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Resumo — Mormo é uma doenga infecciosa causada pela bactéria Gram-
negativa e imével Burkholderia mallei, que afeta principalmente cavalos,
burros e mulas, podendo também ser eventualmente transmitida a outros
animais e humanos. Embora esta doenga tenha sido erradicada na maioria
dos paises, tem atualmente o status de doenga reemergente por causa dos
numerosos surtos recentemente relatados. Devido ao impacto econdémico e
zoondético da infeccao por B. mallei e a falta de terapia eficaz, o mormo é
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reconhecido como doenga notificavel em muitos paises. A espectrometria
de massas com fonte de ionizagao e dessorgao a laser assistida por matriz
e analisador por tempo-de-v6o (MALDI-TOF) € uma tecnologia eficaz para
identificacado de isolados bacterianos em laboratérios de diagndstico clinico,
sendo considerado um método confiavel, rapido e econdmico. Neste estudo
piloto estabeleceu-se a metodologia MALDI-TOF para identificagao confiavel
de B. mallei e sua distingao de outras espécies do género Burkholderia, tais
como B. pseudomallei. Foram analisados isolados de B. mallei (n=5) e de
B. pseudomallei (n=2), obtidos de casos clinicos no Brasil. Os isolados fo-
ram submetidos a PCR e provas fenotipicas para caracterizagdo da espécie,
confirmada por PCR em tempo real (QPCR), e os espectros de massas de
referéncia de B. pseudomallei e de B. mallei foram gerados. A separagao de
espécies de Burkholderia foi bem-sucedida e a acuracia de identificagdo dos
isolados clinicos de B. mallei foi de 80% apds analise com o programa com-
putacional MALDI Biotyper™ (Bruker Daltonics). Além disso, observamos
que dois sinais de massa/carga permitiram, com o programa computacional
ClinProTools™ (Bruker Daltonics), a classificagdo correta de 100% dos isola-
dos clinicos de B. mallei. Conclui-se que MALDI-TOF permite a identificagao
confiavel de Burkholderia mallei apés cultivo microbiolégico, sendo que esta
metodologia podera ser futuramente validada para diagndstico com a analise
de um numero maior de amostras..

Termos para indexacgao: Burkholderia mallei, MALDI-TOF, mormo, equino.

Abstract — Glanders is an infectious disease caused by the Gram-negative,
nonmotile bacterium Burkholderia mallei, mainly affecting horses, donkeys
and mules, and which, possibly, may also be transmitted to other animals and
humans. Although this disease has been eradicated in most countries, it has now
a status of reemerging disease, because of the numerous outbreaks recently
reported. Due to the economic and zoonotic impact of B. mallei infection and
the lack of effective therapy, glanders is recognised as a notifiable disease in
many countries. Matrix-assisted laser desorption ionization and time-of-flight
mass spectrometry (MALDI-TOF) is an effective technology for identification
of bacterial isolates in clinical diagnostic laboratories, being considered a
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reliable, fast and cost-effective method. In this pilot study we established the
MALDI-TOF methodology to achieve reliable identification of B. mallei and
its differentiation from other Burkholderia species, as B. pseudomallei. B.
mallei (n=5) and B. pseudomallei (n=2) isolates from Brazilian clinical cases
were analyzed. The isolates were submitted to PCR and phenotypic tests
to characterize the species, which was confirmed by real-time PCR (qPCR),
and B. pseudomallei and B. mallei reference mass spectra were generated.
Burkholderia species separation was successful and identification accuracy
of 80% was achieved with MALDI Biotyper™ (Bruker Daltonics) software.
Furthermore, we observed that two mass/charge signals allowed, by the use
of the ClinProTools™ (Bruker Daltonics) software, correct classification for
100% of the B. mallei clinical isolates. It is concluded that MALDI-TOF allows
a reliable identification for Burkholderia mallei after microbiological culture,
and in the future such methodology might be validated for diagnosis after a
higher sample number analysis..

Index terms: Burkholderia mallei, MALDI-TOF, glanders, equine.
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Introducao

O mormo é uma doenga contagiosa e zoondtica de grande importancia
para a equideocultura. Esta enfermidade é causada por Burkholderia
mallei, bactéria Gram-negativa, imével e intracelular facultativa, que afeta
principalmente os solipedes, particularmente cavalos, burros e mulas

(KETTLE, WERNERY, 2016; PAL et al., 2018).

