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Resumo

Burkholderia mallei € uma bactéria
Gram-negativa e imoével, causadora de
mormo, doenga infecciosa que afeta prin-
cipalmente cavalos, burros e mulas. No
Brasil, 0 mormo é reconhecido como do-
enca notificavel devido ao impacto eco-
ndémico e zoondtico, uma vez que pode
eventualmente ser transmitida a outros
animais e humanos. A espectrometria de
massas com fonte de ionizagao e dessor-
¢ao a laser assistida por matriz e anali-
sador por tempo-de-v6o (MALDI-TOF) é
atualmente a tecnologia mais moderna e
eficaz para identificacéo rapida e confia-
vel de isolados bacterianos. A metodolo-
gia MALDI-TOF para identificagdo segura
de B. mallei e sua distingdo de outras
espécies do género Burkholderia, tais
como B. pseudomallei, foi estabelecida,
com a obtencao de um perfil de espectro
principal (MSP, do inglés Main Spectra
Profiles) de referéncia para B. mallei, no
caso a cepa 86/19, previamente isolada

no Instituto Bioldégico de Sdo Paulo. O
MSP foi validado frente a outros espec-
tros de massas de referéncia e permitiu
a identificagcao confiavel de Burkholderia
mallei por MALDI-TOF.

Palavras-chave: Burkholderia mallei,
MALDI-TOF, MSP, Mormo, Equino.

Abstract

Burkholderia mallei is a Gram-
negative, non-motile bacterium,
causative agent of glanders, an infectious
disease mainly affecting horses, donkeys
and mules. Because its economic and
zoonotic impact, glanders is recognized
as a notifiable disease in Brazil, since
may also be transmitted to other
animals and humans. Matrix-assisted
laser desorption ionization and time-
of-flight mass spectrometry (MALDI-
TOF) is nowadays the most modern
and effective technology for fast and



reliable identification of bacterial isolates.
MALDI-TOF methodology to achieve
reliable identification of B. mallei and its
differentiation from other Burkholderia
species, as B. pseudomallei, was
established by generating a main spectra
profile (MSP) as reference for B. mallei
strain 86/19, previously isolated at
Biological Institute from Sao Paulo, Brazil.
Such MSP was validated against other
reference mass spectra and allowed
reliable MALDI-TOF identification for
Burkholderia mallei.

Key-words: Burkholderia mallei,
MALDI-TOF, MSP, glanders, equine.

Introducao

Mormo

O mormo é uma doenga zoondtica
causada por Burkholderia mallei, bacté-
ria Gram-negativa, imével e intracelular
facultativa. Esta enfermidade é de gran-
de importéncia para a equideocultura,
afetando principalmente cavalos, burros
e mulas (KETTLE, WERNERY, 2016;
PAL et al., 2018).

Ainda que o mormo seja uma doenga
particularmente de equideos, os seres
humanos e outros animais como came-
los, cabras, caes e gatos, entre outros,
podem ocasionalmente ser infectados
com B. mallei, por meio do contato dire-
to com tecidos ou secrecdes de animais
infectados (CDC, 2012).

O mormo em seres humanos € pri-
mariamente uma doenga ocupacional.
Casos esporadicos tém sido observados
em veterinarios, tratadores de animais
e técnicos de laboratoério (CDC, 2012).
Devido a natureza grave da doencga e a
falta de opgdes de tratamento, combi-
nado com o potencial para formagao de
aerossois do microrganismo, B. mallei
€ considerada um membro da lista de
prioridades de agentes de categoria B
do Centro de Controle e Prevencgao de
Doengas dos Estados Unidos (ROTZ et
al., 2002), que da origem a aplicagao de
medidas sanitarias exclusivas, como o
abate de todos os animais positivos. Vale
a pena mencionar ainda que o0 mormo
foi utilizado como arma biolégica contra
a cavalaria na Guerra Civil Americana,
na Primeira e Segunda Guerra Mundial
(SHARRER, 1995) e que nenhuma vaci-
na esta disponivel.

Atualmente a prevaléncia de mormo
em todo o mundo é 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 doenga reemergente na
década passada, com o ressurgimento
de focos em um numero crescente de
paises, tais como Brasil, Paquistao,
india, Mongdlia, EAU, Bahrain, Kuwait,
Libano, Siria, Myanmar, Filipinas, Russia
e Afeganistdo (ODONTSETSEG et al,,
2005; SCHOLZ et al., 2006; NAUREEN
et al,, 2007; ELSCHNER et al., 2009;
HORNSTRA et al., 2009; MALIK et al.,
2009; MOTA et al., 2010; WAHID; 2010;
WERNERY et al., 2011).



