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Utilizacao da microespectroscopia infravermelha (F7-1IR) para teste
de algoritmos estatisticos na diferenciacio dos micro-organismos
Candida albicans, Candida dubliniensis e Candida parapsilosis

Patricia Marcondes dos Santos*, Maria Angélica Gargione Cardoso, Sonia Khouri,
Alderico Rodrigues de Paula Junior, Mituo Ueharat, Kumiko Koibuchi Sakane

Resumo As espécies do género Candida sdo causadoras de diversas infecgdes fingicas e, nos tltimos anos, tem
sido desenvolvidas novas tecnologias para auxiliar nos diagnosticos microbioldgicos. Dentre as técnicas
esta a espectroscopia infravermelha junto com a analise estatistica multivariada. O objetivo deste trabalho
¢ comparar dois métodos: estatistico (analise multivariada) e ndo-estatistico (ajuste de curva), utilizando os
espectros infravermelhos de Candida albicans, Candida dubliniensis e Candida parapsilosis para testar o
potencial do uso de Analise Estatistica Multivariada para discriminagdo de espectros de micro-organismos.
Para isso foram obtidos, utilizando o Spectrum Spotlight 400 da PerkinElmer, 54 espectros infravermelhos,
sendo 18 de cada espécie, na faixa de 4000 a 1000 cm™', com resolugdo de 4 cm™', no modo de transmisséo, a
20 °C. A analise dos espectros foi realizada através de trés métodos: (1) inspegdo visual direta dos espectros;
(2) analise estatistica multivariada; (3) ajuste de curva para a determinacdo de estruturas secundarias de
proteinas. Na regido de 1200 a 1000 cm!, os espectros apresentam diferengas que podem ser percebidas
numa inspecdo visual direta. Uma banda proxima de 1070 cm™' e outra proxima de 1045 cm™! apresentam
intensidades relativas diferentes para os trés espectros. Por outro lado, as bandas da amida I, na regido de
1710 a 1590 cm!, apresentam aspectos visuais semelhantes com maximo em 1651 cm™ para os espectros
dos trés micro-organismos. Esse fato torna possivel submeter a analise estatistica multivariada a um teste de
sua capacidade de diferenciar trés espectros de Candida. A analise estatistica multivariada foi aplicada aos
54 espectros para investigar as regidoes de 4000 a 1000 cm™ com excegao da regido de 2600 a 2300 cm™' e de
1710 a 1590 cm™! que corresponde a das bandas da amida I. A técnica selecionada foi a analise por componentes
principais (PCA, Principal Componente Analysis), utilizando os primeiros quatro componentes principais,
em conjunto com a técnica hierarquica de analise de agrupamento (HCA, Hierarchical Clustering Analysis)
segundo o método de Ward. Foi utilizado para esta analise o software MINITAB 15 e o resultado mostra uma
clara discriminagéo dos espectros dos trés micro-organismos nas duas regides consideradas. Adicionalmente
foi obtido o espectro médio de cada micro-organismo nas bandas da amida I na regido de 1710 a 1590 cm™.
Os trés espectros médios assim obtidos foram analisados pelo método de ajuste de curva que ndo ¢ estatistico
para determinar as estruturas secundarias de proteinas. Para esta analise o software ORIGIN 7.5 foi utilizado
e os resultados obtidos mostram estruturas conformacionais diferentes nos trés micro-organismos. Esses
resultados confirmam a discriminag@o obtida através da analise estatistica multivariada e visual. Pode-se
concluir que as analises estatisticas multivariadas baseadas em analise por componentes principais e analise
de agrupamento com uso do algoritmo Ward ¢ potencialmente util para discriminar micro-organismos através
de seus espectros infravermelhos. Além disso, as analises mostram que as bandas da amida I dos espectros
infravermelhos de Candida albicans, Candida dubliniensis ¢ Candida parapsilosis fornecem um conjunto
de dados cuja estrutura de agrupamento é conhecida e que pode ser 1til para testar e validar algoritmos
estatisticos de analise de agrupamento.
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Using FT-IR microspectroscopy for testing statistical algorithms for
differentiation of Candida albicans, Candida dubliniensis and Candida
parapsilosis