Frequentemente o mormo é manifestado como doenga crénica progressi-
va lenta em cavalos; no entanto, em burros e mulas a doencga é de natureza
aguda. Esta enfermidade afeta o trato respiratério superior e os pulmdes de
equinos, que desenvolvem granulomas e Ulceras. Outros sintomas incluem
secrecao nasal purulenta, pneumonia e condigbes gerais precarias. A forma
cuténea é caracterizada por ganglios linfaticos regionais alargados e endure-
cidos que podem se romper e supurar (OIE, 2015).

Embora o mormo seja uma doenga essencialmente de equideos, os se-
res humanos e outros animais como camelos, cabras, cées, gatos, ursos e
felinos em zoolodgicos, podem ocasionalmente ser infectados com B. mallei,
por meio do contato direto com tecidos ou secre¢des de animais infectados
(CDC, 2012).

O mormo em seres humanos é primariamente uma doenca ocupacio-
nal. Casos esporadicos tém sido observados em veterinarios, tratadores de
animais, técnicos de laboratério (CDC, 2012). Devido a natureza grave da
doenca e a falta de opcdes de tratamento, combinado com o potencial para
formacao de aerossois do microrganismo, B. mallei é considerada um mem-
bro da lista de prioridades de agentes de categoria B do Centro de Controle e
Prevencado de Doengas dos Estados Unidos (ROTZ et al., 2002), que da ori-
gem a aplicagao de medidas sanitarias exclusivas, como o abate de todos os
animais positivos. Movimentagéo internacional de cavalos e comércio (seja
para criacéo, de corrida, equitagdo ou lazer) também esta sujeita a estas
condi¢des. Nesses casos, o status de livre de mormo deve ser certificado.
Vale a pena mencionar ainda que o mormo foi utilizado como arma bioldgica
contra a cavalaria na Guerra Civil Americana, Primeira Guerra Mundial e na
Segunda Guerra Mundial (SHARRER et al., 1995). Cabe destacar que ne-
nhuma vacina humana ou veterinaria esta disponivel.
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A doenca foi erradicada com éxito da Europa, América do Norte e Australia
durante a primeira metade do século 20, por meio de teste soroldgico (ou
maleinizacao) e abate maci¢o de animais infectados (DERBYSHIRE, 2002).
Hoje, a sua prevaléncia em todo o mundo foi consideravelmente reduzida, mas
a doenca ainda é endémica na Africa, Asia, Oriente Médio e América Latina,
incluindo o Brasil. E preocupante, no entanto, que mormo tenha recuperado
o status de uma doenca reemergente nas ultimas duas décadas, como o res-
surgimento de focos em um nimero crescente de paises: Brasil (2005 - 2010,
2012 - 2013), Turquia, Ird (2007- 2010), Iraque, Paquistao (2010), india (2006
- 2011), Mongdlia (2005, 2007 - 2010), EAU (2004), Bahrain (2010), Kuwait
(2009 - 2010), Libano (2011), Siria, Myanmar (2009 - 2010), Filipinas (2006 -
2007), Russia (2007), Afeganistéo (2009, 2011) (ALANI et al., 1998; ARUN et
al., 1999; BAZARGANI et al., 1996; ODONTSETSEG et al., 2005; SCHOLZ
et al., 2006; ELSCHNER et al., 2009; HORNSTRA et al., 2009; MALIK et al.,
2009; NAUREEN et al., 2007; MOTA et al., 2010; WAHID; 2010; WERNERY
etal., 2011).

Desde a descricdo da reemergéncia do mormo no Brasil em 1999 (MOTA
et al., 2000), a doenga vem sendo notificada de forma progressiva nas diver-
sas unidades federativas. A partir disto, o Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento instituiu Diretrizes Gerais para Prevencao, Controle e
Erradicacdo do Mormo no Territério Nacional, no @mbito do Programa
Nacional de Sanidade dos Equideos, na forma de Instrugdo Normativa
(BRASIL, 2018). O programa possui estratégias como: educagéo sanitaria;
estudos epidemioldgicos; fiscalizagdo e controle do transito de equideos;
cadastramento, fiscalizagdo e certificacdo sanitaria de estabelecimentos; e
intervencao imediata quando a suspeita ou ocorréncia de doenga de notifica-
¢ao obrigatdria (IAGRO, 2020). Com tudo, a busca por alternativas rapidas e
eficazes para o diagnéstico constitui uma possibilidade a ser considerada no
ambito de pesquisa e desenvolvimento.