Desde a descrigao da reemergéncia
do mormo no Brasil em 1999 (MOTA et
al., 2000), a doenga vem sendo notifica-
da de forma progressiva nas diversas
unidades federativas. A partir disto, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento instituiu Diretrizes Gerais
para Prevencéo, Controle e Erradicacao
do Mormo no Territério Nacional, no am-
bito do Programa Nacional de Sanidade
dos Equideos, na forma de Instrucéo
Normativa (BRASIL, 2018). O programa
possui estratégias para educagao sani-
taria, estudos epidemiolégicos, fiscaliza-
¢ao e controle do transito de equideos,
cadastramento, fiscalizagdo e certifica-
¢ao sanitaria de estabelecimentos e in-
tervengéo imediata quando ha suspeita
ou ocorréncia de doenga de notificagéo
obrigatdria (IAGRO, 2020). Entretanto, a
busca por alternativas rapidas e eficazes
para o diagnéstico constitui uma possi-
bilidade a ser considerada no ambito de
pesquisa e desenvolvimento.

MALDI-TOF e
identificacao de
microrganismos

A espectrometria de massas com
fonte de ionizacdo e dessorcao a laser
assistida por matriz e analisador de mas-
sas do tipo tempo-de-voo (MALDI-TOF)
€ uma metodologia analitica largamente
utilizada atualmente em microbiologia
para a deteccado e identificagdo de iso-
lados bacterianos de forma rapida, efi-
ciente e confiavel (CLARK et al., 2013;
TORRES-SANGIAO et al., 2021). Os

espectros de massas gerados refletem
o perfil de proteinas majoritarias de um
determinado microrganismo, permitindo
identificar picos especificos para géne-
ros e espécies (ANGELETTI, 2016).

A técnica permite a comparagao en-
tre espectros de massas de um micror-
ganismo isolado com aqueles disponi-
veis em um banco de dados referéncia,
composta por espectros de massas de
cepas identificadas previamente, pos-
sibilitando a classificagdo taxondmica e
identificacao de patégenos com mais ra-
pidez do que os métodos convencionais
(PATEL, 2015). A velocidade, a robustez
e 0s custos de preparagao e medigéo de
amostras tornam esta técnica excepcio-
nalmente adequada para uso rotineiro e
de alto rendimento em diagnéstico labo-
ratorial (CROXATTO et al., 2012).

MSP é a sigla do inglés para Main
Spectra Profiles, ou seja, perfil de es-
pectro principal, € nada mais € do que
0 padrao ou controle do método para
identificagdo de um microrganismo em
nivel de espécie. Quanto maior o nime-
ro de MSPs presentes em um banco de
referéncias, maior o alcance e robustez
de identificagdo do mesmo. Quando os
espectros de massas de um microrganis-
mo nao sao identificados apds confronto
com os perfis existentes em um banco,
seja porque se trata de nova espécie ou
porque conhecidamente o banco nao
possui MSPs para aquele microrganismo,
podem-se gerar espectros de referéncia
- MSPs - e inclui-los ao banco. Essa es-
tratégia ja foi realizada na Embrapa Gado
de Corte para a identificacdo em nivel de



espécie de isolados de Mycobacterium
bovis (BACANELLI et al., 2019).

Postulou-se, entao, que a analise por
espectrometria de massas MALDI-TOF
poderia permitir a identificagdo correta
de isolados de B. mallei, bactéria cau-
sadora de mormo, pela distingdo de
possiveis contaminagbes com outras
bactérias ndo patogénicas pertencentes
ao mesmo género. Entretanto, no caso
das espécies B. mallei e B. pseudo-
mallei, seus espectros de referéncia
nao estdo disponiveis nos bancos de
sistemas MALDI-TOF comerciais, como
os do fabricante Bruker Daltonics, atu-
almente disponiveis na Embrapa, por
questdes de biosseguranga, uma vez
que aqueles microrganismos sdo consi-
derados armas bioldgicas (LASCH et al.,
2015; RUDRIK et al., 2017; BRUKER
DALTONICS, 2018).

Neste relato descreve-se a obtencao
do espectro de massas de referéncia
para B. mallei, a partir da cepa 86/19,
isolada no Brasil e previamente carac-
terizada por sequenciamento gendmico,
para identificacdo do agente causador
de mormo por espectrometria de mas-
sas MALDI-TOF.

