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RESUMO
Com as infecções bacterianas por microrganismos resistentes tornando-se um problema

cada vez mais presente atualmente, faz-se necessário investigar formas de detecção e

identificação de patógenos que ofereçam respostas rápidas, precisas e de baixo custo.

Neste cenário, espectroscopias Raman e FTIR associadas a análise multivariada de

dados são amplamente exploradas, e melhorias destas técnicas são frequentemente

propostas a fim de tornar os métodos mais precisos, o que torna a escolha entre eles uma

tarefa difícil. Assim, este trabalho tem como objetivo determinar qual das duas técnicas

espectroscópicas possuem melhor aplicabilidade na identificação das bactérias E. coli ou

S. aureus. Para isso, realizou-se uma busca por artigos nas bases de dados Web of

Science e Scopus, a busca estratégica focou em trabalhos que utilizaram como amostra

as bactérias de interesse para análise espectroscópica Raman ou FTIR e com análise

multivariada de dados. As etapas seguintes de elegibilidade dos trabalhos seguiram os

protocolos PRISMA, no final do processo onze artigos foram eleitos para análise da

revisão sistemática. A qualidade dos artigos foi avaliada e baseada nos resultados desta

avaliação, mesmo sem verificar o risco de viés, concluiu-se que a técnica Raman é

melhor empregada na identificação de bactérias que o FTIR.

Palavras-chave: Escherichia coli, Staphylococcus aureus; PCA; validação externa;

LOOCV.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

EC – Escherichia coli;

STA – Staphylococcus aureus;

PCR – reação em cadeia de polimerase;

IR – infra vermelho;

FTIR – espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier;

ER – espectroscopia Raman;

SERS – espectroscopia Raman amplificada por superfície;

AM – análise multivariada;

GN – gram-negativa;

GP – gram-positiva;

NN – rede neural;

SVM – máquina de vetores de suporte;

PCA – análise de componentes principais;

PLS-DA – análise discriminante de mínimos quadrados parciais.

CDA – análise discriminante canônica;

HCA – análise de agrupamento hierárquico;

PRISMA – principais itens para relatar revisões sistemáticas e meta-análises;

LOOCV – leave one out cross-validation;

SWLDA – stepwise linear discriminant analysis.
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1. INTRODUÇÃO
A resistência aos antibióticos é responsável por 1,8 milhões de mortes a cada ano e

apresenta uma ameaça séria à saúde pública global, sendo que o seu aumento se deve

principalmente ao uso excessivo e indiscriminado de agentes antimicrobianos [1].

Patógenos comuns, como Escherichia coli (EC) e Staphylococcus aureus (STA), já

apresentam cepas que não são afetadas por alguns dos principais antibióticos aos quais

eram suscetíveis [2]. Para conter o avanço da resistência é necessário garantir a correta

identificação de patógenos antes da administração de antibióticos, porém como os

métodos usuais de detecção baseadas em culturas e reação em cadeia de polimerase

(PCR) são elaborados e lentos [3], novas alternativas rápidas e precisas precisam ser

exploradas.

Assim, a aplicação de técnicas espectroscópicas de infravermelho (IR) [4] e Raman [5]

passaram a ser exploradas para detecção e identificação de patógenos. A técnica

espectroscópica mais utilizada na região do IR é a espectroscopia no infravermelho por

transformada de Fourier (FTIR), esta técnica fornece uma impressão digital altamente

específica da amostra através dos dados de grupos funcionais [4,6-7].

Já a espectroscopia Raman (ER) baseia-se nos modos de vibração moleculares, gerada

pela interação da luz com a amostra. Esse método possui alta especificidade química,

porém apresenta fraqueza na intensidade do sinal [5,6], por isso melhorias foram feitas e

a ER amplificada por superfície (SERS) conseguiu intensificar os picos Raman por meio

da interação da radiação com nanopartículas e superfícies de metais nobres [5,7-8].

Apesar de ambas as técnicas apresentarem informações características e específicas, as

amostras bacterianas podem oferecer um desafio a nível de identificação pois, devido às

semelhanças fenotípicas e genotípicas, os espectros podem não ser visualmente

diferenciáveis. Desta forma, análises de dados multivariadas mostraram-se uma

ferramenta necessária e complementar importantíssima para identificar bactérias [11].