Recentemente, a espectrometria de massas com fonte de ionizagao e
dessorcao a laser assistida por matriz e analisador de massas do tipo tem-
po-de-voo (MALDI-TOF) tem sido utilizada como ferramenta de pesquisa
na detecgéo e identificagéo de varios isolados bacterianos (CLARK et al.,
2013). A técnica permite a comparagao entre espectros de massas de um
microrganismo isolado com aqueles disponiveis em uma base de dados de
referéncia, composta por espectros de massas de cepas conhecidas, pos-
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sibilitando a classificacao e identificagdao do patégeno com mais rapidez do
que os métodos convencionais (PATEL, 2015). A velocidade, a robustez e
os custos de preparacao e medigao de amostras tornam esta técnica excep-
cionalmente adequada para uso rotineiro e de alto rendimento (CROXATTO
etal., 2012). Postulou-se entao que a analise por espectrometria de massas
MALDI-TOF poderia permitir a identificacdo correta de isolados de B. mallei,
pela distingdo de possiveis contaminagdes com outras bactérias do mesmo
género.

Desta maneira, esse estudo piloto teve como objetivo caracterizar, por
analise de perfis moleculares obtidos por espectrometria de massas MALDI-
TOF, amostras de B. mallei isoladas por 6rgéos veterinarios oficiais.

Objetivos

Objetivo geral

Caracterizar isolados clinicos de Burkholderia mallei, obtidos no Brasil,
por espectrometria de massas MALDI-TOF.

Objetivos especificos

i) Obter espectros de massas de referéncia para as espécies B. mallei e
B. pseudomallei e caracteriza-los frente a espectros de massas de referén-
cia ja disponiveis em base de dados ou na literatura;

ii) Realizar a identificagao confiavel em nivel de espécie de isolados cli-
nicos de B. mallei por espectrometria de massas MALDI-TOF.

Metodologia

Isolados

Foram analisados 5 isolados de B. mallei (010, 017, 176, Flash
e Orelhinha), obtidos de casos clinicos dos estados de Pernambuco
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e Alagoas, no ano de 2000. O isolamento destas amostras foi realiza-
do pelo Dr. Rinaldo Aparecido Mota, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, o qual cedeu os isolados ao Laboratério Federal de Defesa
Agropecuaria (LFDA)/MG. A cepa ATCC 15310 de B. mallei foi utilizada
como referéncia.

Dois isolados clinicos de B. pseudomallei (835 e 2356) também foram
incluidos neste estudo, ambas cedidas ao LFDA/MG pela Dra. Iracema de
Aguiar Patricio, do LACEN-CE. O isolado 835 foi obtido de um caso clinico
de melioidose e o isolado 2356 foi obtido de solo.

Cultivo

As amostras foram semeadas em agar sangue e incubadas em estufa a
37°C por 48 horas. As colbnias (pequenas, translicidas, ndo hemoliticas e de
coloracgéo ligeiramente cinzenta) foram coletadas e submetidas a reagéo em
cadeia da polimerase (PCR) para confirmagéo das espécies. Em seguida, as
amostras foram liofilizadas.

Todas as amostras foram submetidas as provas fenotipicas para carac-
terizacdo da espécie: Gram, prova da catalase, prova da oxidase, prova de
motilidade.

Caracterizagao genética

Os isolados clinicos foram confirmados por PCR em tempo real (qQPCR),
que consiste na amplificagdo de um fragmento de DNA, conforme descrito
por Tomaso e cols. (2006) e Janse e cols. (2013).

Além disso, os isolados foram testados por qPCR padronizada pelo LFDA/
MG, para o gene de uma proteina hipotética presente no cromossomo 1. O
sequenciamento parcial dos genes narK e lysR e da proteina hipotética con-
firmaram a identidade das amostras de B. mallei. Para tanto, os iniciadores
utilizados para a amplificagao dos genes foram selecionados conforme des-
crito abaixo no Quadro 1.
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Quadro 1. Iniciadores usados para identificagdo molecular de Burkholderia mallei.