Metodologia
Amostras

Foram analisadas amostras da cepa
86/19 de B. mallei, proveniente de caso
clinico de mormo em um cavalo, ocorrido
no estado de Sao Paulo. O isolamento da
cepa 86/19 foi realizado em 2019, a partir
de linfonodo daquele animal, pela Dra.

Alessandra Nassar, do Instituto Bioldgico
de Sao Paulo, o qual cedeu o isolado
para este estudo. O genoma da cepa
86/19 foi sequenciado por um grupo de
pesquisadores, liderado pelo Dr. Flabio
Aravjo, da Embrapa Gado de Corte, e
depositado no Genbank com o acesso
JANCTEO000000000 em Agosto de 2022.

Cultivo microbioldgico

A cepa 86/19 foi mantida sob cultivo
com o meio agar sangue, contendo 5%
de sangue de carneiro disfibrinado e
glicerina 1%, sem antibidticos, em estufa
a 37°C. Também foi utilizado para sub-
cultivo o meio especifico para B. mallei,
denominado agar BM, contendo os anti-
bioticos cicloheximida 50 pg/mL, ticarcili-
na dissédica 16,7 pg/mL, fosfomicina de
s6dio 197,6 pg/mL, polimixina B 40 U/mL
e cristal violeta 3 pg/mL, para eliminagéao
de eventuais contaminantes, conforme
descrito por Kinoshita e cols. (2019).
Para as analises por espectrometria de
massas MALDI-TOF, col6nia isolada era
semeada em 3 mL de meio liquido BHI e
crescida por 24 horas a 37°C com agita-
¢ao a 150 rotagbes por minuto.

Espectrometria de
massas MALDI-TOF

As amostras bacterianas foram inati-
vadas com etanol conforme descrito por
Sauer e cols. (2008). A partir da cultura
em meio BHI, 500 uL foram coletados e
submetidos a duas lavagens com agua
tipo | (Milli-Q) estéril por centrifugacao a
16.000 g durante 1 minuto. O sobrenadan-
te foi descartado e o precipitado celular foi



cuidadosamente misturado em 300 uL de
agua para ressuspensado completa das
bactérias, que em seguidaforaminativadas
com a adi¢ao de 900 uL de etanol absolu-
to. Esta etapa foi realizada no Laboratério
Multiusuario de Biosseguranga para a
Pecuaria - BIOPEC, Embrapa Gado de
Corte, em ambiente biocontido com nivel
de seguranca biolégica 3.

A extracao de proteinas foi realizada
de acordo com o protocolo estabelecido
por Freiwald e Sauer (2009). A solugéo
etandlica contendo as bactérias inativa-
das 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. Apdés nova centrifu-
gacédo a 16.000 g durante 2 minutos,
aplicou-se 1 pL do sobrenadante em
cada pogo de uma placa de ago para
MALDI-TOF, deixando-se secar ao ar
ambiente. Os pogos foram cobertos com
1 yL de &cido a-ciano-4-hidroxi-cindmico
(5 mg/mL) em solugdo contendo 50%
de acetonitrila (v/v) e 2,5% de acido tri-
fluoracético (v/v). Apds secar, a mistura
cristalizada foi analisada utilizando-se
um espectrdbmetro de massas Autoflex
Il Smartbeam (Bruker Daltonics).

A aquisicdo e analise dos espectros
de massas das amostras foram realiza-
das conforme descrito por Bier e cols.
(2017), no laboratdrio de Protedmica e
Espectrometria de Massas em Saude
Animal — PEMSA, Embrapa Gado de
Corte. Os espectros de massas MALDI-
TOF foram adquiridos em modo linear

positivo e razdo de massal/carga (m/z)
entre 2.000 e 20.000 Daltons. Os pa-
rametros de aquisicdo foram tensao da
fonte IS1 20 kV, tensdo da fonte [S2
de 18,55 kV, tensdo de lentes 8,80 kV
e tempo de retardo de extragédo de ions
de 240 ns. Espectros de massas de
posicdes diferentes no pogo contendo a
amostra foram obtidos e somados, até
atingir o valor de 0,5-1,0 x 10° espectros
somados. O sistema foi calibrado com a
mistura de calibrantes padr&o para bac-
térias BTS, conforme recomendado pelo
fabricante (Bruker Daltonics).

