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Resumo

Diversos exemplares da bactéria Escherichia Coli (E.Coli), utilizada como
indicadora de qualidade da agua, tiveram seu perfil genémico retratado através de
duas técnicas: RAPD (mais barata) e Ribotipagem (mais precisa). Esses perfis
deveriam ser comparados, via andlise de agrupamentos (Bussab et al. (1990)) com o
objetivo de identificar se as bactérias procedentes de ambientes diferentes (dguas
puras, animais e humanos) sdo ou ndo iguais a nivel molecular.

Entretanto, o programa computacional utilizado pela pesquisadora né&o
consegue processar toda a quantidade de dados coletados. Outro fato de interesse é
que a medida utilizada por esse programa apresenta caracteristicas que podem torna-
la inadequada a este problema.

Foram construidos dendrogramas para todos os grupos de ambientes, atraves
de trés métodos diferentes de agrupamento e duas medidas de distancia ou
similaridade distintas.

Foram sugeridas medidas de distancia ou similaridade alternativas aquela
adotada pelo programa utilizado pela pesquisadora. Uma dessas medidas, ja existente
na literatura e nos pacotes estatisticos, foi utilizada na constru¢cao dos dendrogramas
acima citados. A outra, introduzida neste trabalho, ainda € passivel de discussao e
carente de maiores analises quanto a propriedades e aplicagdes.

Foi, ainda, desenvolvido um programa que produz as matrizes envolvidas neste
trabalho. Este programa soluciona, através das matrizes de distancia ou similaridade, a
eventual auséncia de uma medida em algum pacote computacional. Este programa
também produz a matriz de distancia calculada a partir da medida alternativa
introduzida neste trabalho.



1 - Introducao

A bactéria Escherichia Coli (E. Coli) é utilizada em saneamento bésico como
indicadora de qualidade de agua e de riscos a saude humana: quanto menor for sua
concentracdo, melhor € a qualidade da agua. Nos ultimos anos, alguns trabalhos da
area tém mostrado que essa bactéria também é encontrada naturalmente em aguas
supostamente ndo poluidas e ndo apenas nas fezes humanas e de animais. Assim, ela
perderia seu carater de indicadora de qualidade. O objetivo deste estudo ¢é verificar se
as bactérias E. Coli encontradas naturalmente no ambiente sdo, a nivel molecular,
diferentes das de origem humana ou animal. Se forem diferentes, pode-se continuar
utilizando a bactéria E. Coli como indicadora de qualidade de aguas; se forem iguais,

ela perde essa sua caracteristica.

2 - Descricao do Estudo e das Variaveis

Foram coletadas para o estudo, amostras (cepas) da bactéria E. Coli
provenientes de trés fontes (subpopulagbes): aguas puras (de reservas florestais, ndo
afetadas pela atividade antrdpica, isto € atividade humana), humanos (enfermos e
sadios) e animais (de areas florestais e de zooldgicos). Em seguida, essas cepas foram
caracterizadas com relacédo a estrutura de seu DNA através das técnicas de RAPD e
Ribotipagem. Foram utilizadas essas duas técnicas porque, embora a técnica de
Ribotipagem produza resultados mais precisos, ela é mais demorada e mais cara do
que a RAPD. Assim, foram analisadas 175 cepas pela técnica RAPD e apenas 51 pela
Ribotipagem.

A técnica RAPD consiste em identificar as ocorréncias de uma sequéncia
especifica de pares de bases no DNA. Como néo é possivel detectar visualmente a
posicdo das ocorréncias dessa sequéncia na molécula, utiliza-se um processo de
eletroforese. A partir desse processo, obtém-se o perfil genémico da cepa, onde as
ocorréncias da sequéncia de pares de bases de interesse sao identificaveis

visualmente através de uma faixa com segmentos luminosos. A posicao dessas



sequéncias na molécula € medida através da distancia (em milimetros) de um extremo
definido da faixa aos segmentos Iuminosos. Finalmente, essas distancias em
milimetros sao convertidas, através do grafico de uma fungéo algébrica utilizada pelos
cientistas da area, nos valores (em kilobases) das posi¢coes da sequéncia de pares de
bases na molécula de DNA. A técnica de Ribotipagem também consiste em
identificar as ocorréncias de uma sequéncia especifica de pares de bases no DNA.
Nesse processo, como nao € possivel utilizar a molécula inteira de DNA, utiliza-se um
processo enzimatico de clivagem (corte) para dividi-la em diversos fragmentos. Esses
fragmentos sdo, entdo, submetidos a um processo de eletroforese em gel. Nesse
processo, aqueles fragmentos de menor peso molecular apresentam maior facilidade
de movimentacao no gel, afastando-se dos demais, de maior peso molecular e que tém
maior dificuldade de se movimentar. Apds isso, os fragmentos sdo transferidos para
uma membrana de nylon (processo Southern Blott), onde sofrem uma hibridizagdo por
uma sonda de RNA. Essa sonda identifica e evidencia sequéncias de bases homologas
a sua prépria. A partir desse processo de hibridizacao, obtém-se o perfil genémico dos
fragmentos, onde as ocorréncias da sequéncia de pares de bases identificadas e
evidenciadas pela sonda sédo distinguiveis visualmente através de uma faixa com
segmentos luminosos. Por fim, da mesma forma que no meétodo RAPD, a posicéo
dessas sequéncias na molécula é medida através da distancia (em milimetros) de um
extremo definido da faixa aos segmentos luminosos e convertida graficamente em
kilobases.

Esses valores em kilobase sdo denominados bandas. Além disso, 0 numero de

bandas detectadas em cada bactéria também sera estudado.

3 - Analise Descritiva

3.1 - Dados obtidos pelo método RAPD

Para cada subpopulagdo (aguas, animais ou humanos), foram produzidos

tabelas e graficos de frequéncia das varidveis bandas e niumero de bandas. Pode-se



ver, na Tabela A.1, do apéndice A e nos Graficos 3.1 a 3.3, que, para as trés
subpopulagdes, ha uma grande concentracdo de dados nos valores inferiores, com
picos em torno da banda 1,0. Essa concentragéo, bastante assimétrica (de acordo com
a Tabela 3.1), parece se estender até proximo da banda 3,0, a partir de onde ha um
escasseamento de bactérias que apresentem estes valores. A forma dessa grande
concentragao inicial varia entre as subpopulagées.