Iniciador Sequéncia 5’ ->3°
Nark.F CTACTCGTGCGCTGGGAT
Nark.R GACGATGACGGCACCCAC

Burk.LyrsR 475 F AATTGGTCGCCGTGATAGAC
Burk.LyrsR.475.R TCGGCTCGATGGAAAGTAAC

Burk hyppot 457 F TGTTGACGACGCCTACCATA

Burk hyppot 457 R TGCTGCACCTTTGACCTGTA
Burk.Bm17.F TATACGCGAGGTTATAACGGATG
Burk.Bm17.R CTTTCTGCTTTTCTAACGTTTICC

Espectrometria de massas MALDI-TOF

As amostras bacterianas foram inativadas com etanol no LFDA/MG, con-
forme descrito por Sauer e cols. (2008), conforme protocolo universalmente
utilizado e consagrado para analise de bactérias Gram positivas e Gram ne-
gativas (DREVINEK et al., 2012). Ap6s coleta de 200 pL do caldo de cultura,
foram realizadas duas lavagens com agua tipo | (Milli-Q) estéril por centri-
fugacdo a 16.000 g durante 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado celular foi cuidadosamente misturado em 300 pL de agua para
ressuspensao completa das bactérias, que em seguida foram inativadas com
a adigdo de 900 pL de etanol absoluto. A inativagcao foi confirmada por se-
meadura em agar nutriente glicerinado.

A extragao foi realizada no laboratério de Protedmica e Espectrometria de
Massas da Embrapa Gado de Corte, de acordo com o protocolo estabeleci-
do por Freiwald e Sauer (2009). A solugéo etandlica contendo as bactérias
inativadas foi centrifugada a 16.000 g durante 2 minutos, o sobrenadante foi
desprezado e o conteudo celular foi extraido a partir do sedimento utilizando-
se quantidades iguais de acido formico a 70% (v/v) e acetonitrila pura. Apds
nova centrifugacéo a 16.000 g durante 2 minutos, aplicou-se 1 pL do sobre-
nadante em cada pogo de uma placa de ago para MALDI-TOF, deixando-se
secar ao ar ambiente. Os pogos foram cobertos com 1 L de acido a-ciano-
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4-hidroxi-cinamico (5 mg/mL) em solugao contendo 50% de acetonitrila (v/v)
e 2,5% de acido trifluoracético (v/v). Apds secar, a mistura cristalizada foi
analisada utilizando-se um espectrdbmetro de massas Autoflex Ill Smartbeam
(Bruker Daltonics).

A aquisi¢ao e analise dos espectros de massas das amostras foram reali-
zadas conforme descrito por Bier e cols. (2017), no laboratério de Protedmica
e Espectrometria de Massas da Embrapa Gado de Corte. Os espectros
de massas foram adquiridos em um espectrdmetro de massas Autoflex
Smartbeam Il (Bruker Daltonics), com modo linear positivo e razdo de mas-
sa/carga (m/z) entre 2.000 e 20.000 Daltons. Os parametros de aquisicao
foram tenséo da fonte 1S1 20 kV, tensdo da fonte 1S2 de 18,55 kV, tensao
de lentes 8,80 kV e tempo de retardo de extragdo de ions de 240 ns. Dez
espectros de posigcdes diferentes de cada amostra foram somados apds a
calibragdo externa com a mistura de calibrantes padréo para bactérias BTS
(Bruker Daltonics).

Identificagcao por MALDI Biotyper™

Os espectros obtidos foram processados utilizando-se o programa com-
putacional MALDI Biotyper™ v.3.1 (Bruker Daltonics), com as configuragbes
padrao. Os espectros de massas dos isolados clinicos, contendo as razoes
m/z e suas intensidades, foram comparados diretamente com a biblioteca de
espectros de referéncia ou MSPs (do inglés Main Spectra Profiles), de modo
a permitir a identificagcao bacteriana por meio do algoritmo computacional de-
nominado Biotyper™. A biblioteca de referéncia utilizada neste estudo foi a
MBT Compass Library DB-7311 (banco de dados v.7.0.0.0), de Fevereiro de
2017 (BRUKER DALTONICS, 2018), com 7.311 MSPs para 434 géneros e
2509 espécies de bactérias, leveduras e fungos, incluindo-se as de 30 espé-
cies diferentes do género Burkholderia. Os resultados de identificagcdo com
Biotyper™ foram gerados ap6s a inclusao dos espectros de referéncia de B.
mallei e B. pseudomallei, obtidos a partir do processamento de 20 espectros
(réplicas) de cada amostra utilizada como referéncia. A lista de 70 sinais m/z
com frequéncia maior do que 50% foi utilizada para a geragédo dos MSPs,
que representam o espectro consenso para uma determinada amostra assu-
mida como referéncia. Para a identificacdo dos microrganismos por MALDI
Biotyper™, o algoritmo atribui os seguintes valores de escore: de 2,300 a
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3,000, para identificagéo confiavel de espécie; de 2,000 a 2,299, para iden-
tificagdo confiavel de género e provavel identificacdo de espécie; de 1,700 a
1,999, para provavel identificagcdo de género; menor do que 1,700, em que
nao ha identificagao confiavel de género ou espécie. Os dendrogramas foram
produzidos utilizando-se os pardmetros padrédo do programa, com a medi-
da de distancia determinada por correlagéo, ligagéo do tipo completa, nao
orientada por escore. Como grupo externo nas analises de dendrograma foi
utilizado o MSP de Lautropia mirabilis presente na biblioteca de referéncia
da Bruker, por representar outro género da familia Burkholderiaceae e poder
servir como controle.