Abstract  Films of Candida albicans, Candida dubliniensis and Candida parapsilosis were prepared and the infrared
spectra of these films were obtained in the region 4000 to 1000 cm™', with resolution of 4 cm™, in the
transmission mode, at 20 °C. Fifty four spectra were obtained, 18 of each microorganism, with the PerkinElmer
Spotlight 400 FT-IR, which has a microscope attached to a FT-IR spectrophotometer. The spectra were
analyzed through three methods: (1) mere visual inspection, (2) multivariate statistical analysis, (3) curve-
fitting for determining secondary structures of proteins. In the region 1200 to 1000 cm™, the spectral bands
show differences that can be seen by a mere visual inspection. On the other hand, the amide I bands, in the
region 1710 to 1590 cm™, have the same visual aspect for the three microorganisms. Multivariate statistical
analysis was applied to analyze these amide I bands of all the 54 spectra. Principal component analysis
(PCA) and techniques of hierarchical cluster analysis (HCA, Hierarchical Clustering Analysis) according to
Ward's method were applied using the software MINITAB 15. The results show a clear discrimination of the
three microorganisms. The average spectrum of each microorganism was obtained in the amide I band. Each
average spectrum was analyzed by curve-fitting for the determination of secondary structures of proteins. The
software used was the ORIGIN 7.5 and the results confirm the discrimination obtained through multivariate
statistical analysis. This result shows that multivariate statistical analysis can be useful to discriminate
infrared spectra of different microorganisms. Furthermore, this work shows that the amide I bands of the
infrared spectra of Candida albicans, Candida dubliniensis, and Candida parapsilosis provide a set of data
of known group structure that can be useful to test statistical algorithms of cluster analysis.

Keywords Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida parapsilosis,

Multivariate statistical analysis, Infrared microespectroscopy,
Secondary structures of proteins.
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Introducao

As espécies do género Candida sdo importantes
agentes infecciosos em pacientes hospitalizados. A
maioria dos sistemas de identificagdo disponivel, em
hospitais, baseia-se nas caracteristicas fenotipicas dos
micro-organismos. Entretanto, esses sistemas sao
geralmente demorados, apresentando acurécia limitada
devido as dificuldades na leitura e interpretacao dos
resultados (Toubas et al., 2007).

A Candida albicans pode ser considerada a mais
importante espécie envolvida em infec¢des flingicas,
embora as espécies ndo albicans, como Candida
parapsilosis, Candida dubliniensis vem aumentando
em importancia nos ultimos anos (Celebi et al., 2008).

Em estudo realizado por Méhnss et al. (2005),
foram comparados diferentes métodos fenotipicos para
identificagdo de Candida spp, e concluiram que nao
existe um unico método capaz de diferenciar todas
as espécies, principalmente quando elas possuem
caracteristicas semelhantes, como € o caso de Candida
albicans e Candida dubliniensis.

Nos ultimos anos, novas tecnologias tém
sido desenvolvidas para auxiliar o diagndstico
microbiolégico de determinadas doencas infecciosas
emergentes, principalmente as fungicas, como as
analises imunolégicas, bioquimicas e moleculares e
mais recentemente as anélises baseadas em técnicas
por espectroscopia infravermelha em conjunto com
a analise estatistica multivariada (Beekes et al.,
2007; Dziuba et al., 2007; Essendoubi et al., 2005;
Magquelin et al., 2002; Naumann, 2000; Sandt et al.,
2006; Timmins et al., 1998; Toubas et al., 2007).

A espectroscopia de absor¢ao no infravermelho
¢ uma das técnicas que fornece informagdes sobre
os modos de vibragdo molecular, que por sua vez
dependem da estrutura da molécula.

As vibragdes moleculares envolvem energias que
correspondem a energias de fotons infravermelhos.
Na espectroscopia molecular, tais fotons podem ser
absorvidos pela molécula que esta sendo objeto de
estudo, excitando modos de vibra¢do da molécula,
resultando, dessa interag@o entre fotons e molécula,
espectros de absor¢ao na regido do infravermelho.
Assim, pode-se investigar a geometria e as forgas de
interagdo entre os 4tomos que constituem a molécula,
pois seus espectros dependem desses fatores.

O espectro de absor¢ao no infravermelho
¢ um processo que ocorre quando uma radiagdo
eletromagnética incidente tem uma componente com
valor de frequéncia igual a frequéncia correspondente a
uma transi¢ao entre dois niveis vibracionais. Somente
os modos de vibragdo que levam a variagdo no
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momento dipolar elétrico sdo observados nos espectros
infravermelhos (Colthup, 1997; Sala, 1995).