Para as bactérias coletadas em animais (Grafico 3.1), essa grande concentragao
se mostra assimétrica com a frequéncia da faixa 0,1 a 1,0 maior que a da faixa 1,1 a
2,0, enquanto para as bactérias oriundas em humanos (Gréfico 3.2) e aguas (Graficos
3.3), a tendéncia assimétrica é mais leve, sendo a faixa 1,1 a 2,0 a de maior

frequéncia.

Grafico 3.1 - Distribuicao de soma de frequéncias da variavel
banda (animais)
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Grafico 3.2 - Distribuicao de soma de frequéncias da variavel
banda (humanos)
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Grafico 3.3 - Distribuicao de soma de frequéncias da variavel
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Pode-se notar, ainda, que foram coletadas mais bactérias das aguas (98) do que
das outras fontes (34 bactérias de animais e 43 de humanos), o que pode ter
influenciado, para essa subpopulagéo, o aparecimento de uma “cauda” até a faixa5a 6

e do valor extremo de 7,0.

Tabela 3.1 - Coeficientes de assimetria de Bowley (Murteira e Black (1983))

Subpopulacao | Bandas |Numero de Bandas

Aguas 0,250 0,000
Animais 0,333 -0,333
Humanos 0,333 0,000

De acordo com os Graficos 3.4 a 3.6 e Tabelas A.2 e A.3, pode-se notar que,
para a maioria das bactérias, h4 uma concentracao ligeiramente assimétrica (Tabela
3.1) de valores em torno da média observada de cada subpopulacdo. A tabela 3.1
apresenta os coeficientes de assimetria de Bowley, que apresentam o valor 0, quando
a distribuicdo dos dados é simétrica. Para distribuicbes assimétricas, o coeficiente

apresenta valores negativos (assimetria a esquerda) ou positivos (assimetria a direita).

Grafico 3.4 - Numero de bandas por bactéria
(animais)
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Para as bactérias coletadas de animais (Grafico 3.4), cujo valor médio

observado foi 5,03 bandas, ha picos de observacdo nos valores 4 e 6, com uma

diminuicao da frequéncia no valor 5.
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Para as bactérias obtidas de humanos (Grafico 3.5), cuja média observada foi de

5,23 bandas, ha um comportamento aparentemente simétrico dos valores, que se

concentram entre 3 e 8 bandas, com pico no valor 5.
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Por fim, as bactérias encontradas em aguas (Gréfico 3.6), que teve média do
namero de bandas igual a 4,43, hd uma concentragdo assimétrica de valores na regido
de 2 a 6 bandas, com pico no valor 4.

Pode-se notar também que, segundo a Tabela A.3, as variancias amostrais das

trés subpopulacdes sao proximas entre si.

3.2 - Dados obtidos pelo método da Ribotipagem

Para cada subpopulagdo (aguas, animais ou humanos), foram produzidos
tabelas e graficos de frequéncia das varidveis bandas e niumero de bandas. Pode-se
ver, na Tabela A.4, do apéndice A, e nos Gréficos 3.7 a 3.9, que, para as trés
subpopulagbes, ha uma grande concentracdo de dados nos valores inferiores, com
picos em torno das bandas 4,0 a 5,0. Essa concentragdo assimétrica (Tabela 3.2)
parece se estender desde proximo da banda 3, até as proximidades da faixa 8,1 a 9,0,
fora de onde ha um escasseamento de bactérias que apresentem estes valores. A

forma e os limites dessa grande concentragédo variam entre as subpopulagoes.

Tabela 3.2 - Coeficientes de Assimetria de Bowley (Murteira e Black (1983))

Subpopulacao | Bandas |Numero de Bandas

Aguas 0,179 0,000
Animais 0,280 -0,333
Humanos 0,533 -0,600

Para as bactérias oriundas de animais (Grafico 3.7), a grande concentragao
parece abranger, assimetricamente, as faixas compreendidas entre as bandas 3,0 a
9,9. Ha um grande pico em torno dos valores 4,5 a 5,0 e picos menores nas faixas 9,1
a10,0e11,1a12,0.
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Para as bactérias coletadas em humanos (Grafico 3.8), a grande concentragao
parece abranger, decrescentemente, as faixas compreendidas entre as bandas 3,0 e

8,0, com o pico principal situado entre as faixas 3,1 a 4,0 e 4,1 a 5,0.

Grafico 3.7 - Distribuicao de soma de frequéncias da variavel
banda (animais)
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Grafico 3.8 - Distribuicao de soma de frequéncias da variavel
banda (humanos)

Porcentagem de bactérias

observadas

250,00%

200,00%

150,00%

100,00%

50,00%

0,00%

Grafico 3.9 - Distribuicao de soma de frequéncias da variavel
banda (aguas)

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 43 44

banda




15

Por fim, para as bactérias obtidas de aguas (Grafico 3.9), a grande concentragao
parece abranger, assimétrica e irregularmente, as faixas compreendidas entre as
bandas 3,0 a 8,0, com o pico principal situado entre as faixas 4,1 a 5,0 e 5,1 a 6,0.

Pode-se notar, ainda, que nas bactérias das aguas, houve ocorréncias de

bandas com o valor 43,8.

De acordo com os Graficos 3.10 a 3.12 e Tabelas A.5 e A.6, pode-se notar que,
para a maioria das bactérias, ha uma concentracao assimétrica (Tabela 3.2) de valores
em torno da média observada de cada subpopulacédo. A excegao foi a subpopulacao
das bactérias observadas em humanos, que teve duas regiées de concentragdo, com a
meédia se situando entre elas.

Para as bactérias coletadas de animais (Gréafico 3.10), cujo valor médio
observado foi 6,88 bandas, ha picos de observacdo nos valores 5 e 7, com uma

diminuicao da frequéncia no valor 6.

Grafico 3.10 - Numero de bandas por bactéria
(animais)
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Para as bactérias obtidas de humanos (Grafico 3.11), cuja média observada foi
de 7,73 bandas, ha um comportamento muito irregular e assimétrico dos valores, que

se concentram entre 3 e 5 e entre 9 e 11 bandas, com picos nos valores 5, 7 e 9.
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Grafico 3.11 - Numero de bandas por bactéria
(humanos)
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Por fim, as bactérias encontradas em aguas (Grafico 3.6), cuja média observada
foi 5,74 bandas, ha uma concentracdo assimétrica de valores na regido de 5 a 7

bandas, com pico no valor 7.