Classificagao por ClinProTools™

O programa computacional ClinProTools™ v.3.0 (Bruker Daltonics) é uma
ferramenta de bioinformatica que permite incluir andlise estatistica compa-
rativa dos perfis de massas MALDI-TOF. Com essa ferramenta é possivel
descobrir biomarcadores, classificar amostras e realizar validagao em gran-
des conjuntos de dados, com analise estatistica univariada e multivariada,
em abordagem supervisionada ou n&do supervisionada (inteligéncia artificial).
Esse programa foi utilizado para calcular a variancia dos sinais m/z dos con-
juntos de 20 espectros adquiridos para os isolados B. pseudomallei 835, B.
pseudomallei 2356 e cepa de referéncia B. mallei ATCC 15310, de modo a
identificar biomarcadores, neste caso sinais m/z, capazes de classificar cor-
retamente os isolados clinicos de B. mallei e B. pseudomallei.

O programa processa 0s espectros de modo semelhante ao MALDI-
Biotyper™, identificando os sinais m/z, sendo o parametro mais importante
o valor de sinal/ruido, que neste estudo foi de valor 2. Adicionalmente sao
calculados os valores de média e desvio padréo da intensidade de cada
sinal, considerando o numero de espectros de cada grupo amostral. Em
seguida podem ser identificados os sinais m/z que apresentem poder de
separagao e, consequentemente, discriminagao entre as espécies, nesse
caso B. pseudomallei e B. mallei. Por fim, os sinais discriminatérios foram
utilizados para classificar os isolados clinicos de B. mallei, em analise
supervisionada com o algoritmo QuickClassifier e o teste estatistico
Wilcoxon/Kruskal-Wallis.
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Resultados e discussao

A espectrometria de massas MALDI-TOF vem sendo utilizada com éxito
na identificagcdo de espécies bacterianas (CLARK et al. 2013). Os espec-
tros de massas gerados fornecem um perfil protebmico do microrganismo
desconhecido, sendo Unico para cada espécie de microrganismo, podendo
inclusive diferenciar picos especificos para géneros e espécies (ANGELETTI,
2016). Tornou-se para os laboratérios clinicos uma nova ferramenta em po-
tencial para identificar organismos de maneira rapida, precisa e econdmica.
No entanto, essa tecnologia também apresenta novos desafios, uma vez que
organismos altamente patogénicos podem apresentar riscos para a equipe
do laboratério durante a preparagéo e teste de amostras. A validagéo de sis-
temas de identificagdo também representa um desafio, pois o0 acesso a mui-
tos organismos altamente patogénicos é regulado pelo Select Agent Program
e, portanto, esses agentes nao estdo disponiveis para laboratérios clinicos
avaliarem as limitagbes das bibliotecas de soffware (RUDRIK et al., 2017).

Quando os espectros gerados para uma amostra ou isolado especifico
nao sao identificados na biblioteca existente, pode-se gerar espectros de re-
feréncia, os denominados MSP, e inclui-los ao banco de dados, contanto que
o operador responsavel fornega ao sistema informagbes corretas quanto a
origem e referéncia daquele microrganismo em questao (BIER et al., 2017).

No caso das espécies B. mallei e B. pseudomallei, os espectros de refe-
réncia ndo estdo disponiveis comercialmente, uma vez que sao considera-
das armas biologicas (LASCH et al., 2015; RUDRIK et al., 2017; BRUKER
DALTONICS, 2018). Diante disso, neste estudo, fez-se necessario inicial-
mente obter os espectros de massas de referéncia de B. pseudomallei e B.
mallei, empregando-se as trés amostras previamente identificadas por gqPCR
no LFDA/MG. Essa abordagem ja havia sido realizada na Embrapa Gado de
Corte para a identificagdo de isolados de Mycobacterium bovis, pois as bi-
bliotecas utilizadas nao possuiam anotagdes para diferenciar as espécies do
Complexo Mycobacterium Tuberculosis (BACANELLI et al., 2019).