Obtencido do MSP
para a cepa 86/19 com
MALDI Biotyper™

Os espectros de massas obtidos
para a cepa 86/19 foram processados
utilizando-se o programa computacio-
nal MALDI Biotyper™ v.3.1 (Bruker
Daltonics), com as configuragbes pa-
drdo. Para identificacdo baseada nos
espectros de massas, 0s sinais de m/z
e respectivas intensidades obtidos para
a cepa 86/19 foram confrontados com
o0 banco de MSPs denominado MBT
Compass Library DB-7311 (banco de
dados v.7.0.0.0), de Fevereiro de 2017
(BRUKER DALTONICS, 2018), com
7311 MSPs para 434 géneros e 2509
espécies de bactérias, leveduras e
fungos, incluindo-se as de 30 espécies
diferentes do género Burkholderia. Dado
que o banco DB-7311 nado tem MSPs
de B. mallei e B. pseudomallei, todas
as analises de identificacdo com MALDI
Biotyper™ foram realizadas apds a



inclusdo dos seguintes espectros de re-
feréncia de B. mallei e B. pseudomallei:

*B. mallei ATCC 23344 RKI e B.
pseudomallei RKI - MSPs gerados
conforme descrito anteriormente
(VERBISCK et al., 2020), utilizando-
se espectros de massas obtidos por
LASCH e cols. (2016) do Robert Koch
Institute (RKI), de Berlim, Alemanha,
de acesso livre até esta data e
disponiveis na plataforma Zenodo
(https://zenodo.org/record/163517#.
Y1cFr_3MKCh);

* B. mallei 010, B. mallei 017, B. mallei
176, B. mallei Ore, B. mallei Flash e
B. pseudomallei 835 e 2356 - espec-
tros de massas e MSPs gerados por
VERBISCK e cols. (2020), sendo todas
essas cepas isoladas de casos clinicos
suspeitos de mormo anteriormente ca-
racterizados por amplificagédo génica
quantitativa especifica no Laboratério
Federal de Defesa Agropecuaria de
Minas Gerais (LFDA-MG).

Na identificagdo de microrganismos
pelo algoritmo do MALDI Biotyper™
foram utilizados os seguintes valores de
escore: de 2,300 a 3,000, para identifi-
cacao confiavel de espécie; de 2,000 a
2,299, para identificagdo confiavel de
género e provavel identificacdo de es-
pécie; de 1,700 a 1,999, para provavel
identificacdo de género; menor do que
1,700, em que nao ha identificagdo con-
fiavel de género ou espécie.

Para o MSP da cepa 86/19 foram pro-
cessados 30 espectros de massas, ob-
tidos de amostras de cultivos realizados

em dias diferentes, cujos critérios de se-
lecao foram: i) primeiro resultado de iden-
tificagdo (escore mais alto) sendo MSP
de B. mallei e ii) valor de escore maior do
que 2,000. A lista de 70 sinais m/z com
frequéncia maior do que 50% foi utilizada
para a geragéo do MSP da cepa 86/19, de
modo a representar o espectro consenso
a ser assumido como referéncia.

A andlise em dendrograma foi produzi-
da utilizando-se os parametros padrao do
programa com modificagdes, com a me-
dida de distancia determinada por correla-
¢ao, ligacao por peso, orientada por escore
e valor limite de escore para microrganismo
= 1200. Para controle no dendrograma foi
utilizado o MSP de Lautropia mirabilis, dis-
ponivel no banco de referéncias da Bruker,
como grupo externo representando outro
género da familia Burkholderiaceae.

Resultados e

discussao

Acepa 86/19 foi analisada por MALDI-
TOF e o resultado da identificacao apos
MALDI Biotyper™ esta apresentado
na Tabela 1. Observa-se que somente
apos a inclusdo do MSP da cepa 86/19
ao banco é que os valores de escore
resultam acima de 2,300 (colunas som-
breadas em verde), ou seja, consistente
com identificagdo confiavel em nivel de
espécie. Esse resultado foi observado
para todos os espectros de massas da
cepa 86/19 analisados (n=30), conforme
esperado, indicando que a insergéo do
MSP da cepa B. mallei 86/19 possibilita
a identificagcao confiavel para B. mallei.



Convém ressaltar que B. pseudo-
mallei foi frequentemente observado
como segundo MSP listado, ou seja,
antes da insercdo do MSP de 86/19 ao
banco e com escore geralmente abaixo
de 2,300 (Tabela 1). Esse resultado ndo
€ inesperado, pois B. mallei e B. pseu-
domallei possuem muitas proteinas
idénticas e sdo espécies bastante se-
melhantes quanto ao perfil de proteinas
em MALDI-TOF (KARGER et al., 2012).