Ha diversos métodos para se realizar a analise
estatistica multivariada dentre os quais esta a
andlise por componentes principais (PCA, Principal
Componente Analysis) e analise por agrupamento
(HCA, Hierarchical Clustering Analysis) com 0 uso
do algoritmo Ward. Este algoritmo busca formar
grupos minimizando o desvio padrdo entre os dados
de cada grupo (Everitt, 1994; Ward, 1963). A aplicagdo
de diferentes algoritmos estatisticos em uma analise
pode levar a resultados discrepantes. Portanto, €
importante comparar os resultados obtidos com a
utilizagdo do algoritmo estatistico com os resultados
obtidos por métodos nao-estatisticos (Manly, 2005).
A técnica de ajuste de curvas para a determinacao
de estruturas secundarias de proteinas ¢ um método
ndo-estatistico que tem sido aplicado para diferenciar
espectros infravermelhos de Candida albicans nas
formas de levedura e filamentosa (Adt et al., 2006).

O objetivo deste trabalho ¢ comparar os dois
métodos: estatistico e ndo-estatistico, utilizando os
espectros infravermelhos de Candida albicans, Candida
dubliniensis e Candida parapsilosis para testar o
potencial do uso de Analise Estatistica Multivariada
para discriminagdo de espectros de micro-organismos.

Materiais e Métodos

Preparacdo das amostras para
espectroscopia no infravermelho

Foram utilizadas cepas padrao (4T7CC — American
Type Culture Collection) de Candida albicans (ATCC
10231), Candida dubliniensis (ATCC 778157) e
Candida parapsilosis (ATCC 22019) mantidas no
Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias
da Satde — UNIVAP, respeitando as normas de
Biosseguranga.

As cepas padrdo foram cultivadas em meios
especificos para isolamento ¢ identificacdo (Agar
Sabouraud Dextrose — DIFCO) e incubadas por
24 a 48 horas a 35 °C, conforme protocolo de rotina.
Em seguida, foram preparados indculos de acordo
com escala 0,5 de Mc Farland, que corresponde a
1,5 x 10% células/mL. Uma aliquota (300 pL), dos
indculos previamente preparados, foi semeada em
superficie com al¢a de Drigalski (Koneman et al.,
2001), em meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose
(DIFCO) e incubada por 12 horas a 37 °C. Decorrido
o tempo de incubacdo, cerca de duas algas, de 1 uL, de
colonias de leveduras foram ressuspensas em 40 uL
de solugdo fisiologica estéril (0,9 %). A suspensao
foi homogeneizada em Vortex por 1 minuto. Em
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seguida, uma aliquota de 10 pL foi transferida para
a janela de fluoreto de calcio (CaF,) e mantidas em
estufa a 50 °C por uma hora, para obtencao de um
filme transparente.

A solubilidade de fluoreto de calcio em agua é
pequena, 0,0015 g/100 mL (18 °C) e 0,0016 g/mL
(20 °C) (Budavari, 1996). Alguns autores tais como
Barbosa (2007), Stuart (1997) e Toyran et al. (2004)
consideram o fluoreto de calcio insoluvel em agua.
No nosso experimento, foram utilizadas as janelas
de CaF, pelo tempo de contato de poucos minutos
contando a partir da colocagdo da solugdo na janela
até ser colocada na estufa. Além disso, os espectros
obtidos de C. albicans conferem com os publicados
na literatura (Adt et al., 2006; Toubas et al., 2007).

Espectroscopia no infravermelho e
pré-processamento dos dados

Os espectros foram obtidos na faixa de 4000 a
1000 cm™!, com resolugdo de 4 cm™!, no modo de
transmissdo com 32 varreduras, com intervalo de
1 ecm™, a 20 °C. Foi utilizado Spectrum Spotlight
400 FT-IR da PerkinElmer, que tem um microscopio
acoplado a um espectrofotometro infravermelho com
transformada de Fourier.

Os dezoito espectros de cada espécie de Candida
foram pré-processados com software Spectrum 5.3
(PerkinElmer), onde foram feitas as correg¢des de
linha de base, suavizacdo espectral utilizando o
algoritmo Savistzky Golay (9 pontos) e normalizagao.
Os espectros médios de cada espécie sao mostrados
na Figura 1.
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Figura 1. Espectros médios de (a) Candida albicans, (b) Candida
dubliniensis e (¢) Candida parapsilosis.

Figure 1. Average spectra of (a) C. albicans, (b) C. dubliniensis
and (c) C. parapsilosis.

