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Introducao |

MALDI-TOF/MS (lonizagdo/Dessor¢cdo auxiliada
por matriz) fingerprinting € um método moderno e
rapido de caracterizacdo de micro-organismosl. E
baseado no espectro de massas especifico de cada
espécie, contendo predominantemente sinais de
proteinas abundantes e altamente conservadas®. A
aplicacdo dessa técnica para a classificacdo e
identificacdo de micro-organismos, especialmente
bactérias, é descrita como uma ferramenta eficiente
de triagem rapida, sensivel e de facil execucao.

Entretanto, micro-organismos n&o podem ser
diferenciados por apenas um sinal, mas sim, por um
padrdo complexo de sinais, sendo necessaria uma
abordagem multivariada. Um método bem
estabelecido estatisticamente para diferenciar
grupos com base em vdérias caracteristicas € a
Analise de Componentes Principais (PCA).

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo
o0 desenvolvimento de um banco de dados para
caracterizacdo de bactérias (células intactas)
utilizando MALDI-QTOF e quimiometria, visando a
classificacdo e identificacdo de diversas espécies
bacterianas isoladas e em misturas, com base nos
espectros obtidos.

Resultados e Discussao |

Para o estudo proposto e desenvolvimento do
banco de dados, foram selecionadas 52 linhagens
de bactérias, que foram cultivadas em &gar
nutriente por 24 h a 30°C. A massa celular (10mg)
foi coletada diretamente da placa de cultivo para a
realizacdo das analises, sendo submetida a
sucessivas lavagens com uma solugdo de
agua/TFA. A suspensao celular resultante foi
solubilizada em solugcdo de matriz para ionizacao
(4cido sinapinico), os espectros foram adquiridos no
equipamento Waters SYNAPT HDMS (QTOF), na
faixa de m/z 2.000-20.000, todos em sextuplicata.

A construcdo do banco de dados foi direcionada
de modo a reunir um ndmero consideravel de
linhagens de interesse médico e ambiental,
incluindo bactérias gram-positivas e gram-
negativas.
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Tabela 1. Géneros de bactérias do banco de dados.

Género n°sp Género n°sp
Acinetobacter 1 Klebsiella 1
Achromobacter 2 Kocuria 1
Agrobacterium 1 Microbacterium 1
Arthrobacter 2 Micrococcus 3
Bacillus 8 Proteus 1
Brevibacillus 1 Pseudomonas 2
Burkholderia 2 Salmonella 1
Corynebacterium 5 Serratia 3
Enterobacter 1 Staphylococcus 8
Escherichia 3 Xanthomonas 1
Kingella 2 Yersinia 2

*Espécies de bactérias oriundas da FAT e da CCT/CPQBA.

Uma vez obtidos os espectros de razdo m/z de
cada espécie, os mesmos foram organizados em
forma de matriz X(l x J), onde | so as amostras e J
as variaveis. O pré-tratamento dos dados iniciais foi
realizado da seguinte forma: primeiramente, o
nimero de varidveis foi diminuido em 100 vezes,
(10.000.000 para 10.000), posteriormente, os dados
foram normalizados (horma euclidiana), seguidos de
um alisamento para diminuicao de ruidos®. A analise
de componentes principais foi utilizada como
método exploratdrio”.

Seguindo a PCA foi possivel observar os grupos
distintos das replicatas das linhagens, além de
agrupamentos nhaturais entre as bactérias com
caracteristicas ou espécies semelhantes. Uma
andlise de correlacdo, apresentada na forma de um
correlograma,  possibilitou  ainda  determinar
bactérias presentes em misturas pré-estabelecidas.

Conclusodes |

A identificacdo de bactérias por MALDI-QTOF
apresentou grandes vantagens, tais como a menor
guantidade de material biol6égico, pouco preparo de
amostra, alta precisdo e reprodutibilidade. Quando
aliada a ferramentas quimiométricas permitiu a
construgdo de um banco de dados customizado
capaz de identificar bactérias isoladas e em
misturas, de forma rapida e precisa.
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