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Resumo

A Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR) € uma técnica promissora para
discriminagdo de microrganismos por meio da obtencéo de perfis bioquimicos. Este estudo teve como
objetivo avaliar o potencial discriminatério da combinagdo entre FT-IR e Andlise de Agrupamento
Hierarquico (HCA), na diferenciagao de cepas de Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii.
Foram utilizadas cepas American Type Culture Collection (ATCC), cultivadas em meio Brain Heart
Infusion (BHI). As amostras foram preparadas para aquisigdo dos espectros, os dados normalizados
em relacdo a banda amida I, submetidos a segunda derivada e analisados nas regides de 3000-2800
cm? e 1800-900 cm-. Aplicou-se HCA com distancia euclidiana e algoritmo de Ward. Os espectros em
segunda derivada evidenciaram diferencas bioquimicas entre as espécies, e o dendrograma mostrou
agrupamentos distintos confirmados pelos valores de similaridade. Os resultados demonstram que a
associagdo entre FT-IR e HCA constitui uma abordagem rapida e confiavel para discriminacédo de
microrganismos.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa. Acinetobacter baumannii. Andlise Estatistica Multivariada.
Andlise de Agrupamento Hierarquico.
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Introdugao

Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR) tem sido cada vez mais
empregada no campo da microbiologia devido a sua capacidade de gerar perfis bioquimicos altamente
especificos. Cada espectro obtido de células bacterianas revela sua composigdo bioquimica, como
proteinas, lipideos, polissacarideos e acidos nucleicos, resultando em uma impresséo digital espectral
capaz de discriminar microrganismos em nivel de espécie e subespécie. Além disso, FT-IR é uma
técnica rapida, de baixo custo, ndo destrutiva e que requer minima preparagdo de amostra, o que a
torna particularmente atrativa para estudos clinicos. (Maity et al.,2013; Marques et al., 2023; Marques
etal., 2025)

A complexidade dos espectros de células bacterianas, caracterizada pela sobreposi¢éo de bandas
vibracionais, dificulta a interpretagdo visual direta, exigindo a aplicacdo de métodos estatisticos
multivariados para ampliar seu poder discriminatério. Entre esses métodos, destaca-se a Andlise de
Agrupamento Hierarquico (HCA), uma técnica nao supervisionada que organiza os espectros com base
em sua similaridade representada graficamente por dendrogramas. Cada amostra é considerada como
um ponto no espacgo multidimensional, e as distancias entre elas, frequentemente calculadas pela
meétrica euclidiana, sé@o reunidas em uma matriz de proximidades. A partir dessa matriz, algoritmos
especificos constroem dendrogramas que hierarquizam os niveis de similaridade, permitindo uma
visualizacéo bidimensional do conjunto de amostras.(Diziuba et al.,2007;Neto et al.,2015; Xie et al.,
2022; Miller et al., 2024)
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Considerando o impacto clinico e a preocupacdo crescente causados por patdégenos
multirresistentes, principalmente os do grupo ESKAPE, torna-se essencial dispor de métodos rapidos
e confiaveis para sua diferenciacéo. (Denissen et al., 2022)

Neste contexto, o presente estudo empregou a espectroscopia FT-IR em conjunto com a Andlise de
Agrupamento Hierarquico (HCA) para discriminar as cepas de Acinetobacter baumannii (A. baumannii)
e Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), patégenos pertencentes ao grupo ESKAPE. O objetivo
deste trabalho foi demonstrar o potencial discriminatdrio da combinagéo entre FT-IR e HCA, destacando
o uso desta ferramenta para rapida diferenciagdo entre cepas bacterianas clinicamente relevantes.

Metodologia

Foram utilizadas cepas American Type Culture Collection (ATCC) de Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) e Acinetobacter baumannii (ATCC 19606) armazenadas no laboratério de Fotobiologia
aplicada a Saude do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D) da Universidade do Vale do
Paraiba (UNIVAP), na cidade de S&o José dos Campos.

As cepas encontravam-se acondicionadas em freezer a - 20 °C em caldo Brain Heart Infusion (BHI)
com 5% de glicerol. Foram reativadas em temperatura ambiente, e inoculadas em caldo BHI e
posteriormente incubadas a 37° C por 24 horas, semeadas em agar BHI e incubadas novamente.

As coldnias foram coletadas das culturas planctonicas e diluidas em solugéo salina (NaCl) a 0,9 %
com posterior comparagao visual com a escala 10 de McFarland (aproximadamente 30x108 bactérias
por mL).