A quimiometria tem duas principais características discriminante e preditiva, na primeira

os dados obtidos no método espectroscópicos são explorados a fim de encontrar padrões

entre os semelhantes, isso pode ser feito de forma supervisionada ou não supervisionada.

Já a segunda parte não é essencial para análise dos dados obtidos, mas estabelece um

modelo de identificação para amostras futuras o que pode ser um diferencial nos estudos,

esta etapa é também atribuída a machine learning [9-11].
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Sendo assim, uma revisão sistemática pode apresentar um ponto de vista analítico para

escolha entre os métodos espectroscópicos e análise multivariada (AM) para identificação

de patógenos, estabelecendo métodos de busca específicos, seleção criteriosa de

estudos e avaliação de variáveis selecionadas [12].

2. JUSTIFICATIVA

Para conter a evolução da resistência bacteriana em bactérias comuns como Escherichia

Coli e Staphylococcus aureus, investigações por métodos espectroscópicos estão sendo

muito empregados, devido ao seu baixo custo, agilidade na obtenção dos resultados,

sensibilidade das técnicas e pela facilidade na preparação das amostras ou ausência de

preparação.

Somado a isso, vem a crescente utilização de métodos estatísticos e matemáticos que

auxiliam interpretar de forma correta os dados espectrais gerados pelas técnicas

analíticas de identificação. Portanto, revisões sistemáticas como essa são de extrema

importância para a academia, permitindo-nos compreender a real aplicabilidade e

reprodutibilidade das técnicas em identificação de bactérias.

2.1 BACTÉRIAS E. coli E S. aureus

As bactérias Escherichia coli (EC) e Staphylococcus aureus (STA) representam a maior

parte dos estudos de espectroscopia aplicados à identificação dos últimos anos [6], estes

estudos são de alta relevância, já que o último relatório de resistência antimicrobiana da

OMS relata que os níveis médios de resistência antimicrobiana foram de 42% para EC e

35% de STA [2].

A identificação das bactérias por meio da espectroscopia deve-se às diferenças

estruturais, um ponto relevante a ressaltar ao diferenciá-las é a classificação por conta da

parede celular. Bactérias gram-negativas (GN), como a EC, possuem a parede celular

constituídas de uma fina camada de peptidoglicanos coberta por uma membrana externa

rica em lipopolissacarídeos [15, 18], a qual contêm proteínas chamadas porinas que

possibilitam a difusão passiva através da membrana [15].

Já STA é uma bactéria gram-positiva (GP), a qual possui parede celular composta

principalmente por uma espessa camada de peptidoglicano, que protege a membrana

citoplasmática composta por fosfolipídios e proteínas [15]. Em algumas espécies, a

membrana pode estar rodeada por uma camada externa de proteínas dispostas em uma
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estrutura paracristalina [16–18]. Há também a presença de ácidos teicóicos na parede

celular, com uma terminação que permite sua ligação ao peptidoglicano ou à membrana

citoplasmática.

2.2 ESPECTROSCOPIA RAMAN

A ER é uma técnica óptica não invasiva capaz de analisar a interação entre a luz e a

matéria, baseada na dispersão inelástica dos fótons. O seu funcionamento consiste em

excitação de nuvens de elétrons para espalhamento usando um laser não ionizante, a luz

incidente interage com a amostra provocando vibrações moleculares de frequência

distinta da radiação incidente [14]. Porém, como apenas 1 em 10 milhões de fótons que

atingem a amostra pode causar o espalhamento Raman [13], o seu sinal acaba sendo

fraco. Assim, sua aplicabilidade é reduzida para detecção de baixas concentrações

moleculares, o que é tão essencial para a diferenciação bacteriana [19].

Sendo assim, técnicas melhoradas de ER, como o SERS têm sido cada vez mais usuais.

