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RESUMO: A espectrometria de massas tem cada vez mais se tornado uma importante ferramenta analitica dentro da
biologia. Nos tultimos anos, essa ferramenta tem sido utilizada na identificac@o e classificacdo de microorganismos.
Neste trabalho, nds mostramos como a espectrometria de massas é aplicada na microbiologia através dos principios
tedricos, da metodologia e as vantagens e desvantagens da técnica.

Palavras chave: identifica¢do de microorganismos, espectrometria de massas

ABSTRACT: Mass spectrometry has become an important analytical tool in biology. Recently, this tool has been used
in classification and identification of microorganisms. In this paper, we show how the mass spectrometry is applied to

the microbiology through theoretical principles, methodology, advantages and difficulties.
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O Encontro da Microbiologia com a Espectrometria de Massas

Os seres humanos, animais e plantas estdo e sempre estiveram em contato com 0S
microorganismos. Essa relacdo e a possibilidade da existéncia de entidades vivas invisiveis
ao olho humano sendo a causa de doengas infecciosas sdo suspeitas desde a Antiguidade.
Os microorganismos eram uma preocupacdo ao homem devido a suspeita de serem os
causadores de doencas contagiosas, putrefacdo de alimentos, bebidas, intoxicacdes e
devastacdes de plantacdes. Em virtude desta preocupacdo, a histéria da microbiologia teve
seus primeiros relatos ja por volta de 1546 com Girolamo Fracastorius com a publicagcdo do
livro “de contagione et contagionis” em uma época em que se acreditava que as doencgas
eram consideradas castigo divino (FRACASTORIUS, 1546). Essa mentalidade perdurou
até que foram realizadas as primeiras observagdes de “microbios” por Robert Hooke e
Antoni van Leewenhoek em meados dos 1680. A partir desta época, a microbiologia
continuou a evoluir, porém muito lentamente em relacdo as outras ciéncias bioldgicas
passando pelos experimentos com variola realizados por Edward Jenner por volta de 1796 e
chegando a meados do século XIX. Neste momento, a microbiologia comecou a apresentar
um verdadeiro avanco devido ao desenvolvimento de microscopios de alta qualidade
juntamente com técnicas de esterilizacdo, cultivo de microorganismos e técnicas
citologicas. Nessa época é que surgiram grandes nomes da Microbiologia como o francés
Louis Pasteur e o alemiao Robert Koch (PELCZAR et al., 1996). Deste momento em diante,
a Microbiologia deixou de ser meramente descritiva e comecou a se desenvolver nas mais
diversas areas cientificas fazendo a historia da microbiologia nos ultimos 160 anos ser
repleta de acontecimentos marcantes com o envolvimento de grandes pesquisadores
(http://www.microbeworld.org). Ambas as descobertas nos auxiliam até os dias atuais no
diagndstico, tratamento e prevencdo de doengas relacionadas aos microorganismos, seja na
area humana ou veterindria, seja na prospeccdo de microorganismos com aplicacdes no
ramo alimenticio, ambiental ou industrial. Em conjunto, essas descobertas sdo a base de
todas as técnicas de identificacdo que sdo utilizadas até o momento e também a referéncia

para que demais pesquisadores prossigam no desenvolvimento de novas técnicas e
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resultados que possam esclarecer questdes ainda ndo respondidas. Sobretudo, questdes que
possam ser aplicadas e tteis a toda populagdo mundial.

Para esclarecer algum fato ou aplicacdo cujo ocorra o envolvimento de
microorganismos, primeiro € necessdrio conhecé-lo ou pelo menos classifici-lo. Em
principio, as técnicas para a classificacdo e identificacdo de microorganismos devem seguir
alguns aspectos gerais tais como uma capacidade de identificacdo universal, ter um baixo
custo de operacdo, apresentar um rapido processo de transferéncia de informacdes,
propiciar o compartilhamento das informacdes através de bancos de dados que devem ser
acessiveis e passiveis de atualizacdes regularmente e possibilitar a identificacdo de
diferentes fontes.