Grafico 3.12 - Numero de bandas por bactéria
(aguas)
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Pode-se notar também que, segundo a Tabela A.6, as variancias amostrais das

trés subpopulacdes sao proximas entre si.

4. Analise dos Dados
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4.1 Procedimento Utilizado

A andlise de interesse para a pesquisadora € a analise de agrupamentos
(Bussab et al. (1990)), com especial énfase nos dendrogramas obtidos para cada um
dos sete grupos de ambientes de estudo (dguas, animais, humanos, aguas+animais,
aguas+humanos, animais+humanos e aguas+animais+humanos). Para tanto, é preciso
definir uma medida de distancia ou de similaridade entre cepas.

O procedimento adotado para medir as diferencas entre as moléculas de DNA
das cepas serd o seguinte: agrupar todas as bandas observadas de todos os
individuos para cada ambiente em que os dados foram coletados, em um unico vetor
com todas as bandas ordenadas e nao repetidas. A cada individuo sera atribuido um
novo vetor de dimenséao igual a do vetor descrito acima. Os vetores dos individuos
serdo compostos apenas de uns e zeros. O valor um sera atribuido quando a banda
tiver sido observada e o valor zero quando ela n&o tiver sido observada na cepa em
questdao. Como exemplo, as tabelas 4.1 e 4.2 ilustram esse procedimento. A partir
desses vetores, podera ser calculada qualquer medida habitualmente utilizada em
andlise de agrupamentos. Particularmente, neste trabalho foram utilizadas as medidas

euclideana (de distancia) e de Jaccard (de similaridade) (Bussab et al. (1990)).

Tabela 4.1 - Exemplo da planilha dos dados.

Cepa Bandas Observadas

56217 2,3 2,2 1,4 1,1 0,6
54111 7 1,8 0,9 0,6

54211 2,8 1,1 0,9 0,6

41616 1,7 1,3 1,2

439113 1,7 1,5 1,4 1,2

500114 4,2 2,1 1,3 0,9

Tabela 4.2 - Exemplo da matriz de dados.
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Cepa 7 42 28 23 22 21 18 1,7 15 14 13 12 11 09 06
56217 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1
54111 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1
54211 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1
41616 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
439113 | O 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0
500114 | O 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0

Esse procedimento sera adotado para cada individuo criando, dessa forma, uma
matriz com as linhas contendo os individuos e as colunas, as observacdes. Esse
procedimento sera adotado para cada ambiente de coleta de dados.

A partir dessa matriz, foram construidas matrizes de distancias (pela medida de
Jaccard e pela distancia euclidiana) e, com base nessas matrizes, foram montados os
dendrogramas, através dos métodos de Ward (Ward (1963)), da Ligacado Simples e da

Centroide, para se verificar o agrupamento das cepas.

4.2 O Programa MATRIZES.EXE

O programa MATRIZES.EXE, utilizado para montar as matrizes necessarias a
analise estatistica, foi desenvolvido e compilado na linguagem Turbo Pascal (a partir
do arquivo fonte MATRIZES.PAS) e esta disponivel no disquete do projeto.

O pacote utilizado para a analise de agrupamentos (SPSS) nao fornece, dentre
as opgbes de medidas de distancia, a medida de Jaccard. Por isso, além da matriz de
dados (de zeros e uns), o programa MATRIZES.EXE produz também a matriz de
distancias de Jaccard. Além disso, esse programa também produz uma matriz de
distancias calculadas a partir de uma medida alternativa. Essa medida, cuja
apresentacéo e explicagdo se encontram na Segéo 4.6, € uma sugestao para resolver
o problema de um par de cepas aparentemente mais distantes entre si, apresentarem o

mesmo valor de distancia de outro par de cepas aparentemente mais similares.

Figura 4.1 - Tela de execugéo do programa MATRIZES.EXE
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Digite o nome do diretdério de trabalho: b:\dados\ascii
Digite o nome do arquivo que contém a matriz de entrada: riboaah.prn
Este arquivo contém: (1) Dados Originais
(2) Matriz de 0 e 1

Digite a opgao: 1
Digite o nome do arquivo que conterd a matriz de saida: riboaah. jac
Este arquivo conterd: (1) Matriz de 0 e 1

(2) Matriz de Distéancias de Jaccard

(3) Matriz de Distédncias Alternativas

Digite a opgao: 2

Digite o numero de elementos do arquivo B:\DADOS\ASCII\RIBOAAH.PRN: 51

Gravando arquivo B:\DADOS\ASCII\RIBOAAH.JAC: 4.59%

Para executar o programa a partir do prompt do DOS (C:\>) deve-se digitar
MATRIZES e pressionar a tecla <ENTER>. Em seguida aparecera a tela de execucgao
do programa. A Figura 4.1 apresenta um exemplo dessa tela de execucgao.

A execugdo do programa MATRIZES.EXE consiste em fornecer, em cinco
comandos, todos os parametros necessarios ao trabalho. Ap6s cada resposta, deve-se
pressionar <ENTER> para se passar a préxima pergunta.

Inicialmente, deve-se indicar o diretério de trabalho (aquele em que esta
localizada a matriz de entrada e em que serd gravada a matriz de saida). Caso o
diretério de trabalho seja 0 mesmo em que se estd executando o programa (diretorio
default), ndo € necessario digitar seu nome, sendo suficiente pressionar a tecla
<ENTER>.

Em seguida, deve-se indicar o nome do arquivo que contera a matriz de entrada
(aquela a partir da qual sera calculada a matriz que o usuario deseja obter). Depois,
deve-se digitar 1 ou 2, conforme seja o tipo da matriz de entrada: 1 para matriz de
dados originais (semelhante a tabela 4.1) e 2 para matriz de 0 e 1 (tal como a tabela
4.2).
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ApoOs isso, deve-se indicar o nome do arquivo que contém a matriz de saida
(aquela que o usuario deseja obter). Depois, deve-se digitar 1,2 ou 3, conforme seja o
tipo da matriz de saida: 1 para matriz de 0 e 1, 2 para a matriz de distancias de Jaccard
e 3 para a matriz de distancias alternativas (a medida explicada no Apéndice C).