Apods o processamento dos espectros de massas das cepas de referéncia
B. mallei e B. pseudomallei pelo programa computacional MALDI Biotyper™,
verificaram-se diferencas de sinais (m/z e intensidade) que possibilitaram
a separagao daquelas duas espécies de Burkholderia, indicando que estas
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possuem de fato perfis moleculares distintos. Conforme apresentado no
dendrograma da Figura 1, é possivel observar a distancia relativa existente entre
os perfis de espectros principais (MSP) de B. pseudomallei (835 e 2356) e B.
mallei (ATCC 15310). Além disso, os MSPs obtidos também permitiram a distingéo
frente a outras 30 espécies do género Burkholderia, disponiveis na biblioteca de
espectros de massas de referéncia da Bruker Daltonics e incluidos na analise
(Figura 1). Estes resultados indicam que os espectros de massas aqui obtidos
podem ser utilizados para a identificagdo de B. mallei, por meio de espectrometria
de massas MALDI-TOF, conforme ja descrito na literatura (DREVINEK et al.,
2012; KARGER et al., 2012; LASCH et al., 2015; SUTTISUNHAKUL et al., 2017;
RUDRIK et al., 2017). E interessante notar que os MSP de B. pseudomallei e
B. mallei obtidos neste estudo ficaram associados no mesmo grupo que o MSP
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Figura 1. Dendrograma com os MSP de Burkholderia pseudomallei e Burkholderia
mallei frente aos MSP do género Burkholderia da biblioteca Biotyper™. Os espectros
consenso (MSP), gerados a partir de 20 réplicas, dos isolados clinicos 835 e 2356 de
B. pseudomallei e da cepa referéncia ATCC 15310 de B. mallei (indicados com aste-
risco) foram comparados com os MSP referéncia para 30 espécies de Burkholderia
da biblioteca MBT Compass Library DB-7311. O MSP de Lautropia mirabilis, repre-
sentando outro género da familia Burkholderiaceae, foi utilizado como grupo externo.
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de B. thailandensis da biblioteca da Bruker Daltonics (Figura 1), o que era de se
esperar uma vez que essas trés espécies sdo as que compdéem o denominado
Complexo Pseudomallei (KARGER et al., 2012; SUTTISUNHAKUL et al., 2017).

Posteriormente, realizou-se a identificagdo dos 5 isolados clinicos dispo-
nibilizados pelo LFDA/MG para este estudo, utilizando-se o programa MALDI
Biotyper™. Dos 5 isolados clinicos analisados, quatro foram identificados como
B. mallei, com excegao do isolado denominado Fla (amostra Flash), que foi
identificado como B. pseudomallei (Tabela 1). De um modo geral, os escores
de identificacdo obtidos pelo algoritmo Biotyper™ para os 5 isolados clinicos
ficaram proximos de 2,000, o que, de acordo com 0s escores preconizados
para a identificagdo de bactérias com o algoritmo Biotyper™, possibilita apenas
assegurar a identificagdo no nivel de género, no caso Burkholderia, e indicar a
espécie mais provavel. Segundo Croxatto e cols. (2012), escores relativamen-
te baixos podem estar relacionados com baixa quantidade de células, conta-
minacgao por meio de cultura ou protocolo de extragdo proteica nédo otimiza-
do, fatores esses que influenciam na qualidade dos espectros. Nestes casos,
a recomendacao é recultivar os isolados e refazer os espectros de massas

Tabela 1. Identificagdo dos isolados de Burkholderia mallei com MALDI Biotyper™.

Amostra Réplica Identificacao Escore
1 B. mallei 2,087
010 2 B. mallei 2,067
B B. mallei 2,029
1 B. mallei 1,980
017 2 B. mallei 1,982
3 B. mallei 1,906
1 B. mallei 2,129
176 2 B. mallei 2,124
) B. mallei 2,176
1 B. mallei 2,223
Ore 2 B. mallei 2,049
3 B. mallei 2,213
1 B. pseudomallei 1,977
Fla 2 B. pseudomallei 2,068
& B. pseudomallei 1,957
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MALDI-TOF, revendo o protocolo, de modo a obter escores de identificagao
mais altos. Entretanto, se desconsiderarmos o limite 2,000 da Bruker Daltonics,
observamos que os resultados da Tabela 1 apontam para 80% de acuracia de
identificacao, o que esta em linha com o descrito na literatura, entre 75 e 90%,
considerando-se a abordagem utilizada neste estudo (LASCH et al., 2015).