Uma variedade de procedimentos laboratoriais satisfaz as condi¢cdes mencionadas
acima e pode ser utilizada na classificacdo taxondmica e na identificacdo de bactérias. Em
laboratdrios clinicos, estes métodos englobam a andlise morfoldgica das colonias, coloragdo
de Gram, exame microscOpico € vdrios testes bioquimicos e fisiologicos, sejam eles
manuais ou automatizados. No entanto, como tais testes bioquimicos dependem de
processos metabdlicos do microorganismo, o crescimento bacteriano e longos periodos de
incubagdo sdo necessdrios e acabam sendo limitantes na liberacdo dos resultados. Além
disso, muitas vezes estes resultados podem ser inconclusivos. Em adi¢do a tais métodos,
ainda pode-se utilizar de ferramentas de biologia molecular como a amplificacdo de
determinados genes por PCR (reacdo em cadeia da polimerase), ensaios imunoldgicos
como ELISA (enzyme linked imunosorbent assay), API (Analytical Profile Index),
sequenciamento do RNA ribossomal da subunidade 16 S e marcadores fenotipicos. Porém,
estas ultimas técnicas sdo relativamente complicadas, de maior custo e ndo se adaptam bem
arotina e a demanda do nimero de amostras de laboratdrios clinicos.

Atualmente, novas técnicas de identificacdo e classificacdo de microorganismos
estdo surgindo na tentativa de agilizar os resultados, diminuir os custos e chegar a
identificacdes mais detalhadas que métodos convencionais ainda ndo respondem. Uma
destas técnicas € a Espectrometria de Massas (EM), uma ferramenta ja bastante utilizada
pela fisica e pela quimica. A base tedrica da EM ja foi estabelecida ao longo de um século

de estudos (BRIFFITH et al., 2008) e diferente da microbiologia, sua histéria € mais
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recente € muito mais resumida com somente alguns poucos nomes citados ao longo de sua
trajetoria. Os principios da espectrometria de massas surgiram com J.J Thomson (Nobel de
Fisica - 1906) durante experimentos com a transmissdo de eletricidade através de gases € o
desvio de raios catddicos por campos eletromagnéticos (DAHAL, 1997). O primeiro
espectrometro de massas foi criado somente em 1922 por F. Aston (Nobel de Quimica —
1922) e a técnica s6 ganhou maior dimensdo devido a Segunda Guerra Mundial e ao
Projeto Manhatan, na corrida pela obten¢do de armas nucleares por enriquecimento de
is6topos. Até por volta de 1940, os fisicos dominaram a técnica tentando resolver questoes
de natureza fundamental do d&tomo. A partir deste periodo € que a ferramenta comegou a ser
utilizada na andlise de moléculas organicas, tanto que em 1980, este tipo de andlise ja era
uma rotina. Porém, a andlise de moléculas de peso molecular mais elevado ndo era possivel
devido a decomposicao dessas moléculas pelo forte processo de ionizagao.

A primeira tentativa na classificacdo de microorganismos foi realizada em 1975
(Anhalf, er al.,1975). No entanto, foi por volta dos anos 80 que técnicas mais brandas de
ionizagdo, como MALDI-TOF (matrix assisted lazer desorption/ionization — time of flight)
e ESI (electronspray ionization), permitiram a andlise de moléculas de peso molecular
elevado a exemplo de proteinas, carboidratos e &dcidos nucléicos sem a decomposicdo
desses analitos (FENN, 2002; KARAS, 1985; TANAKA, 1988). Em consequéncia disto, a
espectrometria de massas tornou-se uma ferramenta extremamente utilizada dentro da
biologia em estudos de protedmica, caracterizacdo de biomoléculas, entre outras. Nesse
sentido, a EM comecou a ser aplicada na microbiologia e como conseqiiéncia, alguns
trabalhos foram realizados na tentativa de obter espectros de massa de bactérias e assim
classificar e identificar microorganismos (CLAYDON et al., 1996; DEMIREV et al., 1999;
EDWARDS-JONES et al., 2000; FENSELAU et al., 2001; HETTICK et al., 2004; RUPF et
al., 2005). Entretanto, nos dltimos cinco anos € que a técnica tornou-se disponivel para o
uso na microbiologia deixando de ser dominio apenas de especialistas em espectrometria de

massas.