A solugao bacteriana foi depositada em janela de fluoreto de bario e laminas (substrato transparente
no infravermelho) e desidratada a 37°C, para obter uma pelicula transparente.

Os espectros foram normalizados em 1 unidade de absorcéo (UA) em relagdo a banda amida |
(~1655 cm?),dentro da faixa linear do detector MCT (Mercury Cadmium Telluride) utilizando os
softwares Spectrum 5.3 e 10.6. Para cada espectro de FT-IR foram realizadas 32 varreduras, com
resolugdo de 4 cm, sob temperatura ambiente controlada em 20°C, totalizando 10 espectros
analisados.

Os espectros processados com o software Spectrum 5.3 e 10.6 foram plotados em graficos no
software Origin Pro 8.5. Posteriormente, a grande quantidade de dados foi submetida a Andlise de
Componentes Principais (Principal Component Analysis - PCA) no software Minitab 17 para a reduzir o
conjunto de dados & menor matriz ortogonal por meio da covariancia dos dados. A matriz obtida foi
entdo submetida a Andlise de Agrupamento Hierarquico (HCA) para classificar as variaveis em grupos
de acordo com a similaridade estatistica dos componentes avaliados. Para a analise de agrupamento,
foram utilizados os seguintes parametros: a distancia euclidiana como a medida de similaridade e o
algoritmo de Ward, baseado na variancia minima, que permite agrupar os clusters de forma a produzir
0 menor aumento de variancia. Os resultados foram representados em forma de dendrograma.

Para andlises dos espectros utilizaram-se as regides de 3000 a 2800 cm e 1800 a 900 cm,
excluindo faixas que apresentaram ruidos instrumentais sem informacgdes estruturais relevantes. As
bandas obtidas com base nos espectros em segunda derivada, foram suavizadas com 9 pontos
utilizando algoritmo de Savitzky-Golay.

Resultados

A figura 1 mostra os espectros médios das cepas de P, aeruginosa e A. baumannii. As principais
bandas numeradas dos dois microrganismos com atribuigbes aproximadas baseadas na literatura
(Stuart B., 1997), sdo apresentadas na Tabela 1.

As bandas de lipideos e proteinas mostram valores de nimero de onda semelhantes entre os dois
microrganismos, no entanto, as diferengas na posi¢éo de bandas em acidos nucleicos e polissacarideos
sugerem diferengas estruturais entre eles. Os nimeros de onda indicam a posi¢do central de uma
banda.
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Figura 1 - Espectros de absorcéo de cepas de P. aeruginosa e A. baumannii considerando a faixa de 3000 a 900

cm?,

Absorbancia

1,0 4

0,8 1

o
(4]
I

o
IS
L

0,2 4

0,0

Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa

3000

T
2800

T 7/
2600

T T T T
1600 1400 1200 1000

Namero de onda (cm")

Fonte: elaborado pelo préprio autor

Tabela 1- Atribui¢bes aproximadas dos modos vibracionais de, P. aeruginosa e A. baumannii.

Bandas P. aeruginosa (cm™) A. baumanniii (cm™) Atribuicdo de bandas

1 2958 2959 Lipideos: estiramento assimétrico de C-H em -CH;

2 2923 2927 Lipideos: estiramento assimétrico de C-H em —-CH,

3 2873 2877 Lipideos: estiramento simétrico de C—H em —-CH;

4 2853 2854 Lipideos: estiramento simétrico de C—H em —-CH,

5 1637 1637 Proteinas: Amida I, estiramento de C=0

6 1545 1545 Proteinas: Amida Il, deformacéo N-H e estiramento C-N
7 1454 1454 Lipideos: deformacéo assimétrica de C-H em —CH; e —-CH
8 1401 1399 Proteinas: estiramento simétrico de COO~

9 1236 1229 Acidos nucleicos: estiramento assimétrico de PO,~

10 1083 1074 Polissacarideos: estiramento de C-0, C-0O-C

Stuart (1997)

A figura 2 mostra os espectros em segunda derivada de A. baumannii e P. aeruginosa na regido de
3000-2800 cm evidenciando a diferenga entre os espectros dos dois microrganismos em estudo.
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Figura 2 - Espectros em segunda derivada de cepas de A. baumannii e P. aeruginosa considerando a regido de
3000 a 2800 cm.
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A figura 3 mostra os espectros em segunda derivada de A. baumannii e P. aeruginosa na regido de
1800-900 cm.

