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RESUMO 

 

O MALDI-TOF MS, Espectrometria de Massa de Tempo de Voo por Ionização de Dessorção 

a Laser Assistida por Matriz, é uma técnica muito utilizada na Microbiologia Clínica para 

identificar patógenos, principalmente, em amostras de sangue, já que seu uso permite 

resultados de forma mais rápida, possibilitando o tratamento e diagnóstico corretos do 

paciente. Estudos vêm sendo feitos para expandir os tipos de amostras que possam ser 

analisadas pelo MALDI-TOF quanto a sua composição microbiana, como urina, líquido 

cefalorraquidiano e leite. Entretanto, em algumas, o MALDI-TOF ainda requer o cultivo 

prévio dos microrganismos para que possam então serem analisados. Para otimizar o tempo 

de liberação dos resultados, pesquisadores têm testado diversos protocolos de forma a 

identificar os patógenos diretamente das amostras, pulando a etapa de isolamento dos 

microrganismos em placa. Isso favorece resultados ainda mais rápidos, resultando em melhor 

prognóstico dos pacientes. Todavia, para amostras de leite, existem estudos sobre a 

identificação de microrganismos previamente isolados pelo MALDI-TOF e raros sobre 

identificação direta da amostra. Diante disso, o presente estudo buscou desenvolver uma 

metodologia para a identificação direta de microrganismos em amostras de leite UHT pelo 

MALDI-TOF baseada em uma metodologia de identificação direta de amostras de sangue já 

publicada e, também, determinar a sensibilidade diagnóstica do MALDI-TOF. Para isso, uma 

amostra de leite UHT foi contaminada separadamente com nove cepas bacterianas: 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enteroccocus faecium, Enterococcus 

faecalis, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter 

aerogenes e Pseudomonas aeruginosa. Foram utilizadas 3 metodologias diferentes entre si. 

As metodologias 1 e 2 consistiram em tratar as amostras previamente com saponina a 5%, 

seguida de uma extração com ácido fórmico e acetonitrila, porém foi utilizado leite 

semidesnatado no método 1 e leite desnatado no 2. No método 3, as amostras foram tratadas 

previamente com saponina a 5%, seguido por extração com isopropanol a 75% e extração 

com etanol etílico absoluto a 75%, ácido fórmico e acetonitrila. Nenhum dos 3 métodos 

obtiveram resultados de identificação por MALDI-TOF, impossibilitando também, neste caso, 

a determinação da sensibilidade diagnóstica para esse tipo de amostras. Supõe-se que a não 

identificação das amostras seja devido à composição complexa do leite, contendo lipídios que 

não foram solubilizados e removidos pelos métodos de extração. Acredita-se também que as 

proteínas do leite se sobrepuseram às proteínas das bactérias, impedindo sua detecção. Resta 

então, desenvolver um protocolo utilizando outro reagente para remover as proteínas e 

lipídeos do leite para que seja possível a identificação dos microrganismos diretamente do 

leite pelo MALDI-TOF. 

 

Palavras-chave: MALDI-TOF; espectrometria de massa; identificação bacteriana; leite; 

bactérias. 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

MALDI-TOF, Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight Mass 

Spectrometry, is a technique widely used in Clinical Microbiology to identify pathogens, 

mainly in blood samples, as its use allows results faster, enabling the correct treatment and 

diagnosis of the patient. Studies have been carried out to expand the types of samples that can 

be analyzed by MALDI-TOF regarding their microbial composition, such as urine, 

cerebrospinal fluid and milk. However, in some, MALDI-TOF still requires the prior 

cultivation of microorganisms so that they can then be analyzed. To optimize the time it takes 

to release the results, researchers have been testing several protocols in order to identify 

pathogens directly from the samples, skipping the stage of isolating microorganisms on a 

plate. This favors even faster results, resulting in a better prognosis for patients. However, for 

milk samples, there are studies on the identification of microorganisms previously isolated by 