Principios Tedricos da Espectrometria de Massas
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A espectrometria de massas € uma técnica utilizada no estudo das massas de
atomos, moléculas ou fragmentos de moléculas. De uma forma geral, a espectrometria de
massas baseia-se em propriedades fisicas do analito de forma a determinar a relacdo entre a
massa e a carga (m/z) de espécies ionizadas em fase gasosa (AEBERSOLD et al., 2003).
Uma vez que a espectrometria de massas mede a relagdo entre massa e carga, um
espectrometro de massas engloba uma fonte de ionizacdo para a obtencdo de ions, um
analisador de massas, o qual separa os fons formados, um detector desses ions e um
sistema de aquisicdo dos dados. Em geral, as fontes de ionizacdo mais comumente
empregadas sdo ESI (Electronspray Ionization) e MALDI (Matrix Assisted Lazer
Desorption Ionization) e os analizadores sdao os quadrupolos, ion-traps, time of flight
(TOF), Fourier-transform ion cyclotron resonance (FT-ICR), orbitrap, entre outros (GLISH,
et al.,, 2003). Atualmente, sdo comercialmente disponiveis dezenas de espectrometros de
massas com diversas combinacdes de fontes e analisadores distribuidos por vérias
empresas. No entanto, na idenficacdo e classificacdo de microorganismos, o que mais se
tem utilizado sdo espectrometros do tipo MALDI-TOF.

A traducdo que mais esclarece a sigla MALDI seria processo de ionizagdo por
dessorcdo a laser assistida por matriz, ou seja, a matriz € um acido organico (Figura 1) a
qual fornece um proton para o processo de ionizagdo da amostra. Ao mesmo tempo, tem a
capacidade de absorver a energia emitida por um laser (light amplification stimulated
energy radiation) e desencadear um processo de dessor¢cdo, o que possibilita a passagem da
amostra em estado sélido para o estado gasoso. Ja a sigla TOF (Time of Flight) caracteriza
o tempo de vOo da amostra ionizada em um tubo de vicuo até que esta atinja o detector
(TANAKA et al., 1988). Em resumo, uma vez ionizada e dessorvida, a amostra € acelerada
por um campo elétrico dentro de um tubo de véicuo, separada em funcdo da sua massa

molecular e sua carga e assim, tem-se a medida da relagcdo massa/carga (Figura 2).
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Figura 1: Estrutura quimica de duas matrizes comumente utilizadas. (A) 4cido a-ciano-cinaminico e (B)
acido sinapinico.
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Figura 2: Figura esquemadtica de um espectrometro de massas MALDI-TOF. A amostra é depositada sobre
uma placa juntamente com a solugdo de matriz (circulos pretos menores) ocasionando a ioniza¢do da amostra.
Em seguida, a placa é colocada no interior do equipamento onde fica alinhada com um tubo de vacuo. O laser
dispara pulsos de luz que sdo absorvidos pela matriz provocando o processo de dessor¢do da matriz e da
amostra. A amostra na fase gasosa e ionizada (representada por circulos com o simbolo +) € acelerada por um
campo elétrico em um tubo de vacuo onde sdo separadas em fungdo da relacdo massa/carga. O tempo (tempo
de vdo) que a amostra leva para percorrer a distincia entre a placa e o detector é proporcional a massa
molecular, de forma que as moléculas menores chegam mais rapido ao detector. H4 uma transducéo de sinal e
o espectro de massas é gerado de acordo com a massa das moléculas que estdo presentes na amostra.

A Espectrometria de Massas aplicada a Microbiologia

Com os conceitos tedricos apresentados, qualquer amostra independente da origem,
serd submetida a0 mesmo processo de ionizagdo, separacdo e deteccao por MALDI-TOF. A
EM aplicada na identificacdo de microorganismos analisa a bactéria como uma mistura de

biomoléculas como proteinas, carboidratos, lipidios, DNA, RNA, entre outros, as quais
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apresentam massas moleculares diferentes, ou seja, uma grande quantidade de moléculas é
detectada simultaneamente. Essa mistura de moléculas vai gerar um espectro de massas que
€ caracteristica de cada espécie. Desta forma, diferentes microorganismos apresentam
diferentes espectros de massa (figura 3) e ainda, um mesmo microorganismo relativamente

apresenta o mesmo perfil de espectro de massas independente da condi¢do de cultivo.
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Figura 3: Espectro de massas de Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Aeromonas caviae. O eixo x
representa a relacdo massa/carga (daltons) das proteinas encontradas para os diferentes microorganismos e o
eixo y representa intensidade relativa. Os nimeros acima de cada pico representam a massa de cada proteina
encontrada.