Esta técnica utiliza substratos metálicos, normalmente NPs de materiais nobres, e sua

interação com a luz para melhorar o campo elétrico e a polarizabilidade molecular e que

por fim amplia os sinais Raman em 4 a 14 ordens de grandeza [20]. O SERS apresenta

inúmeras vantagens para estudos de bactérias, ele é um método não destrutivo, rápido e

com preparação de amostra simples. Além disso, as amostras líquidas podem ser

estudadas já que a água não interfere no sinal [21].

O SERS é uma ferramenta de análise poderosa a qual pode ser facilmente empregada

para detecção bacteriana. Recentemente, Witkowska et al. [24] estabeleceram que os

substratos de prata (Ag) fornecem a maior intensidade de sinal SERS em comparação

com outros. Porém, este tem rápida liberação de íons, possuindo como característica a

atividade antimicrobiana [23]. Portanto, novas abordagens estão sendo implementadas

nos últimos anos, fornecendo substratos aprimorados que podem ser usados para

detecção bacteriana. Chen et al. [22] obteve resultados melhores que os de Ag usando

um sistema bimetálico em forma de filme de Ag e tântalo (Ta), o qual exibiu melhor

biestabilidade sem atividade antimicrobiana.

2.3 FTIR

As regiões do infravermelho no espectro eletromagnético são subdivididas em: NIR, MIR

e FIR (que são as regiões próximo, médio e distante, respectivamente), sendo a região do

infravermelho médio, 400 – 4000 cm-1, a mais utilizada para análise bacteriana. O FTIR é
9



a técnica analítica química de IR médio mais aplicada, a qual baseia-se em espectros de

absorbância de diferentes grupos funcionais para amostras expostas a radiação na faixa

de IR [7], por meio de técnicas matemáticas a resposta do equipamento é transformada

em picos característicos da amostra [6].

O FTIR é uma técnica analítica que está cada vez mais popular para caracterização e

identificação de bactérias. Isso se dá pelo seu baixo custo, alta confiabilidade, rapidez na

obtenção dos resultados, simplicidade de preparação de amostras e velocidade de

análise. Com o advento do FTIR e análise computacional no final dos anos 1980 e 1990,

Naumann e colaboradores retomaram este método para análise de células bacterianas e

análise espectral complexa para identificar, diferenciar e classificar bactérias [25, 26].

Desde então, FTIR tem sido aplicado com sucesso para detecção, discriminação,

identificação e classificação de bactérias pertencentes a diferentes espécies,

particularmente patógenos de origem alimentar, como EC [27] e STA [28].

2.4 ANÁLISE MULTIVARIADA

A AM é um braço da química que possui grande importância nos estudos de

interpretações químicas. Isso porque esta área utiliza de métodos estatísticos e

matemáticos para analisar e compreender dados com grande complexidade. Suas

principais aplicações são discriminar e prever dados [29], sendo que para isso os métodos

são separados em supervisionados e não supervisionados [9].

Os métodos não supervisionados são métodos exploratórios de dados espectrais sem

conhecimento de partida sobre a amostra, o análise de componentes principais (PCA) é

um dos métodos mais antigos e mais utilizados, tendo como objetivo a redução das

dimensões dos conjuntos de dados em seus componentes ou pontuações mais

dominantes, mantendo o máximo de informações estatísticas [9-11, 29]. Outro método é a

análise de agrupamento hierárquico (HCA) que utiliza a distância entre os espectros e o

algoritmo de agregação. Este método é usado para mostrar similaridade entre os

espectros por meio de dendrogramas, no caso de identificação de microrganismos

pode-se assimilar espectros com o mesmo gênero, espécie ou até a suscetibilidade a um

antibiótico. Além de encontrar semelhanças entre bactérias, uma bactéria desconhecida

pode ser identificada calculando a distância espectral entre ela e bactérias conhecidas ou

introduzindo-as no HCA [9, 29].
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Métodos supervisionados são métodos em que cada dado espectral é atribuído a uma

classe já definida, de forma que os dados qualitativos são adicionados aos dados

espectrais quantitativos e, então, são tratados e obter a relação entre os dados e a classe

considerada. Existem diversos métodos para serem aplicados, como a análise

discriminante (DA), ou a análise de variáveis canônicas (CVA), análise discriminante de

mínimos quadrados parciais (PLS-DA), máquina de vetores de suporte (SVM) e rede

neural (NN) [9-11, 29]. Estas técnicas são constantemente usadas para previsão de dados

e por isso se enquadram em técnicas de treinamento de máquinas, na maioria das vezes

seus resultados são quantitativos expressando o sucesso das previsões.