MALDI-TOF and rare on direct identification of the sample. Therefore, the present study 

sought to develop a methodology for the direct identification of microorganisms in UHT milk 

samples by MALDI-TOF based on a methodology for direct identification of blood samples 

already published and also to determine the diagnostic sensitivity of MALDI-TOF. For this, a 

sample of UHT milk was separately contaminated with nine bacterial strains: Staphylococcus 

aureus, Staphylococcus epidermidis, Enteroccocus faecium, Enterococcus faecalis, 

Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes 

and Pseudomonas aeruginosa. Three different methodologies were used. Methods 1 and 2 

consisted of pre-treating the samples with 5% saponin, followed by extraction with formic 

acid and acetonitrile, but semi-skimmed milk was used in method 1 and skimmed milk in 

method 2. In method 3, the samples were pre-treated with 5% saponin, followed by extraction 

with 75% isopropanol and extraction with 75% absolute ethyl ethanol, formic acid and 

acetonitrile. None of the 3 methods obtained identification results by MALDI-TOF, also 

making it impossible, in this case, to determine the diagnostic sensitivity for this type of 

samples. It is assumed that the non-identification of the samples is due to the complex 

composition of the milk, containing lipids that were not solubilized and removed by the 

extraction methods. It is also believed that milk proteins overlapped the bacteria's proteins, 

preventing their detection. It remains then to develop a protocol using another reagent to 

remove proteins and lipids from milk so that it is possible to identify microorganisms directly 

from milk by MALDI-TOF. 

 

Keywords: MALDI-TOF; mass spectrometry; bacterial identification; milk; bacteria.
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1 INTRODUÇÃO COMPREENSIVA 

 

1.1 MALDI-TOF MS 

 

Para realizar a identificação de microrganismos, existem muitas técnicas já 

desenvolvidas e utilizadas baseadas na proteômica, no sequenciamento de genes 16S rRNA e 

18S rRNA, métodos imunológicos como Hibridização Fluorescente in situ (FISH), PCR 

(reação em cadeia da polimerase) em tempo Real e Multiplex- PCR, ensaio de Amplificação 

Isotérmica Mediada por Loop (LAMP) e ensaio metagenômico. Além desses, têm-se os 

métodos convencionais: cultura em meios microbiológicos e identificação por testes 

bioquímicos (SINGHAL et al., 2015). 

Entretanto, devido a limitações dessas técnicas para a caracterização e a diferenciação 

do proteoma microbiano, como alto custo, processo demorado e banco de dados reduzido, era 

necessário um método mais eficaz e veloz (SINGHAL et al., 2015). A espectrometria de 

massas tem sido utilizada na química por muitos anos, porém, em 1975, Anhalt e Fenselau 

sugeriram realizar a identificação e caracterização bacteriana por essa técnica (CROXATTO; 

PROD’HOM; GREUB, 2012). Então, foi desenvolvida a identificação microbiana usando a 

cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS). Logo, estudos sobre uso de padrões 

de pico de espectrometria de massa para se analisar o perfil bacterianos começaram a ganhar 

destaque no meio científico (TSUCHIDA; UMEMURA; NAKAYAMA, 2020). 

Em 1988, a dessorção a laser suave foi desenvolvida por Koichi Tanaka, esta permite a 

ionização de proteínas sem destruí-las (TSUCHIDA; UMEMURA; NAKAYAMA, 2020). 

Assim, com a evolução da ionização suave e com o desenvolvimento do método de ionização 

por electrospray (ESI-MS) por B. Fenn, finalmente, em 1995, tornou-se possível desenvolver 

uma nova ferramenta de espectrometria de massas para detecção de microrganismos a partir 

de um padrão proteico, o MALDI-TOF MS: Espectrometria de Massa de Tempo de Voo por 

Ionização de Dessorção a Laser Assistida por Matriz, do inglês, Matrix Associated Laser 

Desorption-Ionization – Time of Flight Mass Espectrometry (BARBERINO et al. 2017, 

FERREIRA, 2019). 