Diante destas caracteristicas, empresas do ramo da espectrometria de massas
montaram bancos de dados, que permanecem em constantes atualizacdes, contendo
espectros de massas de bactérias (HETTICK et al; SHAW et al.; 2004). Um destes bancos é
comercializado pela empresa Bruker Daltonics (Bremen, Alemanha) com o nome de
BIOTYPER. Outro banco, nomeado SARAMIS ¢é comercializado pela Shimadzu
Corporation (Téquio, Japao). A confiabilidade destes bancos ja estd comprovada por
publicacdes de alto impacto que t€ém comparado a espectrometria de massas com outras
ferramentas ja utilizadas na identificacdo de microorganismos (CHERKAOUI et al., 2010;
EIGNER et al., 2009; SENG et al.; 2009; VAN VEEN et al.; 2010). De um modo geral,

estas publicagdes demonstraram que quando se comparou MALDI-TOF com provas

bioquimicas automatizadas ou outros métodos, sejam em andlises intra ou inter-
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laboratdrios, a acurdcia obtida foi entre 98 e 99% para as espécies analisadas (SAUER et

al.; Bizzini et al.; 2010).

As vantagens e desvantagens da aplicacao

A utilizagdo de MALDI-TOF € considerada revoluciondria na identificacdo de
microorganismos € uma das vantagens € a possibilidade de se utilizar células intactas de
microorganismos que podem ser retiradas diretamente das colOnias crescidas em placas de
cultivo. A utilizacdo de células intactas para espectrometria de massa (também designada
ICM-MS, intact cell MALDI-TOF) produz um espectro de proteinas tipicas de cada espécie,
0 que funciona como uma impressao digital (“fingerprinting”), que pode ser comparado aos
espectros previamente identificados e depositados em banco de dados (CLAYDON et al.,
1996; WALKER et al., 2002; VARGHA et al., 2006). O tempo de andlise da amostra apds
o crescimento em placa é de cerca de 30 segundos enquanto que em outras metodologias
esse tempo pode ser de horas e até dias. Sugerimos uma consulta a pagina
http://www.bdal.com/MALDIBiotyper onde hi um video explicativo da tecnologia. Ha
ainda protocolos para a andlise direta de urina e hemocultura sem prévio isolamento ou
cultivo em outros meios acarretando um ganho de horas entre o diagndstico e o inicio do

tratamento.

Assim, MALDI-TOF tem apresentado grande aplicacdo em laboratdrios de andlises
clinicas tanto que ja é amplamente utilizada em laboratdérios clinicos da Europa e nos
Estados Unidos, ja estd em processo de liberacio pelo FDA (Food and Drug
Administration). Certamente terd também aplicabilidade no ambito ambiental, alimenticio e
industrial, ou seja, serd util a qualquer setor que exija controle microbiolégico e que os
resultados confidveis sejam requeridos em curtos espagos de tempo (MARVIN et al., 2003;
HSIEH et al., 2008). Esta metodologia apresenta inlimeras vantagens, como 0 baixo custo,
necessita de quantidades muito pequenas de material bioldgico e pode ser aplicada em larga
escala. Estudos de comparagdo mostraram que o custo, levando em conta material

consumivel, saldrios e depreciacdo do aparato em 5 anos, pode ser 25% quando comparado
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a outras metodologias e o custo de andlise, sem considerar custo equipamento € mio de
obra, sai na ordem de centavos (SENG et al., 2009; CHERKAQUI et al., 2010). Além dos
itens mencionados acima, os espectrometros de massa necessitam somente de instalagdo
elétrica e hoje, com as exigéncias ambientais e a sustentabilidade, ndo gera nenhum tipo de
residuo propiciando assim uma facil implementacdo nos laboratdrios.

Diferentemente de outras tecnologias nas quais os equipamentos sdo utilizados
exclusivamente com uma finalidade, o espectrometro de massas pode ser aproveitado para
demais estudos nos quais algumas perguntas possam ser respondidas pela EM como
protedmica, imagem por massa, seqiienciamento de proteinas, identificacdo de drogas e etc.
Ainda, similarmente ao agrupamento em seqiienciamentos de 16S, o perfil protéico pode
ser submetido a andlises de “cluster” resultando na classificacdo taxonomica das diferentes
espécies conforme o espectro de massa.

Uma das desvantagens desta tecnologia, ¢ que a andlise é dependente de bancos de
dados que sdo disponiveis somente comercialmente e as entradas atuais sdo essencialmente
de isolados clinicos o que ndo é agraddvel para quem para quem trabalha com isolados
ambientais. No entanto, hd a possibilidade da criacdo de bancos proprios com a variedade
infinita de isolados sem a necessidade da licenca destes bancos. Outra desvantagem ¢é
quanto a dificuldade de andlise de microorganismos com parede espessa como no caso de
alguns fungos filamentosos e micobactérias e por fim, quanto a testes de resisténcia, pois 0s
resultados mostram qual o microorganismos, mas ainda ndo permitem obter o perfil de

resisténcia aos antibidticos.