Algoritmos estatisticos utilizando microespectroscopia infravermelha (FT-IR) de micro-organismo

Anadlise dos dados

Neste trabalho os espectros infravermelhos de
C. albicans, C. dubliniensis e C. parapsilosis foram
analisados através de trés métodos: (1) inspegao
visual direta dos espectros; (2) analise estatistica
multivariada; (3) ajuste de curva para o estudo das
estruturas secundarias de proteinas.

Para a analise visual foi calculado o espectro
médio de cada tipo de cepa utilizando 18 espectros
pré-processados. Os espectros médios de cada tipo
de cepa foram impressos na forma de grafico em uma
escala e faixa apropriada para ressaltar as diferencas
entre eles.

Os algoritmos utilizados para a analise estatistica
multivariada foram a Analise de Componentes
Principais (PCA) juntamente com a Analise de
Agrupamento Hierarquico (HCA). O PCA consiste
em projetar os parametros espectrais originais em novos
eixos de forma que o primeiro eixo fica na diregdo de
maior variabilidade dos pardmetros. Os demais eixos
sdo0 perpendiculares aos eixos anteriores sempre na
diregdo de maior variabilidade remanescente. As novas
variaveis sdo denominadas de componentes principais
e sdo os autovetores da matriz de covariancia dos
parametros originais. Os autovalores desta matriz
representam variancias das novas variaveis. Para
aplicagdes em espectroscopia, em geral, os primeiros
principais componentes (trés a cinco) captam mais
de 95% da variabilidade dos pardmetros originais
e os demais podem ser considerados como ruido
e desprezados. Isto permite uma grande reducéo
da dimensionalidade de pardmetros o que facilita
a fase de classifica¢@o (Johnson e Wichern, 1992).
Ap6s a redugdo da dimensionalidade, algoritmos de
classificacao podem ser utilizados. Um método que
permite visualizar os dados ¢ o método HCA que
procura agrupamento de dados semelhantes utilizando
alguma medida de distancia entre os dados. Neste
trabalho foi selecionado o algoritmo de Ward. Para
visualizar os resultados da analise de agrupamento
pode-se utilizar o dendrograma também disponivel
em diversos softwares, dentre eles, o MINITAB 15,
utilizado neste trabalho.

Aplicamos o método de ajuste de curvas para
determinar as estruturas secundarias de proteinas, na
regido de 1710 a 1590 cm™, correspondente a banda da
amida I. Nesse método supde-se que a banda da amida
I seja a soma de varias componentes lorentzianas. A
fungdo lorentziana, L(x), é definida por:

=2 (1)

T 4(x—x,)" +w
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onde x_ da a posigdo do pico da fungdo, w ¢ um
parametro que especifica a largura e A ¢ a area total
sob a curva a partir da linha de base. O valor de pico,
L(x,), ¢ dado por:

L) = 2)

de modo que quanto menor for a largura w, maior
sera o valor de pico.

A derivada segunda da banda da amida I fornece
os picos das componentes lorentzianas (Byler e Susy,
1986). As larguras das componentes lorentzianas sdo
ajustadas, pelo método dos minimos quadrados, para
que a soma das componentes lorentzianas reproduza,
o melhor possivel, a banda original. Para o célculo da
derivada segunda e o ajuste pelo método dos minimos
quadrados foram utilizados os softwares Spectrum 5.3 e
ORIGIN 7.5 respectivamente. Alguns autores utilizam
gaussianas em lugar de lorentzianas para o ajuste da
banda da amida I (Toyran et al., 2004).

As areas de componentes das bandas de amida I
sdo relacionadas as quantidades de estruturas
conformacionais. As porcentagens das conformagoes
a-hélice, B-folha, ao acaso e dobras/voltas sdo
estimadas calculando a razdo entre a area de cada
componente e a area total que ¢ a area de todos os
componentes (Stuart, 1997; Surewicz e Mantsch, 1988).

A Tabela 1 mostra os parametros do
espectrofotdmetro e softwares utilizados no trabalho.

Resultados e Discussoes

A Figura 1 apresenta o espectro infravermelho médio
dos trés micro-organismos analisados.

O espectro de Candida albicans esta de acordo
com o publicado na literatura. (Adt et al., 2006;
Toubas et al., 2007). Essendoubi et al. (2005) utilizaram
a segunda derivada dos espectros infravermelhos de

Tabela 1. Tabela dos pardmetros do espectrofotdmetro e softwares
utilizados.
Table 1. Tuble of parameters of the spectrophotometer and softwares.