Esse método é capaz de identificar bactérias (de forma precisa em nível de gênero e 

espécie), fungos e vírus da amostra em questão de uma forma mais rápida, precisa, fácil e 

econômica que os métodos convencionais, podendo complementar e até substituir essas 
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técnicas convencionais de identificação de cepas bacterianas e fúngicas (CROXATTO; 

PROD’HOM; GREUB, 2012; DE CAROLIS et al., 2014).  

Para a identificação de microrganismos pelo MALDI-TOF existem os métodos 

preparatórios por transferência direta (utilizando colônia bacteriana) e por extração de 

proteínas, utilizando células intactas ou extratos de células. Este último método é indicado 

para aqueles microrganismos que oferecem mais riscos ou apresentam dificuldades para lisar 

a parede celular, sendo a transferência direta o método mais fácil e indicado para a 

microbiologia clínica. Após a semeadura e o crescimento do microrganismo em uma placa de 

cultura, uma pequena quantidade da amostra é transferida para um spot (poço) da placa de 

metal própria do equipamento e se adiciona a matriz (PATEL, 2015). O método de extração 

se baseia em tratar uma pequena quantidade da amostra com etanol etílico absoluto e água 

Milli-Q seguido de extração das proteínas pelo ácido fórmico 70% e acetonitrila; após esse 

processo, um pequeno volume dessa amostra tratada será colocado na placa de metal, para, 

por fim, adicionar-se a matriz (TSUCHIDA; UMEMURA; NAKAYAMA, 2020).  

A matriz utilizada, ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (HCCA), é composta por uma 

solução de acetonitrila e ácido trifluoracético, e por absorver a energia do laser, permite a 

ionização da amostra fornecendo prótons. Nos dois métodos – transferência direta e extração, 

após se adicionar a matriz no spot da placa, ela será cristalizada depois de secar junto com a 

amostra. A placa então é colocada na câmara de ionização do espectrômetro de massa e é lida 

pelo equipamento por meio da irradiação do laser, que ioniza as proteínas do microrganismo 

(SENG et al., 2009; PATEL, 2015; TSUCHIDA; UMEMURA; NAKAYAMA, 2020). 

Assim, os spots contendo a mistura de amostra com a matriz serão atingidos por um 

laser que dessorverá e ionizará essas moléculas na forma gasosa. Essas moléculas ionizadas 

vaporizadas, por sua vez, serão aceleradas em um capo eletrostático e lançadas pelo tubo de 

vácuo em direção ao detector. Os íons menores alcançam o detector mais rapidamente que os 

íons maiores. Desse modo, a intensidade do sinal será traduzida em picos, fornecendo o 

espectro de massa característico (uma impressão digital de cada microrganismo); portanto, 

espectro de massa representa o número de íons que atingem o detector ao longo do tempo. 

Cada espectro de massa é caracterizado pela razão massa-carga (m/z), mas, normalmente, a 

carga é única nessa aplicação (os íons têm carga única), logo a diferenciação é feita pelo peso 

molecular (CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012; PATEL, 2015).  

 Os picos desses espectros correspondem a proteínas ribossomais, proteínas de ligação 

a DNA e proteínas de choque frio (CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012; TSUCHIDA; 

UMEMURA; NAKAYAMA, 2020). O MALDI-TOF utiliza uma faixa de massa m/z de 2 a 
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20 kDa, que é normalmente o padrão característico das proteínas ribossômicas mais 

abundantes (DE CAROLIS et al., 2014; SINGHAL et al., 2015). Os bancos de dados do 

MALDI-TOF incluem os principais microrganismos patogênicos, assim o espectro obtido 

será comparado com padrões já estabelecidos para, por fim, identificar o microrganismo, pois 

cada padrão espectral é específico e característico para cada um (FERREIRA et al., 2010; DE 

CAROLIS et al., 2014; TSUCHIDA; UMEMURA; NAKAYAMA, 2020).  

