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Resumo - Apos a verificacdo da importadncia do conhecimento e identificacdo de bactéria
patogénica, foram criados diversos métodos de andlises clinicas, dentre esses temos os
método quimicos, manuais e automatizados. Os métodos manuais sdo amplamente utilizados
pelo seu baixo custo comparados com os automatizados que utilizam reagentes 500% mais
caro, porém essa vantagem desaparece quando se compara o range de géneros bacterianos,
pois nos métodos manuais sao de aproximadamente 20 grupos, nao identificando subgrupos e
nos métodos automatizados em tomnmo de 20.000 espécies (incluso subgrupos). O
desenvolvimento de uma metodologia baseada em 6ptica, espectroscopia de fluorescéncia,
sem a utilizagdo de reagentes ou necessidade de tempo de reagéo, que provocam atrasos nas
analises nos métodos ja citados, podera acelerar os diagndsticos € melhorar os custos da
mesma. A demonstragao de diferengas no espectro de autofluorescéncia em trés cepas
bacterianas e sua posterior separagao podera permitir o desenvolvimento de uma rotina que,
pelo padrao de fluorescéncia obtido, identifique automaticamente o género e a espécie
bacteriana em tempo ndo superior a 1 h, fornecendo melhores subsidios para o diagnéstico
clinico, com desempenho similar a um custo bem inferior ao do método automatizado.

Palavra-chave: método identificagdo bactérias, espectroscopia de fluorescéncia,
autofluorescéncia.
Area de conhecimento: Ill Engenharias ( Elétrica e Biomédica)

Introducao:

causadora de doengas humanas, podem
Biolégica: Louis Pasteur (1822-1895) e ser citados:
Robert Koch (1843-1910) deram inicio aos Método manual: Os métodos manuais
trabalhos bacteriolégico e das infecgbes somente conseguem identificar menos de
humanas. Com o tempo foram surgindo 20 (vinte) espécies de bactérias, sendo
diversos métodos de analises e que, em muitos casos, possibilitam a

identificacdo de géneros de bactérias
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identificacdo do género, mas nado a
subespécie;

Método automatizagdo: A automacgéao
laboratorial em bacteriologia resolve em
grande medida este problema, detectando
em torno de 20.000 (vinte mil) cepas
diferentes, identificando género e espécie,
porém com um custo de reagentes superior
a 500% (quinhentos por cento) em relacao
ao método anterior.

O método citado anteriormente
também tem em comum o tempo gasto
para identificagcdo bacteriana, desde a
inoculagdo do material biolégico em meio
de cultura (18 a 24 horas podendo chegar
até 72 horas), o isolamento e inoculagao
em meios especificos para identificagao,
meios bioquimicos ou galerias de provas
bioquimicas para automacao (mais 18 a 24
horas), essa demora traz como agravantes:
o diagnéstico tardio e somente depois o
tratamento (seja por antibidticos ou
quimioterapia), piora no quadro clinico do
paciente e o aparecimento de cepas
resistentes aos medicamentos empregados
devido a pré-medicagdo recomendada pelo
médico até a obtencdo dos resultados
laboratoriais ou até mesmo a auto-
medicacgao.

Estudo da Luz: A Luz é um fenbmeno que
intriga cientistas ha muito tempo. Os
préprios gregos ja haviam indagado a
respeito de sua natureza, chegando a duas
conclusdes, por vezes conflitantes, desde
entdo houve uma seqiéncia de pesquisas
e descoberta por parte de varios cientistas,
até que Albert Einstein (1879-1955) em
1905 propbs que “a teoria ondulatéria (a luz
€ onda) era incompleta, e que a luz poderia
ter caracteristica também de particula.
Matematicamente, demonstrou que um
elétron liberado podia absorver uma
particula radiante, e ela entdo daria energia
a ele, chamando essa energia de foéton ou
quantum de energia. Entdo, quanto menor
o comprimento de onda, mais energia ela
poderia liberar. A luz, portanto € ondulatoria
e corpuscular, predominando por vezes
uma, por vezes outra, mas sua constituicdo
é de ambas as caracteristicas”, sendo essa
teoria aceita e utilizada até os dias de hoje.