Obtengao dos espectros infravermelhos
Spectrum Spotlight 400 FT-IR

Espectrofotometro

(PerkinElmer)
Resolugio 4cm!
Modo transmissao
Numero de varreduras 32
Intervalo I cm?!
Temperatura de 20°C

operagao

Analise de dados

Spectrum 5.3; ORIGIN 7.5;
MINITAB 15

Softwares utilizados
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espécies Candida, entre eles os de Candida albicans
e Candida parapsilosis para rapida identificagdo
utilizando analise de cluster hierarquica. Tintelnot et al.
(2000) compararam duas espécies fortemente
relacionadas: Candida albicans e Candida dubliniensis
utilizando espectroscopia FT-IR combinada com
analise de cluster hierarquico. Timmins et al. (1998)
notaram uma diferenca muito pequena nos espectros
infravermelhos de micro-organismos estudados,
entre eles: Candida albicans e Candida dubliniensis.
Suas bandas s3o muito largas com contornos muito
complexos, o que tornam sua discriminagao dificil
por inspecao visual rapida e sugerem como o método
para discriminacao, a andlise estatistica multivariada.

A Tabela 2 apresenta as regides espectrais em que
se encontram bandas caracteristicas de biomoléculas e
as interpretagdes aproximadas dessas bandas (Mantsch
e Chapman, 1996; Maquelin et al., 2002; Twardowski
e Anzenbacher, 1994).

A Figura 1 mostra, conforme as interpretagdes
dadas na Tabela 2, que os espectros das trés espécies
de Candida apresentam predominancia das bandas
de proteinas e de carboidratos.

Andlise dos espectros infravermelhos

Sdo apresentadas a seguir as analises dos espectros
obtidos a partir de trés métodos distintos: (1) inspecao
visual direta; (2) analise estatistica multivariada
(MVA, Multivariate Statistical Analysis); (3) ajuste
de curva para analisar a banda da amida I, na regido
de 1710 a 1590 cm™.

Tabela 2. Bandas caracteristicas no infravermelho de biomoléculas.
Table 2. Characteristic infrared bands of biological specimens.

Numero de

Descricdes aproximadas
onda (cm™) ¢ P

estiramento da ligagdo O-H do grupo
hidroxila;

estiramento da ligagdo N-H de amida A
de proteinas.

estiramento dos grupos —CH, ¢ >CH, dos
acidos graxos.

4000-3000

3000-2800

estiramento da ligagdo C=0 do grupo
ester e de acidos nucléicos;
amidas I e II de proteinas.

1750-1500

deformagio angular dos grupos >CH, e

—CH, dos 4cidos graxos;

estiramento simétrico de C=0 de COO;
amida III de proteinas;

estiramento assimétrico da ligagdo P=0O
dos compostos com grupo fosfato.

1500-1200

estiramento das ligagdes C-O, C-C;
deformagdes angulares de C-O-H, C-O-C
de carboidratos presentes na parede
celular;

estiramento simétrico da ligacdo P=O do
grupo fosfato.

1200-1000
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Inspegdo visual direta

Aregido de 1200 a 1000 cm™ corresponde a bandas de
absorcdo de carboidratos presentes na parede celular
dos trés micro-organismos.

A parede celular ¢ uma estrutura rigida que mantém
a integridade da célula e interage com o meio que se
encontra. E localizada na parte externa da membrana
celular e é composta principalmente de glucanas e
mananas e de pequenas quantidades de quitinas e
lipidios. As glucanas e mananas se combinam formando
as glicoproteinas, manoproteinas e glicomanoproteinas
(Chaffin, 2008; Gompertz et al., 2008). Manoproteinas
se encontram na superficie externa da célula e sua
quantidade varia exponencialmente entre as fases
estaciondrias e de crescimento das células e também
conforme as condi¢des do meio, tais como nutrientes
e disponibilidade de oxigénio (Chaffin, 2008).

Na regido de 1200 a 1000 cm™' observam-se duas
bandas nos trés espectros, sendo uma proxima de
1070 cm™ e outra proxima de 1045 cm™. Adt ef al.
(2006) atribuiram essas bandas a vibragdes das
ligagdes C-O-C do anel de polissacarideos. A primeira
corresponde a do glicogénio e dos acidos nucléicos
e a segunda de manoproteinas. As intensidades
relativas dessas duas bandas sdo diferentes para os
trés espectros, mostrados na Figura 2.
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Figura 2. Espectros médios de (a) Candida albicans, (b) Candida
dubliniensis e (¢) Candida parapsilosis na regido de 1200-1000 cm™'.
Figure 2. Average spectra of (a) C. albicans, (b) C. dubliniensis and
(c) C. parapsilosis in the region 1200-1000 cm™.