3. OBJETIVOS
O objetivo deste trabalho é constatar através de uma revisão sistemática da literatura,

qual a melhor técnica para identificação de bactérias E. Coli e S. Aureus, sendo elas as

técnicas espectroscópicas Raman ou FTIR e análise multivariada. A partir desta

informação, objetivos específicos foram estabelecidos. Sendo eles:

- Criar filtros de pesquisa para as plataformas de publicações científicas;

- Estabelecer critérios de inclusão de artigos no estudo;

- Definir os dados quantitativos e qualitativos relevantes para avaliar os trabalhos;

- Realizar o estudo sistematizados dos periódicos enquadrados nos critérios por meio dos

dados coletados.

4. METODOLOGIA
Uma busca nas bases de dados Web of Science e Scopus foi realizada para o

desenvolvimento desta revisão sistemática, nela utilizou-se palavras chave com objetivo

de obter apenas publicações que envolvessem as técnicas espectroscópicas, bactérias e

análise de dados de interesse. Para isso o conjunto de termos estratégicos e conectivos

booleanos utilizado foi: “(Escherichia coli OR Staphylococcus aureus) and (Raman

spectroscopy OR FTIR) and (multivariate analysis)". Além disso, os resultados foram

filtrados limitando os resultados a artigos em inglês publicados entre janeiro de 2018 e

dezembro de 2022.

Nesta revisão sistemática utilizou os passos da metodologia sugeridos pela lista de

verificação PRISMA [30]. A triagem dos artigos identificados consistiu na exclusão das

duplicatas, que ocorreram devido a busca em diferentes bancos de dados, e de artigos

que não se enquadraram nos filtros estabelecidos na busca. Em seguida, na primeira
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etapa da elegibilidade, analisou-se os artigos restantes por meio de título, palavras-chave

e resumo. Para estes fragmentos de texto, o critério de inclusão foi conter os termos da

busca ou equivalentes.

Por fim, lidos os artigos completos, selecionou-se somente os que utilizaram o sistema

bacteriano completo como amostra e os que tinham como objetivo a identificação das

bactérias. Os seguintes dados foram coletados dos artigos (I) Nível de discriminância (II)

Discriminância visual (III) Tipo de validação (IV) Acurácia dos métodos de previsão das

bactérias de interesse, além do nome do autor e ano de publicação do artigo. A partir

deles desenvolveu-se a discussão a respeito dos métodos espectroscópicos e de análise,

para assim determinar qual apresenta a melhor prospecção para ser utilizado como

método diagnóstico.

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Ao todo 44 artigos foram obtidos nas pesquisas nas bases de dados, onze artigos foram

excluídos na primeira etapa devido à duplicidade e um por ter sido publicado em um

período fora do filtro estabelecido. Por meio das informações do título, resumo e

palavras-chave foram removidos 8 textos. Já da leitura do texto completo eliminou-se

treze artigos: 11 por não identificarem bactérias e 2 por que não usaram como base da

amostra a estrutura bacteriana. Um fluxograma da inclusão dos estudos nesta revisão

sistemática é apresentado na Figura 1, o que resulta em um total de 11 artigos incluídos -

Tabela 1.

No intervalo de tempo de cinco anos - 2018 a 2022 - o cenário encontrado é de

predominância da espectroscopia Raman em estudos de identificação de bactérias nos

mais diferentes níveis biológicos, dos 11 artigos deste estudo 9 deles utilizaram este

método [31, 33, 35-41], ou seja 81,8%. A técnica mais empregada foi o SERS, o que

corresponde a previsões apresentadas em estudos sobre a espectroscopia na área de

microbiologia, segundo elas este é o método com maior desenvolvimento de precisão e

sensibilidade devido ao avanço dos materiais utilizados [8]. Como é o caso do chip de

membrana de filtro multifuro de polidimetilsiloxano (PMDS) combinado com AgNPs

apresentado por Y. Zhu [40], criado a fim de homogeneizar a distribuição das

nanopartículas na amostra garantindo resultados mais precisos. Ou ainda da aplicação de

partículas bimetálicas carregadas positivamente Ag/Au no método SERS, realizado por O.

