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Comparagao de resultados de identificagdo de leveduras utilizando
espectrometria de massas MALDI-TOF e biologia molecular

Bruna Carla Agustini', Gildo Almeida da Silva?

A superficie da uva madura abriga uma ampla diversidade de microrganismos
que podem contribuir com a composicao do vinho. A identificagdo da microbiota
da uva se reveste de importancia, pois espécies ndao-Saccharomyces podem ser
empregadas em co-cultivo de forma a aumentar a complexidade do vinho.
Avangos tecnoldgicos possibilitaram o uso de testes moleculares para uso
rotineiro na identificacdo em detrimento dos testes bioquimicos, e mais,
permitiram o uso de equipamentos analiticos a realizar o perfil proteico dos
microrganismos. O objetivo deste trabalho foi comparar os resultados de
identificagdo obtidos por espectrometria de massas MALDI-TOF com os
resultados de biologia molecular utilizando PCR-RFLP da regido ITS. Trinta e
trés leveduras presentes na colegdo do Centro Nacional de Pesquisa de Uva e
Vinho (CNPUV) foram submetidas a extragéo proteica previamente a insergao no
espectrometro de massas. Foram ainda submetidas a extragdo do material
genético para amplificagéo da regido ITS e o amplicon foi submetido a restrigdo
com as enzimas Cfol, Haelll e Hinf. Com o uso do MALDI-TOF EM, 20
leveduras foram identificadas como Sacch. cerevisiae. Destas, duas obtiveram
resultados confirmando apenas o género e ndo a espécie em questao. Dentre as
20 leveduras identificadas, sete foram escolhidas de forma aleatéria e
confirmadas pela biologia molecular como sendo realmente Sacch. cerevisiae.
Quanto as demais leveduras nao identificadas pelo MALDI-TOF EM (n=13), a
técnica de biologia molecular conseguiu identificar trés delas como
Hanseniaspora uvarum, seis como Sacch. cerevisiae, trés como sendo
possivelmente Issatchenkia terricola e uma sem identificagdo por problemas na
amplificagdo. A agilidade na identificagcdo (<60s/amostra) aliada a 61% de
identificacao das espécies testadas revelam a potencialidade do MALDI-TOF EM
neste campo de aplicagcdo. A auséncia de identificagdo das demais leveduras
(39%) aponta a necessidade da adicdo de espectros referentes a
microrganismos que nao constam na biblioteca do equipamento. Técnicas
alternativas de preparo da amostra devem ser investigadas para aumentar o
nimero e a qualidade dos ions gerados, melhorando a qualidade de alguns
espectros e a porcentagem de identificagao.
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