Algoritmos estatisticos utilizando microespectroscopia infravermelha (FT-IR) de micro-organismo

A inspegdo visual direta permite distinguir
os espectros infravermelhos das trés espécies de
Candida. Esse fato torna possivel submeter a analise
estatistica multivariada a um teste da sua capacidade
de diferenciar espectros de micro-organismos.

Andalise estatistica multivariada

A andlise estatistica multivariada tem sido utilizada
para o estudo de espectros de micro-organismos,
com vistas a uma rapida diferenciacdo desses
micro-organismos (Beekes et al., 2007; Dziuba et al.,
2007; Essendoubi et al., 2005; Maquelin et al., 2002;
Naumann, 2000; Sandt et al., 2006; Timmins ef al.,
1998; Toubas et al., 2007).

Analises estatisticas multivariadas baseadas em
analise por componentes principais (PCA, Principal
Component Analysis) e analise de agrupamento (HCA,
Hierarchical Clustering Analysis) foram utilizadas
para analisar os espectros dos trés micro-organismos.
Paras as andlises de agrupamento foram utilizados os
quatro primeiros componentes principais, por conter
aproximadamente 99% das informagdes iniciais,
conforme mostra pelos Scree plot, Figuras 3a, b.
Esse alto grau de representagdo em um pequeno
numero de componentes demonstra uma grande
correlagao entre os dados analisados. Pelos graficos
dos Score, Figuras 3c, d, pode-se confirmar a grande
contribui¢do do primeiro componente em separar 0s
espectros analisados. O Loading plot da Figuras 3e, f,
projetado a partir dos componentes principais, ilustra
a contribuicdo das variaveis espectrais originais para a
formagao dos quatro primeiros componentes principais.
As principais variagdes podem ser observadas nas
regides entre 1200 a 1000 cm™! onde é possivel fazer a
diferenciagao dos espectros por inspecao direta visual.

Os componentes principais, utilizadas nesta analise
(Figuras 3a, c, e, foram calculadas a partir da matriz
de covariancia formada por dados espectrais em quase
toda sua extensdo, regido de 4000 a 1000 cm™', com
excecdo da regido de CO,, entre 2600 ¢ 2300 cm ™.

Para o agrupamento hierarquico foi utilizado o
algoritmo Ward, considerado o mais eficiente método
de agrupamento hierarquico (Everitt, 1994; Ward,
1963). O resultado, mostrado no dendrograma da
Figura 4 apresenta uma clara discriminacdo entre
os trés espectros. No dendrograma sdo visualizadas
as distancias entre os grupos (cluster) de forma
decrescente, e quanto menor a distancia, maior a
semelhanga entre as observagdes. Essa distancia é
mensurada a partir da matriz das distancias euclidianas
utilizando-se a soma dos desvios quadraticos dos pontos
para o centroide, calculo feito pelo algoritmo Ward.
Para a criag@o da matriz das distancias euclidianas
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sdo utilizadas as componentes principais (PC’s)
originadas da matriz de covariancia dos valores de
absorbancia dos espectros (medida adimensional).
Logo, a distancia no dendrograma representa a distancia
geométrica entre pontos no espaco multidimensional,
sendo esta, um parametro adimensional (Cormack,
1971; Romesburg, 1990).
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As bandas da amida I, na regido de 1710 a
1590 cm™, apresentam o mesmo aspecto visual nos
espectros dos trés micro-organismos. Aplicamos a
analise estatistica multivariada a essas bandas da
amida I, utilizando os mesmos parametros da andlise
anterior e, o resultado, apresentado no dendrograma da
Figura 5, mostra que o algoritmo utilizado conseguiu
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Figura 3. Graficos dos componentes principais dos espectros das espécies de Candida: (a) e (b) Graficos dos autovalores de cada componente
principal — Scree plot; (c) e (d) Graficos dos autovetores (scores) dos componentes principais; (e) e (f) Grafico de loading plot dos componentes
principais; (a), (c) e (e) sdo valores calculados a partir do intervalo espectral de 4000 a 2600 e 2300 a 1000 cm™'; (b), (d) e (f) sdo valores
calculados a partir do intervalo espectral da banda de Amida I (1710 a 1590 cm™).