Segundo a empresa Bruker (2021), além de proteínas, o MALDI-TOF pode detectar 

outros analitos, como polímeros, oligonucleotídeos e peptídeos. Portanto, com essa nova 

tecnologia, o processo de identificação microbiano pôde ser encurtado em cerca de 1 dia, 

sendo vantajoso em comparação com os métodos convencionais (TSUCHIDA; UMEMURA; 

NAKAYAMA, 2020). 

Desde o seu desenvolvimento até o momento, novas técnicas e novos protocolos vem 

sendo produzidos para aprimorar a capacidade de detecção do MALDI-TOF. Por isso, é uma 

tecnologia estendida para várias finalidades, como, para a tipagem de cepas, detecção e 

controle microbiológico de água e alimentos, classificação taxonômica, auxilia na detecção de 

resistência a antibióticos, identificação de microrganismos no sangue, na urina e no líquido 

cefalorraquidiano, além de identificar agentes utilizados em guerra biológica (SEGAWA et 

al., 2014; SINGHAL et al., 2015). Um exemplo de aplicações do MALDI-TOF é a detecção 

de adulteração em alimentos, como misturas de óleo de oliva e óleo de soja e para a 

determinação dos níveis de leite de vaca em queijos do tipo feta (BRUKER, 2021).  

O MALDI-TOF também é capaz de identificar fungos filamentosos e dermatófitos 

com exatidão (CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012). Logo, é uma tecnologia com 

aplicações em muitas áreas emergentes no campo da microbiologia, gerando uma grande 

expectativa entre os microbiologistas para novas aplicações (SINGHAL et al., 2015).  

Existem dois sistemas com seus próprios bancos de dados que são utilizados para a 

identificação bacteriana baseados em MALDI-TOF MS: o MALDI Biotyper (Bruker 

Daltonics) e o VITEK ® MS (bioMérieux). Esses dois sistemas têm algumas diferenças como 

suas bases de dados, construção dos algoritmos de diagnósticos e modo de apresentação de 

dados, porém, os princípios analíticos de ambos são similares (TSUCHIDA; UMEMURA; 

NAKAYAMA, 2020).  

O sistema Bruker é o mais estudado em publicações (PATEL, 2015).  Ele transforma o 

espectro dos microrganismos em picos, que são comparados com picos dos organismos de 

referência em seu banco de dados. Uma pontuação em log é gerada, de 0 a 3. Pontuações 

acima ou igual a 2 são consideradas identificações confiáveis a nível de gênero e provável 
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espécie. Pontuações entre 2.0 e 1.7 indicam resultado confiável apenas a nível de gênero. E 

abaixo de 1.7 indica que não foi possível a identificação confiável (TSUCHIDA; 

UMEMURA; NAKAYAMA, 2020).  

Apesar disso, o MALDI-TOF possui algumas limitações: banco de dados ainda 

reduzido, sendo necessária uma atualização constante de sua biblioteca de referência, além do 

alto custo para obter o equipamento. Entretanto, em alguns casos, como na microbiologia 

clínica as vantagens superam as dificuldades do equipamento. Sua capacidade de detecção 

microbiana rápida e eficaz é fundamental para o uso clínico (CROXATTO; PROD’HOM; 

GREUB, 2012; DE CAROLIS et al., 2014). 

  

1.2 ANÁLISES DIRETAS PELO MALDI-TOF  

 

1.2.1 Amostras de Sangue  

 

Sepse é uma soma de manifestações graves sistêmicas causadas por infecção. A 

doença é a causa responsável por 25% da ocupação de leitos em Unidades de Terapia 

Intensiva (UTIs) e a mortalidade chega a 65% no Brasil (ILAS, 2021). Esse quadro leva a 

falência de múltiplos órgãos, podendo causar o falecimento dos pacientes, sendo as infecções 

sanguíneas umas das maiores responsáveis pelos casos de óbitos em hospitalizados. Por isso, 

é uma das principais causas de morbidade e mortalidade hospitalar tardia no mundo todo (19 

milhões de casos são notificados por ano), superando o infarto do miocárdio e o câncer 

(BARBERINO et al., 2017).   