Fisica Basica Fluorescéncia: A luz € uma
fonte de radiante do espectro
eletromagnético, constituida de fétons,
providos de movimentos vibratérios ou
ondulatérios.

A freqiéncia da radiagédo (v)
representa o numero de ondas que passam

por um ponto fixo, no eixo x, por segundo
(equacgao 1).

A relagdo entre o periodo(T) da
onda e a sua frequéncia () e dado
(equagao?2):

1 v=— ()

E=hxv (3) E:hxc (4)
A

A emissao da radiagao se processa
de maneira descontinua, com cada féton
sendo um quantum de energia (E)
proporcional a freqiéncia da radiagao e a
uma constante de proporcionalidade (h), a
constante de Planck, cujo valor &
6,62x107*" erg.s (equagado 3).

Verifica-se, entdo, que a energia do
féton é maior quanto menor é o seu
comprimento de onda (equagdao 4),
conforme Einstein havia dito.

As moléculas em geral absorvem
energia luminosa e o fazem diferentemente
umas das outras, conforme sua estrutura.
Tal absorcdo seletiva de energia de
diferentes comprimentos de onda se traduz
nas cores dos objetos. A energia absorvida
pode ser liberada na forma de energia
mecanica, térmica, mas quando o material
tem propriedade de liberar a energia na
forma luminosa, num periodo de tempo
muito curto, na ordem de milisegundos,
esse € o fendbmeno da fluorescéncia.

A transicdo eletrbnica no interior
das moléculas pode envolver um, dois ou
mais elétrons e ocorrer simultaneamente
com uma multiddo de moléculas, e assim, a
emissdo fluorescente se faz através de
uma gama continua de radiagdo que
contém todos os comprimentos de onda de
uma dada faixa do espectro visivel (400 a
700 nm). A intensidade da radiagdo emitida
é proporcional a intensidade da energia
excitadora absorvida: nF' = gxnA, sendo

nF o numero de fotons de fluorescéncia

emitido, 74 o nimero de fétons absorvidos
e guma constante caracteristica da

substancia fluorescente (chamada de
rendimento ou eficiéncia quantica ou de
fluorescéncia). Assim, quanto maior for a
absorgdo da radiagdo excitadora maior a
intensidade da fluorescéncia.
Imunofluorescéncia: A
imunofluorescéncia é uma técnica de
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diagnéstico que abriu amplos horizontes
para a imunologia, e consequentemente,
para a Patologia, a Medicina e a Biologia,
até o momento somente dispunha de
técnicas utilizando métodos indiretos,
através de fenbmenos secundarios como
precipitacdo, aglutinagdo, fixagdo do
complemento, etc... decorrente de
formacdo de imunocomplexos resultantes
da unido entre o antigeno e o anticorpo.
Albert H. Coons, 1941, na Universidade de
Harvard, deu inicio ao estudo da
imunofluorescéncia, quando utilizou
radicais fluorescentes para corar moléculas
protéicas, apdés o insucesso da utilizagao
de corantes comuns. Contudo diversos
cientistas comegaram a desbravar essa
nova brecha no campo da ciéncia.

Objetivo

Pretende-se fazer a identificagcdo das
Cepas Bacterianas, em meio salino
(branco), por Espectroscopia de
Fluorescéncia, sendo a emissao
fluorescente na regido entre 400 e 700 nm.
Os espectros serao utilizados para verificar
diferengas espectrais passiveis de
separagao entre os tipos de bactérias. A
técnica de identificacdo proposta, que se
baseia na obtengdo de espectros de
autofluorescéncia de bactérias, representa
uma nova ferramenta para os laboratérios
de analises clinicas, principalmente na
triagem do material a ser analisado, uma
vez que o tempo de obtengdo da
identificagdo esta limitado apenas pelo
tempo de coleta e processamento do
espectro.