Essa observacao reforca a importan-
cia do controle necessario durante a
identificacdo e cultivo dessas espécies
bacterianas. E importante salientar
também que nao estdo disponiveis da-
dos de sequenciamento genémico, por
exemplo, para as amostras originais
de B. mallei e B. pseudomallei do RKI
e LFDA-MG, ao contrario da cepa B.
mallei 86/19 aqui analisada.



9
Tabela 1. Identificacdo de B. mallei por MALDI Biotyper™, antes e apds insergdo do MSP da
cepa 86/19 ao banco de referéncias.

Amostra da 1° MSP listado, de Escore 2° MSP listado, segunda Escore
cepa 86/19 maior similaridade > 2,300 maior similaridade <2,3
07/07 B. mallei 86/19 2,501 B. pseudomallei 2356 2,039
B. mallei 86/19 2,527 B. mallei 010 2,101
B. mallei 86/19 2,502 B. pseudomallei 2356 2,062
P2BM B. mallei 86/19 2,395 B. pseudomallei 2356 2,058
B. mallei 86/19 2,327 B. pseudomallei 2356 2,001
B. mallei 86/19 2,602 B. pseudomallei RKI 2,083
AS B. mallei 86/19 2,524 B. pseudomallei RKI 2,143
B. mallei 86/19 2,502 B. pseudomallei RKI 2,105
B. mallei 86/19 2,492 B. pseudomallei 2356 2,069
B2F B. mallei 86/19 2,568 B. mallei Ore 2,067
B. mallei 86/19 2,566 B. mallei Ore 2,114
B2M B. mallei 86/19 2,342 B. mallei Ore 2,051
B. mallei 86/19 2,565 B. pseudomallei RKI 2,246
B. mallei 86/19 2,614 B. pseudomallei RKI 2,245
B4F B. mallei 86/19 2,536 B. mallei Flash 2,108
B. mallei 86/19 2,558 B. pseudomallei RKI 2,252
B. mallei 86/19 2,581 B. pseudomallei RKI 2,337
B. mallei 86/19 2,577 B. mallei Ore 2,089
BaM B. mallei 86/19 2,619 B. mallei Ore 2,197
B. mallei 86/19 2,514 B. pseudomallei RKI 2,229
M15 B. mallei 86/19 2,508 B. pseudomallei RKI 2,113
B. mallei 86/19 2,584 B. pseudomallei RKI 2,246
M16 B. mallei 86/19 2,338 B. mallei 176 2,056
B. mallei 86/19 2,518 B. pseudomallei RKI 2,273
M2-11 B. mallei 86/19 2,56 B. mallei Ore 2,101
B. mallei 86/19 2,55 B. pseudomallei RKI 2,163
M4-14 B. mallei 86/19 2,343 B. mallei ATCC 23344 RKI 2,066
M7-18 B. mallei 86/19 2,547 B. mallei Flash 2,18
B. mallei 86/19 2,588 B. mallei Ore 2,216
M8-19 B. mallei 86/19 2,509 B. mallei Flash 2,26

B. mallei 86/19 - MSP gerado neste estudo, descrito na se¢do de Materiais e Métodos;

B. mallei ATCC 23344 RKIl e B. pseudomallei RKI - MSPs gerados como descrito por VERBISCK e cols. (2020) utilizando-se
espectros de massas de acesso aberto do RKI - Robert Koch Institute, Berlim, Alemanha (LASCH et al., 2016);

B. mallei 010, 176, Ore e Flash e B. pseudomallei 2356 — espectros de massas e MSPs gerados conforme descrito
(VERBISCK et al., 2020), a partir de cepas de casos clinicos de mormo, isoladas no LFDA-MG — Laboratério Federal de
Defesa Agropecuaria de Minas Gerais, Brasil.
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Com o objetivo de caracterizar o
MSP da cepa 86/19 de B. mallei foi
realizada analise comparativa por den-
drograma com os MSPs disponiveis no
banco para B. mallei e B. pseudomallei
(Figura 1). Conforme esperado, todos os
MSPs para as espécies B. mallei e B.
pseudomallei sdo observados no mes-
mo cluster, separados do grupo externo
L. mirabilis. Pode-se verificar na Figura
1 que o MSP da cepa 86/19 de B. mallei
situou-se em um grupo proprio, com
alguma distancia das clades formadas
pelos MSPs de B. mallei e B. pseudo-
mallei do RKI (azul) e do LFDA-MG
(vermelho). Esse resultado indica que o
MSP da cepa 86/19 apresenta relativa
distadncia ou variabilidade no perfil de