Essa alta mortalidade ocorre principalmente nos pacientes de terapia intensiva em que 

não houve uma rápida aplicação da terapia antimicrobiana (BARBERINO et al., 2017). Esse 

atraso no tratamento ocorre devido a prática usual, que é extensa e trabalhosa, nos 

laboratórios clínicos para o manejo de pacientes suspeitos de infecção na corrente sanguínea: 

cultura de sangue, seguido por coloração de Gram, subcultura, identificação e teste de 

suscetibilidade antimicrobiana (SAFFERT et al., 2012). Por isso, devido a urgência desses 

casos, é necessário um manejo ágil, com uma detecção rápida do patógeno causador da 

infecção para que se possa prontamente aplicar a terapia mais eficaz, já que o atraso em 

aplicar o tratamento a cada hora, nesses casos de sepse, está relacionado à diminuição da 

sobrevida de quase 8% dos pacientes (MARCH-ROSSELLÓ et al., 2013).  

Na clínica, os microrganismos são classificados pela hemocultura, o padrão-ouro, 

testes bioquímicos e metabólicos, e, dependendo do microrganismo, pode levar entre 24 a 48 
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horas ou então semanas para a identificação do patógeno (PASTERNAK, 2012; DE 

CAROLIS et al., 2014). Isso contribui para o atraso no diagnóstico e no tratamento do 

paciente, podendo causar a morte dele, já que muitas vezes os pacientes acabam sendo 

tratados com o antibiótico inadequado. Os laboratórios de microbiologia clínica demandam 

técnicas de identificação microbiana precisas, baratas, rápidas e confiáveis para que assim a 

terapia antimicrobiana seja aplicada o quanto antes (SINGHAL et al., 2015).  

Por isso, devido à demora entre a coleta das amostras e a disponibilização dos 

resultados das hemoculturas e visando reduzir a mortalidade, métodos de biologia molecular 

foram desenvolvidos, como o teste baseado em sonda (PNA-FISH) e PCR, sendo alguns 

inseridos nas rotinas laboratoriais (DE CAROLIS et al., 2014; BARBERINO et al., 2017).  

No cotidiano dos laboratórios, as amostras clínicas são desenvolvidas em meio de 

cultura para que se possa isolar em colônias os microrganismos. Esses patógenos são 

analisados pelas suas colônias, coloração de Gram, quantidade de microrganismos e 

informações clínicas do paciente. Após esse procedimento, os microrganismos podem ser 

identificados pelo MALDI-TOF (TSUCHIDA; UMEMURA; NAKAYAMA, 2020). 

Assim, o MALDI-TOF incluído na rotina dos laboratórios de microbiologia clínica 

auxiliou e agilizou esse processo, liberando resultados em menos de uma hora (CROXATTO; 

PROD’HOM; GREUB, 2012). Entretanto, o padrão-ouro utilizado nos laboratórios continua 

sendo a hemocultura para os casos de infecções da corrente sanguínea, sendo necessário o 

cultivo do material para que possa, por fim, ser lido pelo equipamento. Todo esse processo até 

o laudo final leva em torno de 18 a 24 horas, e mesmo sendo otimizado com o MALDI-TOF, 

ainda é vital para alguns pacientes a redução do tempo para um melhor prognóstico 

(BARBERINO et al., 2017; PROD’HOM et al., 2020).   

Por isso, pesquisas vêm sendo feitas com o propósito de encurtar esse processo de 

identificação de amostras clínicas (sangue, urina, líquido cefalorraquidiano) pelo MALDI-

TOF através de uma identificação direta, ou seja, sem realizar a cultura dos microrganismos.   