Materiais e Métodos:

Foram escolhidas trés cepas
bacterianas dentre as de mais freqlente
contaminacéo (maior incidéncia) e
viruléncia (gravidade) em Laboratério de
Analises  Clinicas, conforme relagéo
expedida pelo Laboratério Oswaldo Cruz,
Escherichia coli (E.coli), Enterococcus
faecalis e Staphylococcus aureus (SA).

No Laboratério Oswaldo Cruz: sera
coletado o material do paciente para
analise (sendo descartada qualquer
informacéo sobre o paciente), o material
coletado sera armazenado na estufa
bacteriolégica (37°C), marca Fanem em
placas bacteriolégicas com meios de
cultura CPS -ID2, Agar Sangue e Agar

Mc’Conkey, marca Biolab Mérieux até a
sua utilizagdo. Antes da preparagao da
amostra, sera feita a identificacdo das
bactérias desejada pelo sistema Mini-Api
marca BioMériex, posteriormente as
bactérias ja identificada serdo diluida em
solugdo salina, NaCl de 0,85%, com
concentracdo conforme a tabela de Mc
Farent, verificada através do Repipetador
automatico damarca Densimat, e
finalizando com a preparagdo para
transporte.
Materiais diversos: vidragaria; Galerias com
meios de cultura apropriados para
identificacdo dos tipos bacterianos (ID 32
E, ID 32 STAPH e Rapid 32 STRP), marca
Biolab Meériex; Autoclave marca Fanem;
Camara de fluxo laminar unidirecional FVL-
II-A, marca TROX Technic; Bico de
Bunsen; algca de inoculagdo de niquel-
cromo; luvas, Oculos e mascaras de
procedimentos.

Espectroscopia de Fluorescéncia:
Sera utilizado o  Espectrofluorimetro
FluoroMax-2, marca SPEX com
comprimento de onda de excitagédo
programada de 390 nm, 410 nm e 430nm,
e a coleta dos espectros de emissao
iniciando-se a 20nm acima do comprimento
de excitacdo, ao passo de 2 nm até 700 nm
(conforme tabela 1). Sera feita a andlise
utilizando uma cubeta de quartz, marca
Hellma, de 10 mm de caminho dptico e
2cm® de volume, de 06 amostras de
pacientes diferentes da mesma cepa
objetivando obter subgrupos diferentes,
porém perfis semelhantes de analise;

Tabela 1: Comprimento de onda de
excitagao e analise

Comprimento de onda de excitagao

390 nm 410 nm 430 nm

Comprimento de onda de analisada
410 nm a 430 nm a 450 nm a

700nm 700nm 700nm
(passo de (passo de (passo de

2nm) 2nm) 2nm)

Nota: Esses comprimentos de onda de
excitagao pré-determinados foram
adotados devido a estudos que comprovam
melhores respostas de andlise na
fluorescéncia de bactérias patogénicas.
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Resultados e Discussoes:

Foram realizados ensaios com 6
(seis) amostras de cada género de
bactérias, sendo cada uma delas
submetida aos 3 (trés) comprimentos de
onda de excitagcdo, conforme tabela2.

Tabela 2: Informagdes sobre os dados
coletados de autofluorescéncia dos trés
grupos analisados.

Comprimento de

Total Amostra Onda (A)

3(grupos) x 3 (390, 410 e 430
6(amostras) =18 nm)
Ne. pontos

analisados (410 Total de Pontos

a 700nm)

145 18 (amostras) x 3 (A) x
145(pontos) = 7.830

Obs.: Nao foi considerado no calculo a

amostra da substancia branca (NaCl).