Prakash [36] para melhorar a absorção da NPs pelas bactérias.
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Figura 1: Diagrama PRISMA do processo de seleção de artigos

Fonte: Adaptada de MOHER, D. [30]

Dos artigos sobre espectroscopia Raman, cinco artigos realizaram estudos com bactérias

EC [33, 35-38], sendo que três artigos realizaram estudos a nível de espécie, E. Akanny

[33] obteve separação visual total das espécies bacterianas estudadas pela técnica

discriminante PCA, estudou também a previsão de resultados por PLS-DA o que resultou

em 100% de acurácia para validação LOOCV. Já R. Breuch [35] aplicou validação externa

do modelo CDA e obteve acurácia de 97,5% e não teve resultados de clusterização

visual, por conta da diversidade dos grupos bacterianos (sete espécies).
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Tabela 1 – Artigos eleitos para revisão sistemática

Autor Ano Nível de discriminância Bactéria Tipo de
espectroscopia Assinatura Análise

multivariada

D. Prochazka [31] 2018 Espécie e cepa
EC e STA

(cepa)
Espectroscopia

Raman Carotenoide PCA, NN
(SOM)

S. Ji [32] 2019 Espécie EC FO-FTIR -- PCA e LR,
MLP, SVM

E. Akanny [33] 2020 Espécie EC SERS
Fosfolipídios, lipídios,

carboidratos, peptidoglicano,
adenina, purina e proteína.

PCA e PLS-DA

S. Wongthong [34] 2020 Cepa STA (cepa) FTIR – ATR Carboidrato, proteína,
fosfolipídios e ácido teicóico PCA e PLS-DA

R. Breuch [35] 2020 Espécie EC SERS -- PCA e CDA

O. Prakash [36] 2020 Espécie EC SERS
Proteína, polissacarídeo,

adenina, DNA, carboidratos e
amida III

PCA e CDA

S. Bashir [37] 2021 Cepa EC (cepa) SERS Carboidratos, proteína,
DNA/RNA, lipídio e aminoácidos

PCA, HCA e
PLS-DA

S. Bashir [38] 2021 Cepa EC (cepa) SERS Ácidos nucléicos, aminoácidos,
proteínas, carboidratos e lipídios

PCA, HCA e
PLS-DA

A. H. Arslan [39] 2022 Espécies EC e STA SERS Adenina, guanina, lipídio e
amida II PCA e HCA

Y, Zhu [40] 2022 Espécies STA SERS Amida II e III, ácido nucléico,
lipídios, e carboidrato PCA e SWLDA

A. P. Lister [41] 2022 Espécies e cepas STA (cepa) SERS Carotenoide PCA e SVM

Fonte: Autoral
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Por fim, O. Prakash [36] obteve apenas separação visual parcial aglomerando bactérias

gram-positivas em um mesmo cluster e isolando apenas a bactéria gram-negativa EC,

apesar disso seu modelo CDA foi validado por LOOCV com acurácia 100%.

O estudo de cepas de EC por SERS foi realizado por S. Bashir, que apresentou dois

trabalhos e em ambos estudou SERS aplicados a cepas de E. coli, no primeiro [37]

estudou a resistência a carbapenem, antibiótico utilizado em último caso para tratamento

de infecções graves [42], e no outro [38] a tigeciclina, o qual atua em amplo espectro e é

frequentemente utilizado em S. aureus resistentes a meticilina [43]. Ambos os trabalhos

apresentaram 100% de acurácia com validações externas para modelos PLS-DA e

separações completas em clusters para modelo PCA.