Finalmente, deve-se indicar o tamanho (numero de cepas) dos arquivos
(matrizes) envolvidos, pois todos os procedimentos de calculo do programa dependem
deste valor.

Durante a execugdo do programa, um contador percentual, localizado na base
da tela, indica o andamento do processo de calculo e leitura/gravagéo de arquivos.

Cabe mencionar, ainda, que o programa é dotado de um procedimento interno
de verificagao de consisténcia, de modo que se for digitado o0 nome de um diretério ou
arquivo de entrada inexistente, o programa ¢é imediatamente abortado. Na
especificagdo do tipo de matriz utilizada, se for digitado um caracter que nao seja
numerico, o programa sera abortado. Se for digitado um numero diferente de 1 ou 2
(para ambas as matrizes) ou 3 (para a matriz de saida), o programa ficara paralisado
até que se digite um numero valido. Finalmente, se a matriz de entrada for do tipo 2
(matriz de 0 e 1), o programa nao aceitara a op¢ao 1 (matriz de 0 e 1) para a matriz de

saida, procedendo da mesma forma descrita acima.

4.3 Dendrogramas

Ap6s a execugdo do programa MATRIZES.EXE, foram construidos
dendrogramas através do pacote estatistico SPSS. Os arquivos de programa com 0s
comandos para construir os dendrogramas estao disponiveis no disquete do projeto.
Foram analisados dados de sete grupos de ambientes (aguas, animais, humanos,
aguas+animais, aguas+humanos, animais+humanos e &guas+animais+humanos),
coletados de duas formas (RAPD e Ribotipagem), utilizando-se duas medidas
(euclideana e Jaccard) e trés métodos de agrupamento (Ligagdo Simples, Centréide e
Ward), constituindo 84 analises ao todo. Por motivo de espago, apenas o0s

dendrogramas referentes a subpopulagédo animais para as técnicas de Ribotipagem e
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RAPD, encontram-se neste trabalho (Apéndice B). O conjunto completo dos 84
dendrogramas, juntamente com as Agglomeration Schedule (quadros que mostram, n6
a nd, os objetos agrupados e seus respectivos niveis de juncao), esta disponivel no

disquete do projeto.

4.4 Observacoes

Por causa das limitagdes dos programas (MATRIZES.EXE e SPSS), algumas

providéncias devem ser tomadas para a correta manipulagao dos arquivos:

» Para que possa utiliza-la como matriz de entrada em execugdes futuras, o
programa MATRIZES.EXE produz a matriz de 0 e 1 com um cabegalho com o valor
das bandas correspondentes a cada coluna. Para utilizar essa matriz como dado de
entrada no SPSS, é necessario eliminar o cabecalho, através de algum editor
compativel com o padréao ASCII.
* No SPSS, quando se utiliza a matriz de distancias de Jaccard, as cepas sao
consideradas como variaveis. Por adequagéo as regras de validagdo de nomes de
variaveis do SPSS, algumas mudangas foram feitas nos nomes das cepas:
- S6 sdo aceitos letras e numeros nos nomes de variaveis. Assim, 255-H tornou-
se 255H.
- O primeiro caracter do nome deve ser uma letra. Assim, a todas as cepas, foi
acrescentada a letra C antes de seu nome. Por exemplo, 255H passou a ser
C255H.
- O tamanho maximo permitido para um nome de variavel é oito caracteres.
Assim, C507jagll se tornou C507jagl.
« O SPSS, ao construir os dendrogramas, produz uma régua com graduagao
padronizada de 0 a 25 unidades. Para que se possa gradua-la em funcao dos niveis
de agrupamentos, foi desenvolvido o programa CONVERTE, compilado na

linguagem Turbo Pascal (a partir do arquivo fonte CONVERTE.PAS).



22

4.5 O Programa CONVERTE.EXE

O programa CONVERTE.EXE, utilizado para converter a graduacao da régua do
SPSS, esta disponivel no disquete do projeto.

Para executar o programa a partir do prompt do DOS (C:\>) deve-se digitar
CONVERTE e pressionar a tecla <ENTER>. Em seguida aparecera a tela de execugao
do programa. A Figura 4.2 apresenta um exemplo dessa tela de execucgao.

A execugdo do programa CONVERTE.EXE consiste em fornecer, em trés
comandos, todos os parametros necessarios ao trabalho. Ap6s cada resposta, deve-se
pressionar <ENTER> para se passar a proxima pergunta.

Inicialmente, deve-se indicar o tipo de medida de distancia utilizada (se de
similaridade ou de dissimilaridade) para que se saiba o sentido da graduacado: se a
medida for de dissimilaridade, a graduacdo sera decrescente, enquanto se for de

similaridade, a graduacao sera crescente.

Figura 4.2 - Tela de execugao do programa CONVERTE.EXE

A medida utilizada foi de: (1) Dissimlaridade (Por exenpl o: Euclideana)
(2) Simlaridade (Por exenpl o: Jaccard)
Digite a opgédo: 2

Nivel minimo ocorrido: 0.143

Nivel méximo ocorrido: 1.000

Valor Padronizado: 0 Valor Calculado: 1.000
Valor Padronizado: 5 Valor Calculado: 0.829
Valor Padronizado: 10 Valor Calculado: 0.657
Valor Padronizado: 15 Valor Calculado: 0.486
Valor Padronizado: 20 Valor Calculado: 0.314
Valor Padronizado: 25 Valor Calculado: 0.143
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Em seguida, deve-se indicar os valores minimo e maximo dos niveis de jungao
listados na Agglomeration Schedule (quadro que mostra, né a nd, os objetos agrupados
e seus respectivos niveis de jungéo), pois os procedimentos de calculo do programa
dependem destes valores.

Apos isso, o programa produz a listagem das seis graduagdes em valores
padronizados (aqueles de 0 a 25, produzidos pelo SPSS) e calculados (em funcéo dos
niveis de juncao).

Cabe mencionar, ainda, que o programa é dotado de um procedimento interno
de verificagdo de consisténcia, de modo que se for digitado um numero diferente de 1
ou 2, na especificacao do tipo de medida, o programa ficara paralisado até que se

digite um numero valido.