Para visualizagao dos espectros de
autofluorescéncia de cada género
bactericida no seu comprimento de onda de
excitagao, foi feita a média entre os valores
(equacgao 5):

z (valor.da.int ensidade.no.ponto)

6(numero.de.amostra.no.ponto)

(5)

Grafico 1: Média dos Espectros em cada
ponto e em cada comprimento de onda de
excitacdo da bactéria Escherichia coli.

Média dos Espectros em cada ponto e em cada comprimento de onda de excitagéo da E.Coli
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Grafico 2: Média dos Espectros em cada
ponto e em cada comprimento de onda de

Média dos Espectros em cada ponto e em cada comprimento de onda de excitagao da
Enterococcus Faecalis
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Grafico 3: Média dos Espectros em cada
ponto e em cada comprimento de onda de
excitagdo da bactéria Staphylococcus
aureus.

Média dos Espectros em cada ponto e em cada comprimento de onda de excitagao da
Staphylococcus aureus
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Visando comparar os espectros de
cada bactéria entre si e a amostra branca
(NaCl, que teve os valores de espectros,
ruido, também coletados para cada
comprimento de onda de excitagdo), foi
aplicada uma outra média aos graficos
demonstrados acima e aos valores do
NaCl, colocando-os em uma so6 planilha,
observando-se os seguintes detalhes: para
as intensidades compreendidas entre os
comprimentos de onda de 410 nm a
428nm, utilizou-se o seu unico valor, para
as intensidades compreendidas entre os
comprimentos de onda de 430nm a
448nm, e 450 nm a 700 nm foram feitas a
média conforme equagbes 6 e 7
respectivamente.

z (valor.da.int ensidade.no.ponto) (6)

2(numero.de.amostra.no.ponto)

Z (valor.da.int ensidade.no.ponto) 7)

excitacdo da bactéria  Enterococcus 3(numero.de.amostra.no.ponto)

Faecalis
Grafico 4: Grafico geral dos espectros para
demonstragdo das diferengas entre os
Géneros bactericidas analisados e NaCl
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Média Geral dos Espectros das Bactérias Analizadas
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Utilizando-se de mais um artificio
matematico objetivando melhor
visualizagcdo as diferencas entre os
espectros de  autofluorescéncia das
amostras estudadas, foi feita a
normalizagdo dos valores do grafico 4,
dividindo de todo o espectro pelo pico de
maior intensidade (equacdo 7). E.coli pico
em 410 nm com valor de intensidade de
46.105, Enterococcus pico em 410 nm com
valor de intensidade de 156.237,8 e
Staphilococcus pico em 448 nm com valor
de intensidade de 39.910,58.

valor.da.int ensidade.no.ponto (7)

valor.pico.correspondente.a.bactéria

Grafico 5: Grafico Normalizado dos
espectros para demonstragao das
diferengas entre os Geéneros bactericidas
analisados

Normalizagéo dos Espectros pelo valor de maior intesidade num determinado ponto

Conclusao:

Este trabalho é o inicio de uma
grande pesquisa no campo da analise
laboratorial através de Espectroscopia de
Fluorescéncia, pois os resultados obtidos
demonstraram “visualmente” que existe
diferenca entre os  espectros de
autofluorescéncia das bactérias analisadas.
Porém para uma analise ser confiavel o
resultado ndo deve somente se basear na
opinido visual do observado por isso, sera

feito um tratamento dos resultados obtidos
com o método estatistico PCA (Analise das
Componentes Principais), utilizando o
software Matlab para tragar parametros
estatisticos de diferenciagdo das Cepas
Bacteriana.

O método proposto significa um grande
avango na identificagdo bacteriana, com
rapidez e alta sensibilidade. Testes com um
numero maior e novos tipos de bactérias
sd0 necessarios para aprofundar o estudo,
tentando minimizar os casos falso-
positivos, assim como também um software
automatico para a identificagao proposta.
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