O último estudo envolvendo apenas EC apresentado é de S. Ji [32] o qual utiliza FTIR, em

seu estudo não houve clusterização dos dados por meio do PCA, porém realizou diversas

classificações preditivas e obteve melhor acurácia, 92,5%, para regressão logística (LR)

com validação LOOCV. O método LR tem sido usado para detectar o crescimento de

bactéria devido à alta capacidade de estimar relações entre variáveis [44].

Nos estudos de SERS aplicados a EC que realizaram associação de sinais

espectroscópicos a estruturas biológicas, observa-se como assinaturas as proteínas,

essas moléculas vitais para o funcionamento dos organismos e são essenciais para a

entrada de nutrientes nas paredes celulares das bactérias GN [15], podendo ser usadas

como marcadores. O único estudo de FTIR aplicado a EC não realizou estudos de

assinatura biológica, além disso foi a técnica com resultados preditivos com pior acurácia

para validação LOOCV [32].

Os artigos de Y. Zhu [40], A. P. Lister [41] e S. Wongthong [34] estabeleceram interesse

na bactéria STA, Y. Zhuo diferenciou a nível de espécie por SERS e não só obteve

separação total por PCA, como também utilizou LOOCV para o modelo SWLDA e obteve

100% de especificidade e sensibilidade. Já S. Wongthong aplica FTIR-ATR para identificar

resistência a vancomicina em bactérias S. aureus, estudo de cepas, como resultado foi

apresentado isolamento completo das cepas resistentes e susceptíveis, vale ressaltar que

não se diferenciou as cepas individualmente, apenas como grupo. Para o modelo de

classificação PLS-DA com validação externa obtiveram uma acurácia de 100%.
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A. P. Lister realizou dois estudos independentes utilizando SERS, um de identificação a

nível de espécie e outro a nível de cepa, em ambos obteve separação visual total por

PCA mas realizou classificação por SVM apenas para cepas, a acurácia para validação

externa obtida foi de 99,75%. A assinatura utilizada para diferenciação neste trabalho foi o

carotenóide, pigmento presente em algumas cepas de STA [2].

Apesar do estudo de S. Wongthong ter a melhor acurácia entre os estudos de STA, a

análise de previsão focou apenas na separação de bactérias resistentes e suscetíveis e

não nas cepas individualmente. Logo, os estudos com SERS de aplicados a S. aureus já

mostram vantagens sobre os de FTIR.

Para estudos conjuntos de EC e STA temos D. Prochazka [31] e A. H. Arslan [39], o

primeiro realiza diferenciação a nível de cepa e espécie simultaneamente, não só

utilizando a espectroscopia Raman isolada, mas também mesclando os dados com a

técnica LIBS. Para o Raman individual o resultado do PCA apresentou clusterização para

STA e uma cepa MSSA (Sthaphylococcus aureus – methicillin sensitive) e realizou-se

modelagem preditiva por NN com validação externa e acurácia de 87,5%. Já para os

dados sobrepostos, houve separação visual total e para o mesmo método de classificação

a acurácia obtida foi de 100%. A. H. Arslan obteve resultados de clusterização por PCA e

HCA de todas as espécies estudadas, mas não estudou a aplicação de métodos

preditivos.

7. CONCLUSÕES
Os estudos analisados apresentaram homogeneidade e consistência em seus resultados,

já que as assinaturas espectroscópicas atribuídas às bandas características de cada

bactéria condizem com a literatura [2, 9]. Além disso, nota-se que as técnicas Raman,

especificamente SERS, dominaram em número os estudos incluídos neste trabalho.

Após analisar os dados baseando-se em nível de discriminância, discriminância visual,

tipo de validação e acurácia dos métodos de previsão pode-se afirmar que a técnica FTIR

não é indicada para a identificação de bactérias. S. Wongthong e S. Ji foram os dois

únicos trabalhos utilizando FTIR que incluiu-se nesta revisão sistemática, o primeiro

aplicado a STA e o segundo a EC e ambos foram superados pelos trabalhos realizados

com SERS.
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Apesar deste resultado, um estudo de risco de viés seria adequado para conclusões mais

precisas. Com ele seria possível analisar se houve, em cada etapa dos estudos de cada

artigo incluído, algum tipo de manipulação que pudesse gerar tendência dos dados.
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