Figure 3. Graphics of the four main components of the spectra of Candida species (a) and (b) Graphics of the eigenvalues of each main
component - Scree plot, (c) and (d) Graphics of the eigenvectors (scores) of the principal components; (E) and (F) Graphic of “loading
plot” of the principal components; (a), (c) and (e) are calculated values from the spectral range 4000-2600 and 2300-1000 cm™ and (b),
(d) and (f) are calculated values from the spectral range of Amide I band (1710-1590 cm™).
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diferenciar os trés espectros. Esse resultado demonstra
que, mesmo nos casos em que os espectros de diferentes
micro-organismos apresentem o mesmo aspecto
visual, a analise estatistica multivariada pode ser

potencialmente ttil para diferenciar os espectros
desses micro-organismos (Essendoubi et al., 2005;
Naumann, 2000; Timmins et al., 1998; Tintelnot et al.,
2000; Toubas et al., 2007).
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Figura 4. Dendrograma de Candida albicans, Candida dubliniensis ¢ Candida parapsilosis para regido espectral de 4000-2600 cm™' e

2300-1000 cm™.

Figure 4. Dendrogram of Candida albicans, Candida dubliniensis and Candida parapsilosis using spectra in 4000-2600 cm™' and

2300-1000 cm™ spectral zones.
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Figura 5. Dendrograma de Candida albicans, Candida dubliniensis e Candida parapsilosis para regido espectral de 1710-1590 cm .

Figure 5. Dendrogram of Candida albicans, Candida dubliniensis and Candida parapsilosis using spectra in 1710-1590 cm™ spectral zone.

405



406  Santos PM, Cardoso MAG, Khouri S, Paula Junior AR, Uehara M, Sakane KK

Um bom teste para qualquer algoritmo estatistico
¢ tomar um conjunto de dados com uma estrutura de
agrupamento conhecida e verificar se o algoritmo ¢
capaz de reproduzir essa estrutura. Com relag@o aos
espectros de Candida albicans, Candida dubliniensis ¢
Candida parapsilosis, a banda de amida I foi analisada
através de um método ndo-estatistico, com base em
conhecimento a respeito de estruturas secundarias
de proteinas.

Ajuste de curva

As estruturas secundarias de proteinas se refletem
nas bandas de amida I e amida II. No entanto, na
de amida II, surgem muitas vezes misturadas as
bandas de aminoacidos residuais. Assim, a amida I
que corresponde as vibragdes de estiramento de C=0
do grupo peptidico ¢ mais utilizada para analise de
estruturas secundarias de proteinas (Barth, 2007;
Byler e Susi, 1986; Stuart, 1997; Surewicz e Mantsch,
1988; Twardowski e Anzenbacher, 1994).

Os espectros no infravermelho entre 1590 a
1710 cm™ dos trés micro-organismos sdo visualmente
semelhantes apresentando um contorno com maximo

50 -
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em 1651 cm™ acompanhado de um pequeno ombro
(vide Figura 1).

Muitos autores (Byler e Susi, 1986; Grdadolnik,
2002; Stuart, 1997) indicam o método de ajuste de
curva da banda de amida I como um dos melhores
métodos para estimar a estrutura secundaria. Os
pardmetros necessarios para o ajuste tais como nimero
e posi¢do de bandas, sdo obtidos pela segunda derivada
dos espectros (Stuart, 1997). As posi¢des destas bandas
servem de parametros de entrada para ajuste de curva
para a banda de amida I original.

As Figuras 6-9 apresentam as areas dos
componentes da amida I e a decomposi¢do da banda
da amida I em seus componentes lorentzianos, para
0s trés micro-organismos.

As fragdes das areas dos componentes de amida I
sdo mostradas na Tabela 3.

Observamos que as posi¢des de numeros de ondas
dos componentes de amida I entre 0s micro-organismos
sd0 muito proximas, mas suas areas assumem valores
diferentes. Como a area se relaciona com a populagao,
o resultado de calculos indica quantidades diferentes de

B - folha

Antiparalela

o - hélice Ao acaso

1660-1650 1650-1640 1640-1620

Numero de onda (cm™ ")

Figura 6. Distribuicdo das estruturas secundarias
C. parapsilosis.

de proteinas entre C. albicans, C. dubliniensis e

Figure 6. Distribution of the secondary structure of proteins to C. albicans, C. dubliniensis and C. parapsilosis.
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Figura 7. Ajuste de curva da banda de amida I da Candida albicans.
Figure 7. Curve fitting amida I band of the Candida albicans.