proteinas quando comparado com os
MSPs do RKI e LFDA-MG. Sabe-se que
amostras originadas em diferentes lo-
cais podem apresentar variabilidade no
perfil de proteinas (DHIEB et al., 2015;
ROTHEN et al., 2019; BRIDEL et al.,
2020; GIRAUD-GATINEAU et al., 2021),
que pode néo ter sido ainda observada
ou relatada por MALDI-TOF quando o
numero de MSPs do banco, disponiveis
para a espécie, € pequeno, como & este
0 caso para B. mallei. Por outro lado, os
resultados sugerem também que B. mal-
lei pode apresentar variagdo fenotipica
em nivel de cepas, a exemplo de outras
espécies bacterianas para as quais isso
ja foi observado por MALDI-TOF, confor-
me revisto por SANDRIN e cols. (2013).

Stenotrophomonas maltophilia DSM 21874

Lautropia mirabilis DSM 113627
Burkholderia pseudomallei RKI
Burkhaolderia mallei ATCC 23344 RKI
Burkholderia mallei 86/19

Burkholderia pseudomallei 835

Burkholderia pseudomallei 2356
Burkholderia mallei ATCC 15310

Burkholderia mallei 017

Burkholderia mallei Flash

Burkholderia mallei Ore

{Elurkholderia mallei 176
Burkholderia mallei 010

1 1 1 1 1 1 1
1000 900 800 70O GO0 500 400
Distancia

1 1 1
300 200 100

Figura 1. Dendrograma de similaridade do MSP da cepa B. mallei 86/19 frente aos demais
MSPs de B. mallei e B. pseudomallei disponiveis no banco de MSPs da Embrapa Gado de
Corte. Em azul a clade com os MSPs obtidos a partir de espectros de massas do RKI, Berlim,
Alemanha (LASCH et al., 2016). Em vermelho as clades dos MSPs dos isolados clinicos B.
pseudomallei e B. mallei do LFDA-MG (VERBISCK et al., 2020). O MSP de Lautropia mirabilis,
representando outro género da familia Burkholderiaceae, foi utilizado como grupo externo.



Na andlise de dendrograma foi
incluido ainda o MSP para a espécie
Stenotrophomonas maltophilia, Gram
negativa, assim como B. mallei, porém
pertencente a outra classe de bacté-
rias (Gammaproteobacteria, familia
Xanthomonadaceae), relativamente dis-
tante taxonomicamente. O motivo dessa
inclusdo foi o achado de que isolados
dessa espécie foram frequentemente
detectados como contaminantes durante
isolamento de B. mallei a partir de casos
clinicos suspeitos de mormo (dados nao
mostrados). A partir da Figura 1 é possi-
vel notar que os perfis de proteinas de
B. mallei e S. maltophilia sao bastante
distintos, conforme esperado, indicando
que MALDI-TOF pode ser utilizado para
monitorar o processo de isolamento de

B. mallei por cultivo microbioldgico.

Em conjunto estes resultados indi-
cam que o MSP da cepa B. mallei 86/19
pode ser utilizado para a identificacao
de B. mallei por espectrometria de mas-
sas 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).

Paralelamente, os dados obtidos
neste estudo para identificagdo de B.
mallei refletem a importancia de utilizar
amostras de microrganismos com o0s
genomas sequenciados e, de prefe-
réncia, cultivados localmente, para
que nado haja duvida de identificagéo
no MALDI Biotyper™. Por outro lado,
a andlise de mais amostras, de outras
cepas de B. mallei e B. pseudomallei, é

1"

interessante e necessaria para aumen-
tar cada vez mais a robustez das ana-
lises e a confiabilidade dos resultados
de identificagdo com espectrometria de
massas MALDI-TOF.

Conclusoes

A obtencdo do espectro de refe-
réncia - MSP - para a cepa 86/19 de
Burkholderia mallei possibilitou avango
na identificacdo da espécie bacteriana
causadora de mormo, por meio de es-
pectrometria de massas MALDI-TOF,
uma vez que: i) a cepa esta disponivel
para cultivo localmente; ii) teve o seu
genoma sequenciado para afastar qual-
quer duvida de identidade genotipica
e taxondmica; iii) o perfil de proteinas
foi validado frente a outros MSPs das
espécies B. mallei e B. pseudomallei.
Entretanto, a certificacdo desta meto-
dologia dependera da analise e carac-
terizacdo de mais amostras de isolados
clinicos de B. mallei e B. pseudomallei.
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