Em uma analise adicional por dendrograma, realizada ainda com o pro-
grama MALDI Biotyper™, comparou-se a semelhanga dos 5 isolados clini-
cos B. mallei frente aos MSPs de referéncia de B. pseudomallei (amostras
835 e 2356), B. mallei (ATCC 15310) e B. thailandensis (MSP da biblioteca
MBT Compass Library DB-7311, da Bruker Daltonics), sendo essas as
trés espécies de Burkholderia que compdem o Complexo Pseudomallei
(Figura 2). Os trés espectros de massas obtidos para cada isolado clinico,
identificados na Tabela 1, foram utilizados para gerar 5 espectros consen-
so, ou seja, um MSP para cada isolado clinico de B. mallei, e estes foram
comparados aos MSPs de B. pseudomallei, B. mallei e B. thailandensis
indicados acima. Foi possivel observar o agrupamento dos MSPs dos 5
isolados clinicos de B. mallei com o MSP de B. mallei ATCC 15310, su-
gerindo maiores semelhancas com B. mallei do que com B. pseudomallei
(Figura 2). O mesmo resultado foi obtido quando o dendrograma foi pro-
duzido incluindo-se os MSPs das 30 espécies de Burkholderia presentes
na biblioteca de espectros de referéncia da Bruker Daltonics (dados n&o
mostrados). Ainda relativamente ao resultado apresentado na Figura 2, foi
possivel verificar que o MSP do isolado clinico Fla, anteriormente identi-
ficado como B. pseudomallei (Tabela 1), mostrou-se mais semelhante a
B. mallei (Figura 2), conforme seria de se esperar. A explicagao para isto
€ que na identificagcdo apresentada na Tabela 1, o Biotyper™ analisa in-
dividualmente cada um dos espectros de massas, ao passo que ao gerar
os MSPs, neste caso com os trés espectros de massas disponiveis, sao
considerados os sinais m/z de maior frequéncia para compor o consenso,
0 que corrige eventuais discrepancias entre isolados muito semelhantes.
Assim, para aumentar a acuracia da identificagcdo de espécie, utilizando-
se exclusivamente o programa MALDI Biotyper™, uma possivel estraté-
gia é gerar os MSP de referéncia de B. mallei e B. pseudomallei com um
numero maior de cepas, isoladas preferencialmente no Brasil, com um
numero minimo de 20 espectros de massas por isolado, conforme descrito
em trabalho anterior do nosso grupo (BACANELLI et al., 2019).



Caracterizagéo e identificagao de Burkholderia mallei por espectrometria de massas MALDI-TOF: 19
resultados de um estudo piloto

Lautropia mirabilis

Burkholderia thailandensis

Burkholderia pseudomallei 835

Burkholderia pseudomallei 2356

Burkholderia mallei ATCC 15310

Bmallei_017

Bmallei_Fla:

Bmallei_Ore

Bmallei_176

Bmallei_010

1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 0
Distance Level

Figura 2. Dendrograma com os MSP dos isolados de Burkholderia mallei frente aos
MSP das espécies do Complexo Pseudomallei. Os espectros consenso (MSP), gerados
a partir de trés réplicas, dos isolados clinicos 010, 017, 176, Flash (Fla) e Orelhinha
(Ore) de B. mallei foram comparados com os MSP de B. pseudomallei (835 e 2356),
de B. mallei (ATCC 15310), obtidos neste estudo, e com o MSP de B. thailandensis, da
biblioteca MBT Compass Library DB-7311. O MSP de Lautropia mirabilis, representando
outro género da familia Burkholderiaceae, foi utilizado como grupo externo.

O programa MALDI Biotyper™ computa os escores de identificacdo, ao
comparar os valores de m/z e intensidade de todos os sinais identificados
no espectro teste frente aos valores de m/z e intensidade desses mesmos
sinais quando presentes nos espectros de referéncia (MSPs), sem conside-
rar, contudo, a varidncia daqueles valores. Assim, de modo a realizar um
tratamento mais acurado dos dados e permitir a classificagdo dos isolados
com maior confiabilidade, o programa computacional ClinProTools™ (Bruker
Daltonics) foi utilizado, uma vez que inclui avaliagdo estatistica dos dados,
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e é normalmente citado na literatura como complementar a identificagéo por
MALDI Biotyper™ de espécies bacterianas muito semelhantes (HSUEH et
al., 2014; MATSUMURA et al., 2014; MANSSON et al., 2015; CHEN et al.,
2015; HUANG, HUANG, 2018).