4.6 Medida de distancia usando a variabilidade dos dados

Esta secao tem como objetivo apresentar uma medida alternativa de distancia
(diferenca) entre duas cepas, que seja mais fiel ao que foi observado.

As medidas tradicionalmente utilizadas (euclideana e Jaccard), tém como
principal caracteristica o fato de ndo considerarem a posi¢cdo das bandas de status
diferentes. Como status, define-se a ocorréncia ou a nao-ocorréncia de uma banda em
uma cepa.

Como exemplo, suponha-se que sejam observados os dados abaixo.

Tabela 4.3 - Exemplo 1 Tabela 4.4 - Matriz de Dados do Exemplo 1
Cepa |Bandas Observadas Cepa| 1.3 15 16 1.8 5.0

C1 1.3 1.5 1.6 C1 1 1 1 0 0

C2 1.3 1.5 1.8 C2 1 1 0 1 0

C3 1.3 1.5 5.0 C3 1 1 0 0 1
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Calculando-se as medidas tradicionais, estes dados levam as seguintes matrizes
de distancias:

Tabela 4.5 - Matriz de distancias Tabela 4.6 - Matriz de distancias
euclideanas para o Exemplo 1 de Jaccard para o Exemplo 1
C1 C2 C3 C1 C2 C3
C1 | 0.000 C1 ]0.000
C2|1.414 0.000 C2 |0.200 0.000
C3|1.414 1.414 0.000 C3 10.200 0.200 0.000

Embora as matrizes acima traduzam uma relagdo de equidistancia, tem-se,
observando os dados originais (Tabela 4.3), a nogao intuitiva (através da proximidade
entre as bandas observadas em cada cepa) de que as cepas C1 e C2 sdo mais
semelhantes entre si do que com a cepa C3.

Pensando nesse fato, pode-se sugerir a utilizagdo de uma medida de distancia
entre duas cepas, baseada nos valores de bandas que apresentem status diferentes
(bandas que estejam presentes em uma cepa e ausentes em outra). O Apéndice C
apresenta essa medida alternativa, acompanhada de alguns exemplos. A tabela 4.7
abaixo apresenta a matriz de distancias segundo essa medida.

Tabela 4.7 - Matriz de distancias alternativas para o Exemplo 1

C1 C2 C3
C1 | 0.000

C2 | 1,020 0.000

C3 | 6,780 6,120 0.000

5 Conclusoes e sugestoes

Conforme se pode ver nos Graficos C.1 a C.3 (do Apéndice C), a medida
alternativa sugerida neste trabalho, realmente produz um dendrograma onde se nota o
agrupamento de cepas que apresentem bandas observadas mais proximas entre si.
Nesses graficos, a cepa numero 7 (C402) aparece isolada das demais, quando se
utiliza as medidas euclideana e de Jaccard (medidas baseadas exclusivamente na
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presencga ou auséncia de cada banda). Esse fato € justificado através das tabelas C.1 e
C.2, onde se pode perceber que nenhuma outra cepa tem bandas em comum com a
C402, resultando em total dissimilaridade.

Entretanto, quando se considera a medida alternativa (grafico C.3), a cepa C402
aparece ndo mais isolada, mas unida as outras. Isso acontece porque, embora as
bandas n&do sejam coincidentes com as de outras cepas, elas sao proximas o
suficiente, para a medida acusar a similaridade. Por exemplo, as bandas 9.4, 7.3 € 6.0
da cepa C402, embora tenham valores diferentes, sdo préximas das bandas 9.6, 7.8 e
6.3 das cepas, CH1, CH4 e C196.

Assim, a pesquisadora tem a sua disposi¢do, as medidas (euclideana, Jaccard e
alternativa) e programas (MATRIZES.EXE, SPSS e CONVERTE.EXE) citados na
Secao 4, que poderdao auxilia-la na construgcdo de quaisquer dendrogramas pelos
meétodos utilizados neste trabalho (ligagdo simples, centroide, Ward) ou por outros
disponiveis em pacotes.

Cabe colocar que a interpretacao e a analise dos dendrogramas pertinentes a
este estudo devem ser realizadas pela pesquisadora, pois é ela quem possui 0s
conhecimentos especificos necessarios sobre as cepas agrupadas.

Finalmente, sugere-se a pesquisadora o estudo, e eventual adog¢éo, das outras
medidas apresentadas, como alternativas a euclideana, que tradicionalmente vem
sendo utilizada nos trabalhos da area.
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A.1 - Dados obtidos pela técnica RAPD

Tabela A.1 - Distribuicao de frequéncias do numero de bactérias em que foi observada
cada banda.

Animais Humanos Aguas

Banda|Absoluto |Relativo |Absoluto |Relativo |Absoluto |Relativo
0,5 4 11,76% 1 2,33% 2 2,04%
0,6 11 32,35% 14 32,56% 26 26,53%
0,7 14 41,18% 11 25,58% 13 13,27%
0,8 6 17,65% 6 13,95% 11 11,22%
0,9 15 44,12% 12 27,91% 30 30,61%
1 22 64,71% 23 53,49% 32 32,65%
1,1 8 23,53% 24 55,81% 46 46,94%
1,2 14 41,18% 17 39,53% 34 34,69%
1,3 10 29,41% 14 32,56% 30 30,61%
1,4 9 26,47% 13 30,23% 25 25,51%
1,5 5 14,71% 8 18,60% 23 23,47%
1,6 8 23,53% 8 18,60% 12 12,24%
1,7 4 11,76% 8 18,60% 19 19,39%
1,8 2 5,88% 2 4,65% 9 9,18%
1,9 3 8,82% 13 30,23% 17 17,35%
2 1 2,94% 1 2,33% 10 10,20%
2,1 8 23,53% 10 23,26% 8 8,16%
2,2 3 8,82% 9 20,93% 8 8,16%
2,3 6 17,65% 1 2,33% 15 15,31%
2,4 4 11,76% 3 6,98% 10 10,20%
2,5 2 5,88% 9 20,93% 7 7,14%
2,6 2 5,88% 1 2,33% 11 11,22%
2,7 1 2,94% 4 9,30% 5 5,10%
2,8 0 0,00% 1 2,33% 3 3,06%
29 2 5,88% 1 2,33% 4 4,08%
3 0 0,00% 1 2,33% 3 3,06%
3,1 0 0,00% 0 0,00% 1 1,02%
3,3 0 0,00% 1 2,33% 0 0,00%
3,4 0 0,00% 1 2,33% 0 0,00%
3,5 2 5,88% 2 4,65% 2 2,04%
3,6 1 2,94% 0 0,00% 1 1,02%
3,7 0 0,00% 1 2,33% 3 3,06%
3,8 0 0,00% 3 6,98% 0 0,00%
3,9 0 0,00% 0 0,00% 1 1,02%
4 0 0,00% 0 0,00% 1 1,02%
4,2 0 0,00% 0 0,00% 3 3,06%
4,6 1 2,94% 0 0,00% 0 0,00%
4,7 0 0,00% 0 0,00% 1 1,02%
4,8 0 0,00% 0 0,00% 1 1,02%
4,9 1 2,94% 0 0,00% 0 0,00%
5 0 0,00% 0 0,00% 1 1,02%
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Tabela A.1 (continuacao)- Distribuicdo de frequéncias do numero de bactérias em que
foi observada cada banda.

