de reagentes e sdo adequadas a
automacdao, pois podem ser utilizadas por pessoas
ndo especializadas. Além disso, um in6culo muito
pequeno € suficiente e o tempo gasto na
identificacdo pode ser significativamente reduzido
em comparacdo com as  metodologias
convencionais. Dentro de seis a oito horas apds a
inoculacio em meio soélido, a maioria dos
patégenos forma micro-colénias que podem ser
identificadas por espectroscopia Raman
(MAQUELIN et al, 2002a; MAQUELIN et al,
2003).

Varios trabalhos foram desenvolvidos com
o objetivo de identificar patdogenos bacterianos
utilizando espectroscopia Raman. Maquelin e
colaboradores  (2003) demonstraram  uma
identificacao precisa de patégenos recuperados de
amostras de sangue utilizando técnicas
vibracionais. Rosch et al. (2005) descreveram a
identificacdo de uma Unica célula bacteriana
através de analise por micro-Raman. De fato,
varios grupos relataram a identificagédo bacteriana
por meio de espectroscopia Raman confocal
(CHOO-SMITH et al,, 2000; MAQUELIN et al.,
2000; KIRSCHNER et al., 2001; BERGER et al.,
2001; HARZ et al.,, 2005). Além disso, outras
metodologias derivadas da  espectroscopia
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Raman, tais como a espectroscopia Raman de
Ressonancia  Ultravioleta (LOPEZ-DIEZ E
GOODACRE, 2004; JARVIS E GOODACRE,
2004) e Espetroscopia Raman de Superficie
Ampliada (GOELLER E RILEY, 2007; LIU et al,,
2007) também tém sido aplicadas na identificacédo
bacteriana.

A identificacdo flngica pode ser ainda
mais complicada do que a identificacdo de
patégenos bacterianos. Frequentemente,
caracteristicas morfolégicas, como esporos e
conidios sado caracteristicas determinantes de uma
espécie e o0s laboratérios possivelmente
necessitardo de um micologista treinado para a
identificacdo de  espécimes  clinicos. A
espectroscopia Raman surgiu como uma
ferramenta promissora para este procedimento.
De Gussen et al., (2007) demonstraram a
aplicacdo de tal tecnologia para a identificacdo de
espécies de fungos filamentosos. De acordo com
estes autores, a espectroscopia Raman
representa uma ferramenta acessivel para
micologistas e ndo especialistas, apesar de néo
substituir as provas classicas de identificacao.
Além disso, a identificacdo de leveduras também
tem sido realizada empregando técnicas de
espectroscopia vibracional. Maquelin e
colaboradores (2002b) desenvolveram um método
para a identificagdo de espécies de Candida por
micro-espectroscopia Raman Confocal. De forma
semelhante, Ibelling et al. (2005) empregou a
micro-espectroscopia Raman para identificar
Candida spp. em pacientes com peritonite e Résch
e colaboradores (2005 b; 2006) estudaram a
variacdo intracelular e a identificacdo de uma
Unica célula de levedura utilizando esta tecnologia.

Concluséo

A partir do presente trabalho é possivel
concluir que a espectroscopia Raman tem sido
utiizada com sucesso para a identificacdo de
microrganismos e que abordagens promissoras
tém sido desenvolvidas.
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