Absorvancia

L DL L DL DL L L
1720 1700 1680 1660 1640 1620 1600 1580
Numero de onda (cm™ ')

Figura 8. Ajuste de curva da banda de amida I da Candida dubliniensis.
Figure 8. Curve fitting amida I band of the Candida dubliniensis.
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Figura 9. Ajuste de curva da banda de amida I da Candida parapsilosis.
Figure 9. Curve fitting amida I band of the Candida parapsilosis.

estruturas secundarias nos trés micro-organismos. Por
exemplo, a banda de amida I de Candida parapsilosis
referente & conformagao parallel  — sheet (p — folha
paralela) ndo ¢ observada e a de Candida albicans
¢ muito reduzida. Na Candida dubliniensis, todas
as conformacgdes estdo presentes e a maior area
corresponde a turns & bends (voltas/dobras), ao passo

Algoritmos estatisticos utilizando microespectroscopia infravermelha (FT-IR) de micro-organismo

Tabela 3. Analise da banda de amida I de C. albicans, C. dubliniensis
e C. parapsilosis.

Table 3. Analysis of amide I band of C. albicans, C. dubliniensis e
C. parapsilosis.

Candida albicans

Oﬁg:;e(rfni?) Area relativa (%)

1695 e 1687 10,9 Turns & bends
1679 0,3 Parallel B-sheet
1669 10,4 Turns & bends
1656 28,2 o-helix
1646 5,5 Random coil

1635¢ 1621 44,7 Antiparallel B-sheet

Candida dubliniensis

oigz‘;e(r:r:’?) Area relativa (%)

1695 e 1687 12,4 Turns & bends
1678 14,1 Parallel B-sheet
1665 21,5 Turns & bends
1656 16,4 o-helix
1645 20,0 Random coil
1634 15,6 Antiparallel B-sheet

Candida parapsilosis

(Eg:;e(r:rie]) Area relativa (%)

1695 ¢ 1686 5,4 Turns & bends
1669 23,8 Turns & bends
1656 18,3 a-helix
1646 28,6 Random coil

1635 ¢ 1623 23,5 Antiparallel B-sheet

que na Candida albicans, a maior area corresponde
a antiparallel B — sheet (P — folha antiparalela) e
para Candida parapsilosis, random coil (ao acaso).

Os resultados confirmam a discriminagao
dos espectros obtida através da analise estatistica
multivariada.

Conclusao

Os espectros infravermelhos de Candida albicans,
Candida dubliniensis e Candida parapsilosis foram
analisados por inspe¢do visual direta, através da
andlise estatistica multivariada e através do método
de ajuste de curva. Os resultados e conclusdes tiradas
deste trabalho sdo:

*  Os espectros apresentam, na regiao de 1200 a
1000 cm!, diferengas que podem ser percebidas
numa inspeg¢ao visual direta. As bandas
da amida I na regido de 1710 a 1590 cm™
apresentam o aspecto visual semelhante
nos espectros dos trés micro-organismos.
E necessario, portanto, submeter a analise
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estatistica multivariada a um teste de sua
capacidade para diferenciar espectros de
micro-organismos;
* Anadlises estatisticas multivariadas baseadas
em analise por componentes principais
(PCA, Principal Component Analysis), com
a utiliza¢do dos quatro primeiros componentes
principais ¢ analise de agrupamento (HCA,
Hierarchial Clustering Analysis) com o uso
do algoritmo Ward, foram aplicadas aos
54 espectros para investigar as regioes de
4000 a 1000 cm ™' com excecdo da regido
de 2600 a 2300 cm™ e de 1710 a 1590 cm™!
que corresponde a das bandas da amida I. Os
resultados mostram uma clara discriminagéo
entre os trés micro-organismos em ambas as
analises; e

* O método do ajuste de curva que ndo ¢
estatistico ¢ aplicado a essas bandas de
amida I para determinacdo de estruturas
secundarias de proteinas. Os resultados obtidos
indicam quantidades diferentes de estruturas
secundarias nos trés micro-organismos,
confirmando a discriminagao feita pela analise
estatistica multivariada. Esse estudo mostra o
potencial desta técnica para diferenciagao de
micro-organismos através de seus espectros
infravermelhos.

Além disso, as bandas da amida I dos espectros
infravermelhos, dos trés micro-organismos
investigados, fornecem um conjunto de dados cuja
estrutura de agrupamento ¢ conhecida e que pode
ser util para testar algoritmos estatisticos de andlise
de agrupamento.

O método estatistico apresentado neste trabalho
pode ser aplicado a outros algoritmos de analise de
agrupamento que se pretenda testar e utilizar para a
discriminag@o de micro-organismos através de seus
espectros infravermelhos.
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