Animais Humanos Aguas
Banda|Absoluto |Relativo |Absoluto |Relativo |Absoluto |Relativo
5,6 1 2,94% 0 0,00% 0 0,00%
5,8 0 0,00% 0 0,00% 3 3,06%
5,9 0 0,00% 1 2,33% 0 0,00%
6,8 0 0,00% 1 2,33% 0 0,00%
7 0 0,00% 0 0,00% 1 1,02%

Tabela A.2 - Distribuicdo de frequéncias do niumero de bandas em cada bactéria

NUmero Animais Humanos Aguas
de Bandas |Absoluto|Relativo |[Acumulado |Absoluto |Relativo |Acumulado |Absoluto|Relativo |[Acumulado
1 2 5,88% 5,88% 1 2,33% 2,33% 6 6,12% 6,12%
2 3 8,82% 14,71% 1 2,33% 4,65% 9 9,18% 15,31%
3 4 11,76% 26,47% 5 11,63% 16,28% 14 14,29% 29,59%
4 6 17,65% 44,12% 7 16,28% 32,56% 30 30,61% 60,20%
5 3 8,82% 52,94% 13 30,23% 62,79% 15 15,31% 75,51%
6 8 23,53% 76,47% 7 16,28% 79,07% 11 11,22% 86,73%
7 3 8,82% 85,29% 4 9,30% 88,37% 3 3,06% 89,80%
8 3 8,82% 94,12% 3 6,98% 95,35% 6 6,12% 95,92%
9 1 2,94% 97,06% 1 2,33% 97,67% 2 2,04% 97,96%
10 1 2,94% 100,00% 0 0,00% 97,67% 2 2,04% 100,00%
11 0 0,00% 100,00% 1 2,33% 100,00% 0 0,00% 100,00%
Total 34 100,00% 43 100,00% 98 100,00%

Tabela A.3 - Estatisticas Descritivas do niumero de bandas em cada bactéria

Animais | Humanos | Aguas
Média 5,03 5,23 4,43
Mediana 5 5 4
Minimo 1 1 1
Maximo 10 11 10
Desvio-Padrao 2,23 1,88 1,99
N2 de Observacoes 34 43 98
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A.2 - Dados obtidos pela técnica de Ribotipagem

Tabela A.4 - Distribuicao de frequéncias do numero de bactérias em que foi observada
cada banda.

Aguas Animais Humanos

Banda |Absoluto [Relativo |Absoluto |Relativo |Absoluto |Relativo
1,4 0 0,00% 1 5,88% 2 13,33%
1,5 0 0,00% 5 29,41% 5 33,33%
1,6 0 0,00% 0 0,00% 2 13,33%
1,7 4 21,05% 0 0,00% 0 0,00%
1,9 0 0,00% 1 5,88% 5 33,33%
2,1 0 0,00% 1 5,88% 1 6,67%
2,3 0 0,00% 1 5,88% 1 6,67%
2,7 0 0,00% 1 5,88% 0 0,00%
2,9 0 0,00% 0 0,00% 1 6,67%
3 0 0,00% 3 17,65% 1 6,67%
3,1 0 0,00% 5 29,41% 0 0,00%
3,2 0 0,00% 1 5,88% 0 0,00%
3,3 4 21,05% 1 5,88% 0 0,00%
3,4 0 0,00% 0 0,00% 1 6,67%
3,5 0 0,00% 1 5,88% 0 0,00%
3,6 0 0,00% 6 35,29% 5 33,33%
3,7 6 31,58% 0 0,00% 1 6,67%
3,9 0 0,00% 13 76,47% 1 6,67%
4,1 0 0,00% 0 0,00% 1 6,67%
4,2 6 31,58% 4 23,53% 3 20,00%
4,3 0 0,00% 0 0,00% 9 60,00%
4,5 5 26,32% 12 70,59% 1 6,67%
4,7 0 0,00% 0 0,00% 10 66,67%
4,8 6 31,58% 4 23,53% 2 13,33%
4,9 13 68,42% 1 5,88% 0 0,00%
5 0 0,00% 1 5,88% 4 26,67%
5,2 1 5,26% 10 58,82% 0 0,00%
5,5 3 15,79% 5 29,41% 2 13,33%
5,6 0 0,00% 1 5,88% 12 80,00%
6 11 57,89% 0 0,00% 0 0,00%
6,1 1 5,26% 5 29,41% 0 0,00%
6,3 0 0,00% 0 0,00% 10 66,67%
6,4 0 0,00% 6 35,29% 1 6,67%
6,5 0 0,00% 2 11,76% 0 0,00%
6,7 1 5,26% 0 0,00% 0 0,00%
6,8 5 26,32% 1 5,88% 2 13,33%
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Tabela A.4 (continuacado) - Distribuicao de frequéncias do numero de bactérias em
que foi observada cada banda.