O preparo da amostra

Os métodos de identificacio de microorganismos por espectrometria de massas
descritos na literatura baseiam-se ou na detec¢do de peptideos e proteinas, ou na detec¢cdo
de acidos nucléicos. Métodos na tentativa de se utilizar dcidos graxos ou agucares nao se

mostraram tao eficiente.

A metodologia em foco baseia-se no perfil de proteinas extraidas da bactéria inteira.
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No entanto, estudos ja mostraram que a maioria das proteinas cujo sinal € detectado, é de
origem ribossomal, mas podem eventualmente, aparecer proteinas que possivelmente estdo
presentes em maior abundancia (RYZHOV et al, 2001). Diversas moléculas estdo
presentes na amostra e sdo analizadas pelo espectrometro de massas, porém a quantidade de
proteinas ribossomais € tdo maior diante dos outros analitos, que estas acabam mascarando
o sinal dos demais analitos. No caso de proteinas ribossomais, a abundancia € explicada
pelo nimero de ribossomos. Por exemplo, uma Escherichia coli em fase de duplicacdo
pode apresentar cerca de 20.000 ribossomos o que reflete 25% do peso seco dessa bactéria,
sendo que 65% do ribossomo € composto por RNA ribossomal e 35% por proteinas. A
subunidade 30S é composta por cerca de 21 proteinas e a subunidade 50S por cerca de 34
proteinas. Essas proteinas sdo bastante conservadas geneticamente € tem como funcdo,
auxiliar na conformacgdo tridimensional do ribossomo de forma que este exerca sua funcao
(COOPER, 2002).

Para a determinacdo dos espectros, o organismo pode ser cultivado em diferentes
meios de cultura (inespecifico, seletivo, rico, pobre, liquido, s6lido) e o preparo da placa de
MALDI-TOF pode ser realizado de duas formas: a primeira pela transferéncia direta de
uma colonia da bactéria para uma placa de andlise do equipamento e na segunda, por um
processo de extracdo de proteinas através de um protocolo que utiliza etanol e &cido
férmico. Estas duas op¢des s@o as mais comumente utilizadas embora se tenha protocolos
para algumas situacOes particulares como a formagdo de esporos (FREIWALD, et. al.,
2009), analise direta de hemoculturas (LA SCOLA et al., 2009; PROD’HOM et al., 2010;
STEVENSON et al., 2010) e de urina (BOROVSKAYA et al., 2009). Uma vez preparada a
amostra, o espectro de massas € gerado de acordo com o perfil protéico da bactéria e este
pode ser utilizado na identificacdo a nivel de género, espécie e em alguns casos

subespécies, comparando-o com perfis depositados em bancos de dados (Esquema 1).
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Esquema 1: Visdo geral da metodologia empregada na identificagdo de microorganismos por espectrometria
de massas.

Consideracoes Finais

A utilizacdo da espectrometria de massas em laboratorios clinicos e de pesquisa em
paises europeus ja é uma realidade. No Brasil, o primeiro espectrometro de massas com
esta aplicacdo foi instalado em 2010 e esta ferramenta ja estd sendo utilizada por alguns
grupos de pesquisa (PASCON et al., 2011). Em laboratorios clinicos, a instalagdo desses
equipamentos é somente uma questdo de tempo devido a regulamentacdo da metodologia
pela ANVISA. Para quem estd envolvido no ensino de Microbiologia, aconselhamos a
pensar em incluir este topico nas disciplinas relativas ao tema na tentativa de ja preparar os
profissionais que irdo se deparar com esta metodologia.

A técnica apresenta inimeras vantagens e certamente se tornard a primeira escolha na
identificagdo de microorganismos. Porém, ela ndo atuard sozinha necessitando ainda das
ferramentas que os microbiologistas dispdem em seus laboratérios. Ainda, por mais
confidvel e rdpida que seja a técnica, o aval final sempre serd do microbiologista, o qual é
insubstituivel. Em adi¢@o, diante da agilidade dos resultados e da diminui¢cdo dos custos,
sem duvida quem mais se beneficia é o paciente, o qual depende do resultado e de
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melhorias na drea microbioldgica.
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