Identificacao de
Mycobacterium bovis por

espectrometria de massas
MALDI-TOF

Primeiro autor: Larissa Costa Olarte

Demais autores: Olarte, L. C."*; Duarte, L. F.
C.2; Leguizamodn, G. O. C.3; Aradjo, F. R.3;
Verbisck, N. V.3

Resumo

A tuberculose bovina é uma doenca zoondtica, causada pela bactéria
Mycobacterium bovis. Diversas espécies de mamiferos, inclusive o
homem, podem infectar-se por esse bacilo. Além do risco a saude pu-
blica, ocorrem perdas econdmicas devido a menor produtividade nos re-
banhos acometidos. Objetivou-se definir e implementar metodologia de
espectrometria de massas MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorp-
tion lonization — Time-of-Flight) para classificar género e espécies de
Mycobacterium, por meio da construcao de uma biblioteca de biomar-
cadores especificos desses microrganismos apds cultivo microbiolégi-
co. Para definir o protocolo de extragcao molecular, foi feito um levanta-
mento de artigos no PubMed, com as palavras-chave “Mycobacteria” e
“MALDI”. Foram revistos 365 artigos desde o ano 2010 e destes foram
selecionados 58 relatos que realizaram andlises a partir de cultivo em
meio sdélido para micobactérias. Foram identificadas 26 metodologias
distintas, a partir das quais se desenharam quatro protocolos consenso
diferentes para serem testados. Diante dos resultados obtidos nas qua-
tro condicdes avaliadas, determinou-se o seguinte protocolo: inativacao

celular por calor (95°C por 45 minutos), rompimento celular com es-
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feras de zirconio/silica e MagNA Lyser (Roche) e extracdo de proteinas
com é&cido férmico 70% e acetonitrila. As amostras foram analisadas
por MALDI-TOF e os espectros de massas obtidos foram comparados
contra um banco de referéncia para 4137 isolados diferentes, incluindo
173 micobactérias, empregando-se o programa computacional Biotyper
(Bruker Daltonics). Foram analisados oito isolados de cinco bovinos
positivos para tuberculose, dos quais sete isolados foram identificados
quanto ao género e espécie. Quatro isolados foram identificados como
Mycobacterium bovis, dois como Mycobacterium tuberculosis e um
como Mycobacterium smegmatis. Dos cinco animais positivos para
tuberculose quatro tiveram a identificacdo da espécie de micobactéria
confirmada por MALDI apés cultivo, ou seja, 80%. Assim, pode-se
concluir que esta metodologia possibilita a identificacdo de espécies de
Mycobacterium e constitui um relevante incremento na investigacao
para diagndstico de tuberculose bovina.
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