Figura 3 - Espectros em segunda derivada de cepas de A. baumannii e P. aeruginosa considerando a regido de
1800 a 900 cm,
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Fonte: elaborado pelo préprio autor

Na figura 4 visualizam-se os grupos formados no dendrograma para diferenciacéo de espectros de
P. aeruginosa e A. baumannii.

Os espectros 6-10 possuem as linhas mais préximas ao eixo horizontal, indicando maior similaridade
entre 0s espectros.

Figura 4 - Dendrograma dos espectros de P. aeruginosa e A. baumannii
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A tabela 2 mostra os valores de similaridade entre as cepas de P. aeruginosa e A. baumannii.

Tabela 2 - Valores de similaridade entre os espectros de P. aeruginosa e A. baumannii.

Espectros Similaridade
3ab 91,78%
2a5 61,34%
1ab -17,42%
6a10 95,09%
(1a5)e(6a10) -97,34%

Fonte: elaborado pelo préprio autor
Discusséo

A figura 1 apresenta o espectro médio infravermelho das duas espécies bacterianas, abrangendo
a regido de 3000-900 cml. Observa-se que diferengas sutis nos contornos de bandas podem ser
identificadas entre as espécies, especialmente nas regides associadas a lipideos (3000-2800 cm-),
proteinas (1800-1500 cm-t), material nuclear e polissacarideos (1800-900 cm-t). Como se trata de um
tecido biolégico complexo, com inimeros constituintes biomoleculares, muitos modos normais de
vibragdo se sobrepdem, produzindo alargamento de bandas.(Xu, Jun-Li et al., 2021)

Essa sobreposicéo de bandas é comum em andlises visuais diretas, reforcando a necessidade de
ferramentas matematicas como a segunda derivada, que amplia a resolugéo e possibilita a visualizagéo
de varia¢des de componentes constituintes pouco evidentes. (Czarnecki,2015)

A figura 2 apresenta os espectros em segunda derivada das cepas de A. baumannii e P. aeruginosa
nas regides de 3000-2800 cm. Observa-se que as diferengas entre as espécies nos espectros em
segunda derivada refletem as variagdes na composicdo lipidica, o que pode estar relacionado a
organizagao e perfil lipidico das membranas celulares nos dois microrganismos.

Afigura 3 apresenta os espectros em segunda derivada das cepas de A. baumannii e P. aeruginosa
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na regido de 1800-900 cm1. Observa-se que as variagdes nos espectros em segunda derivada estdo
relacionadas principalmente a proteinas, polissacarideos e material nuclear. Essas variagdes podem
estar relacionadas a alteragdes tanto na composigdo proteica quanto em constituintes do material
nuclear, evidenciando perfis bioquimicos distintos. (Jain et al., 2025)

Essas diferencas observadas nos espectros foram importantes para discriminagéo entre as cepas,
o que foi confirmado pela HCA representada na figura 4. Observa-se que as amostras de Pseudomonas
aeruginosa (1-5) e Acinetobacter baumannii (6—10) foram organizadas em agrupamentos distintos,
evidenciando que a andlise estatistica multivariada separou as duas espécies bacterianas com base
em seus perfis espectrais. Houve discriminacéo entre os dois microrganismos, entretanto, os espectros
6-10 apresentaram maior homogeneidade, evidenciada pela proximidade com a linha horizontal.

Essas diferencas espectrais e o padrdo de agrupamento mostrado no dendrograma (Figura 4)
corroboram com os valores de similaridade apresentados na Tabela 2. A comparacéo entre os dois
grupos resultou em valor negativo (-97,34%), indicando baixa similaridade e clara discriminacédo entre
as espécies.

Esses resultados confirmam que as diferengas bioquimicas observadas nos espectros permitiram a
separagao entre as duas cepas.

Dessa forma, a associacéo entre FT-IR e HCA demonstra grande potencial como ferramenta rapida
e confiavel para diferenciacéo de espécies bacterianas de relevancia clinica.

Concluséo

O presente estudo demonstrou que a espectroscopia FT-IR, associada a HCA, foi capaz de
discriminar com eficiéncia as cepas de P. aeruginosa e A. baumannii, confirmando o potencial desta
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abordagem como ferramenta rapida, ndo destrutiva e confiavel para discriminagdo de bactérias
clinicamente relevantes.
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