Aguas Animais Humanos

Banda |Absoluto [Relativo |Absoluto |Relativo |Absoluto |Relativo
7,3 11 57,89% 13 76,47% 0 0,00%
7,6 0 0,00% 1 5,88% 0 0,00%
7,8 0 0,00% 0 0,00% 6 40,00%
7,9 0 0,00% 0 0,00% 1 6,67%
8 0 0,00% 2 11,76% 0 0,00%
8,3 6 31,58% 4 23,53% 1 6,67%
8,4 1 5,26% 0 0,00% 0 0,00%
8,5 0 0,00% 0 0,00% 3 20,00%
9 0 0,00% 1 5,88% 1 6,67%
9,3 0 0,00% 1 5,88% 0 0,00%
9,4 4 21,05% 0 0,00% 0 0,00%
9,6 0 0,00% 0 0,00% 10 66,67%
9,9 9 47,37% 1 5,88% 0 0,00%
11 1 5,26% 2 11,76% 0 0,00%
11,1 0 0,00% 0 0,00% 1 6,67%
11,3 10 52,63% 0 0,00% 0 0,00%
12 0 0,00% 1 5,88% 0 0,00%
13 0 0,00% 0 0,00% 3 20,00%
13,8 0 0,00% 0 0,00% 1 6,67%
15,8 0 0,00% 0 0,00% 1 6,67%
43,8 0 0,00% 0 0,00% 3 20,00%

Tabela A.5 - Distribuigdo de frequéncias do niumero de bandas em cada bactéria

NUmero Animais Humanos Aguas
de Bandas | Absoluto| Relativo | Acumulado | Absoluto| Relativo | Acumulado | Absoluto| Relativo | Acumulado
1 0 0,00% 0,00% 0 0,00% 0,00% 0 0,00% 0,00%
2 0 0,00% 0,00% 0 0,00% 0,00% 0 0,00% 0,00%
3 0 0,00% 0,00% 1 6,67% 6,67% 3 15,79% 15,79%
4 1 5,88% 5,88% 1 6,67% 13,33% 1 5,26% 21,05%
5 5 29,41% 35,29% 2 13,33% 26,67% 3 15,79% 36,84%
6 2 11,76% 47,06% 0 0,00% 26,67% 4 21,05% 57,89%
7 3 17,65% 64,71% 3 20,00% 46,67% 7 36,84% 94,74%
8 2 11,76% 76,47% 0 0,00% 46,67% 1 5,26% 100,00%
9 2 11,76% 88,24% 4 26,67% 73,33% 0 0,00% 100,00%
10 1 5,88% 94,12% 2 13,33% 86,67% 0 0,00% 100,00%
11 1 5,88% 100,00% 2 13,33% 100,00% 0 0,00% 100,00%
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Tabela A.6 - Estatisticas Descritivas do niumero de bandas em cada bactéria
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| 100,00%)|

Animais | Humanos | Aguas
Meédia 6,88 7,73 5,74
Mediana 7 9 6
Minimo 4 3 3
Maximo 11 11 8
Desvio-Padrao 1,97 2,46 1,52
N¢ de Observacoes 17 15 19

19

| 100,00%
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B.1 - Dados obtidos para a subpopulacao de animais pela técnica RAPD

B.1.1 - Distancia Euclideana

Grafico B.1 - Dendrograma segundo o método da ligacao simples
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Grafico B.2 - Dendrograma segundo o método da centrdide
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Grafico B.3 - Dendrograma segundo o método de Ward
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B.1.2 - Distancia de Jaccard

Grafico B.4 - Dendrograma segundo o método da Ligagao Simples
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Grafico B.5 - Dendrograma segundo o método da centrdide
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Grafico B.6 - Dendrograma segundo o método de Ward
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B.2 - Dados obtidos para a subpopulacao de animais pela técnica de Ribotipagem

B.2.1 - Distancia Euclideana

Grafico B.7 - Dendrograma segundo o método da Ligagao Simples
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Grafico B.8 - Dendrograma segundo o método da Centroide
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Grafico B.9 - Dendrograma segundo o método de Ward
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B.2.2 - Distancia de Jaccard

Grafico B.10 - Dendrograma segundo o método da Ligagao Simples
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Grafico B.12 - Dendrograma segundo o método de Ward
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APENDICE C

Uma alternativa para as medidas de distancia
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C.1 - Apresentacao da Medida

A primeira alternativa em que se poderia pensar é a de utilizar a variancia
desses valores. Assim, no Exemplo 1 (da Secado 4.6), as distancias entre as cepas
seriam dadas por:

dcico = Var[{16;18}] = 0.02;
dcics = Var[{16;5.0}]] =578 e
dcocs = Var[{18;5.0}] =5.12

Essa medida sera referida, posteriormente, como distancia D1.

Entretanto, essa medida apresenta um inconveniente, perceptivel nos pares de
cepas que possuam apenas uma banda com status diferente. A medida de distancia,
nesse caso, sera dada pela variancia de um conjunto de apenas um elemento, que é,
por definicao, igual a zero. Porém, se as duas cepas forem completamente idénticas
(nenhuma cepa com status diferente), a medida de distancia também sera zero. Torna-
se necessaria, entdo, uma corregdo nessa medida para que esse fato ndo ocorra.

Seja n o numero (quantidade) de bandas com status diferentes. O problema
consiste, entdo, em encontrar uma medida que leve em consideragéo os valores das n
bandas de status diferentes. A medida D1 (varidncia amostral) permite que, por
exemplo, duas cepas com n=3 bandas de status diferentes sejam consideradas mais
parecidas que outras duas cepas com n=2 bandas. Por exemplo, um par de cepas que
sejam diferentes nas bandas 0.9, 1.1 e 1.2 é, algébrica (de acordo com a medida D1) e
intuitivamente mais similar que outro par cujas bandas de status diferentes sejam 1.5 e
4.8, pois essas estdo menos concentradas que as primeiras.

Além disso, um par de cepas que possua apenas 1 banda com status diferente
(n=1), & necessariamente menos similar que outro par absolutamente idéntico (n=0),
pois hd uma banda de diferenca. Esse par (com n=1 banda) também é
necessariamente mais similar que outro com n=2 bandas, pois enquanto a
concentracdo de suas bandas de status diferentes se limita a um Unico ponto, a do
outro par esté dispersa em dois pontos.