Ao analisar os espectros de massas dos dois isolados clinicos de
B. pseudomallei e da cepa de referéncia B. mallei com o programa
ClinProTools™ foi possivel identificar dois componentes moleculares
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Figura 3. Discriminacdo dos isolados de Burkholderia pseudomallei e da cepa de
referéncia de Burkholderia mallei com o programa computacional ClinProTools™.
O grafico apresenta a distribuicdo bidimensional dos sinais m/z 3365 e 7939 que,
conforme o valor-p estatistico, ao mesmo tempo agrupam os dois isolados de B.
pseudomallei (835 em verde e 2356 em azul) e os separam da referéncia B. mallei
(vermelho). Estdo apresentados os valores de area dos picos calculados para os 20
espectros de massas de cada isolado, com as elipses representando o intervalo de
confianga 95% de cada grupo.
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(m/z 3365 e 7939), que melhor descrevem a semelhanca entre as amos-
tras de B. pseudomallei e, ao mesmo tempo, as distinguem de B. mallei
(Figura 3). Esse resultado demonstra ainda que, embora os isolados
clinicos de B. pseudomallei tenham perfis de massas relativamente dis-
tintos, é possivel identificar sinais m/z com intensidades que permitem
sua classificagdo na mesma espécie, conforme seria esperado.

Por outro lado, quando os espectros dos 5 isolados clinicos de B. mallei
sdo avaliados frente aos 2 de B. pseudomallei e da cepa de referéncia B.
mallei (ATCC 15310) com ClinProTools™, observamos que dois componen-
tes moleculares (m/z 4719 e 19892) permitiram classificar corretamente os
isolados clinicos de B. mallei (Figura 4). Os isolados clinicos 017, Fla e Ore
apresentaram intensidade do sinal m/z 4719 fora do intervalo de confianga
95% da cepa de referéncia B. mallei, entretanto sem comprometer a classifi-
cacao correta pelo algoritmo QuikClassifier utilizado nesta analise estatistica.
Esse resultado sugere que a variabilidade dos isolados de B. mallei analisa-
dos neste estudo é maior do que a da cepa de referéncia ATCC 15310, pelo
menos para o m/z 4719, o que esta de acordo com os resultados anteriores
aqui apresentados. Por sua vez, a variabilidade dos isolados clinicos de B.
mallei foi menor do que a dos isolados de B. pseudomallei, considerando os
m/z mostrados na Figura 4.

De fato, em analise de componente principal feita com ClinProTools™,
Karger e cols. (2012) observaram maior diversidade nos isolados de B.
pseudomallei, enquanto os isolados de B. mallei formavam um grupo
relativamente mais homogéneo. No entanto, os sinais m/z descritos por
aqueles autores como capazes de separar as duas espécies sao diferen-
tes dos que observamos neste estudo (KARGER et al., 2012).
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Figura 4. Classificacdo dos isolados de Burkholderia mallei com o programa computa-
cional ClinProTools™. Os graficos apresentam a distribuicdo bidimensional dos sinais m/z
4719 e 19892 que, conforme o valor-p estatistico, melhor classificam os isolados clinicos
010, 017, 176, Flash (Fla) e Orelhinha (Ore) de B. mallei. Estao apresentados os valores
de area dos picos em cada espectro (B. pseudomallei 835 em verde, B. pseudomallei
2356 em azul e ATCC 15310 de B. mallei em vermelho (20 espectros cada), com as
elipses representando o intervalo de confianga 95%. Os valores de area dos picos para os

isolados clinicos de B. mallei (3 espectros cada) estdo plotados em preto.
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Conclusao

O uso da espectrometria de massas MALDI-TOF possibilitou a identi-
ficacdo de isolados da espécie Burkholderia mallei com acuracia de 80%.
A identificagdo de sinais m/z discriminatérios, marcadores das espécies B.
pseudomallei e B. mallei, permitiu alcangar a classificagdo correta de 100%
dos isolados clinicos de B. mallei testados neste estudo piloto. A analise
de mais amostras de isolados clinicos faz-se necessaria para validagao da
metodologia.
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