Assim, a correcao para a medida de distancias alternativas D1 que se propde,
considerando todos os fatos citados, é dada por:



O 0
DZZE 1

sen=0
sen=1
B}2+1 senzx=2
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Cabe ressalvar que qualquer numero maior que zero poderia ser colocado no
lugar do numero 1. Assim, uma versao genérica da medida seria dada por

D2 =

0o
H «

sen=0

sen=1
B}2+k senx2

(k>0)|,

onde o valor de k determina a intensidade da medida em um par de cepas diferentes.
Quanto maior for o valor de k, maior serd a diferenca entre as medidas em um par de
cepas diferentes (D2 = k) e em um par de cepas idénticas (D2 = 0). Da mesma forma,

quanto menor for o valor de k, menor sera esse contraste.

C.2 - Exemplos da medida

Foram escolhidas 10 cepas dentre as 226 observadas (175 pelo método RAPD e
51 pelo de ribotipagem) para exemplificar a medida alternativa. As tabelas C.1 e C.2
mostram as matrizes de dados originais e de 0 e 1 e as tabelas C.3 a C.5 ilustram as
matrizes das trés medidas de distancias.

Tabela C.1 - Matriz de Dados Originais (Exemplo 2)

Cepa Bandas Observadas

244-H 1.0 09 08 07

193-H 19 14 13 12 11 1.0 08 0.6
252-H 25 14 11 09 0.7

124-H 33 21 19 15 11 0.6

239-H 38 17 13 11 0.6

477GATO | 56 22 14 13 12 1.1

402 11.3 94 73 6.0 52 49 4.5

H1 96 78 63 56 47 43 36 19 1.5
H4 96 78 63 56 47 43 36 19 1.5
196 96 78 63 56 50 47 39
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Tabela C.2 - Matriz de Dados (de 0 e 1) (Exemplo 2)

06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 1.7 19 21 22 25

0
1
0
1
1
0

0

Cepa

244-H
193-H
252-H
124-H
239-H

477GATO
402
H1

H4

196

Tabela C.2 (continuacéo) - Matriz de Dados (de 0 e 1) (Exemplo 2)

33 36 38 39 43 45 47 49 50 52 56 60 63 73 7.8

0
0
0

1

0
0

0

Cepa

244-H
193-H
252-H
124-H
239-H

477GATO
402
H1

H4

196




Tabela C.2 (continuacéo) - Matriz de Dados (de 0 e 1) (Exemplo 2)

Cepa

94 96 1

3

244-H

193-H

252-H

124-H

239-H

477GATO

402

H1

H4

196

o |O |0 |- |O |0 |0 |o |o |o

- |= |- O O O |0 |Oo |o |o

1.
0
0
0
0
0
0
1

0
0
0

Tabela C.3 - Matriz de Distancias Euclideanas

a7

244-H 193-H 252-H 124-H 239-H 477GATO 402 H1 H4 196
244-H 0,00 2,83 223 283 3,00 3,16 332 3,61 361 3,32
193-H 283 000 3,00 283 2,65 2,45 3,87 3,87 387 3,87
252-H 223 3,00 0,00 332 283 2,65 3,46 3,74 3,74 3,46
124-H 283 283 3,32 0,00 3,00 3,46 3,61 332 332 3,61
239-H 3,00 265 283 3,00 0,00 2,65 3,46 3,74 3,74 3,46
477GATO | 3,16 2,45 265 3,46 2,65 0,00 3,61 3,61 361 3,32
402 3,32 387 3,46 3,61 3,46 3,61 0,00 4,00 4,00 3,74
H1 3,61 387 3,74 332 3,74 3,61 4,00 0,00 0,00 2,45
H4 3,61 387 3,74 332 3,74 3,61 4,00 0,00 0,00 2,45
196 332 387 3,46 3,61 3,46 3,32 3,74 2,45 245 0,00




Tabela C.4 - Matriz de Distancias de Jaccard
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244-H 193-H 252-H 124-H 239-H 477GATO 402 HA1 H4 196
244-H 1,00 0,20 0,29 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
193-H 0,20 1,00 0,18 0,27 0,30 0,40 0,00 0,06 0,06 0,00
252-H 0,29 0,18 1,00 0,00 0,11 0,22 0,00 0,00 0,00 0,00
124-H 0,11 0,27 0,00 1,00 0,10 0,00 0,00 0,15 0,15 0,00
239-H 0,00 030 0,11 0,10 1,00 0,22 0,00 0,00 0,00 0,00
477GATO | 0,00 0,40 0,22 0,00 0,22 1,00 0,00 0,07 0,07 0,08
402 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00
H1 0,00 0,06 0,00 0,15 0,00 0,07 0,00 1,00 1,00 0,46
H4 0,00 0,06 0,00 0,15 0,00 0,07 0,00 1,00 1,00 0,46
196 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,08 000 046 046 1,00
Tabela C.5 - Matriz de Distancias Alternativas

244-H 193-H 252-H 124-H 239-H 477GATO 402 HA1 H4 196
244-H 0,00 1,17 145 187 1,97 3,13 14,38 9,66 9,66 10,44
193-H 1,17 0,00 1,39 162 2,02 4,49 12,79 9,29 9,29 9,33
252-H 145 139 0,00 1,70 2,16 3,88 13,13 8,83 8,83 9,44
124-H 1,87 162 1,70 0,00 1,95 2,84 11,95 8,69 8,69 8,53
239-H 1,97 2,02 2,16 1,95 0,00 4,07 12,41 8,48 8,48 8,89
477GATO | 3,13 4,49 3,88 2,84 4,07 0,00 11,76 8,84 8,84 9,61
402 14,38 12,79 13,13 11,95 12,41 11,76 0,00 8,27 827 6,00
H1 9,66 929 8,83 8,69 8,48 8,84 8,27 0,00 0,00 2,90
H4 9,66 929 8,83 8,69 8,48 8,84 8,27 0,00 0,00 2,90
196 10,44 9,33 9,44 853 8,89 9,61 6,00 290 2,90 0,00

Assim, foram construidos dendrogramas a partir destas matrizes de distancia,

utilizando-se, para efeito de comparac¢ao de medidas, 0 método da Ligacao Simples:




Grafico C.1 - Dendrograma para a disténcia euclideana
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Grafico C.2 - Dendrograma para a distancia de Jaccard
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Grafico C.3 - Dendrograma para a distancia alternativa
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