A identificação de bactérias diretamente de amostras de sangue positivas, ou seja, de 

frascos de hemocultura (cultura de garrafa de sangue), no entanto, é mais desafiadora devido a 

interferência analítica. Os componentes celulares, proteínas e cristais podem interferir nos 

espectros do MALDI-TOF e divergir dos espectros característicos dos microrganismos 

cultivados em meio de cultura sólido, reduzindo a qualidade dos resultados. Logo, esses 

componentes devem ser retirados ou reduzidos antes da análise do equipamento (SAFFERT et 

al., 2012; MARCH-ROSSELLÓ et al., 2013).  
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Dessa forma, são necessárias etapas de pré-tratamento para separar as células 

bacterianas dos componentes interferentes. Existem alguns métodos de purificação para 

preparar as amostras para serem analisadas pelo MALDI-TOF, tais como, centrifugação 

diferencial, separadores de soro, pré-incubação em meio vendido e indução da lise celular 

tratando a amostra com detergente, dodecilsulfato de sódio (SDS), saponina, Tween 80, 

cloreto de amônio e protocolos comerciais: kit SepsiTyper® da Bruker (Bruker Daltonics), o 

kit de hemocultura VITEK ® MS (bioMérieux) e o kit BACpro ® II (Nittobo Medical Co., 

Tóquio, Japão) (MARCH-ROSSELLÓ et al., 2013; TSUCHIDA; UMEMURA; 

NAKAYAMA, 2020). O kit SepsiTyper® produz resultados com taxas de identificação 

precisas, com limite de detecção de 5,9 X 10⁵ UFC, porém seu uso é limitado devido ao seu 

alto custo (DE CAROLIS et al. 2014; CHIEN et al., 2016). 

Na literatura podem ser encontradas algumas técnicas visando esse objetivo, com 

resultados promissores. Para a identificação de bactérias em caldos de hemocultura positivos, 

Moussaoui et al. (2010) testaram um novo protocolo baseado em tubos de coleta com géis 

separadores com algumas etapas adicionais de centrifugação e lavagens. No total, foram 503 

amostras analisadas e 532 microrganismos identificados, sendo 89,66% de identificações 

corretas pelo MALDI-TOF. 95,22% das amostras monomicrobianas foram identificadas 

corretamente em nível de espécie e foi identificada pelo menos uma das espécies presentes na 

maioria das amostras polimicrobianas (80,9%). Sendo assim, esse protocolo produz resultados 

favoráveis, auxiliando no encurtamento do tempo para identificação de bactérias isoladas de 

hemoculturas, reduzindo os custos para o diagnóstico e também auxiliando na escolha do 

tratamento com antimicrobiano.  

Altun et al. (2015) realizaram a identificação rápida de bactérias de frascos de 

hemoculturas positivos pelo MALDI-TOF após incubá-las em meio sólido por 2,5 e 5,5h. Ao 

comparar com os métodos convencionais, se observou que as taxas de identificação na 

incubação por 5,5h se equiparam com os resultados obtidos pela identificação direta por 

frascos de hemocultura. Esse estudo, de no total 515 amostras, identificou com precisão 300 

isolados em 2,5h e 424 isolados em 5,5h. Sendo assim, esse método de identificação após 

cultura de curto prazo se mostrou benéfico para a identificação de microrganismos em frascos 

de hemocultura que tenham crescimento monomicrobiano, pois é um método confiável, 

rápido e fácil e não requer reagentes ou kits extras e etapas adicionais. Apenas, possui a 

limitação de que não foi testado para amostras polimicrobianas.  

No estudo de Prod’hom et al. (2020) foi desenvolvida uma técnica utilizando cloreto 

de amônio para lisar as hemácias a fim de preparar um pellet bacteriano das hemoculturas 
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positivas para que possa ser analisado pelo MALDI-TOF. O trabalho obteve 78,7% de 

identificações dos pellets, sendo 96 identificações de 122 no total de hemoculturas positivas. 

Das 96 identificações, 95 estavam corretas a nível de espécie e 1 estava correta somente a 

nível de gênero, sendo que nenhum dos resultados obtidos pelas análises do MALDI-TOF 

discordaram com a identificação pelos métodos convencionais. Em vista disso, esse método 

com cloreto de amônio é vantajoso para reduzir o tempo e custo das identificações dos 

agentes etiológicos de infecções da corrente sanguínea. Entretanto, são necessários mais 

estudos para aprimorar a técnica e confirmar os resultados com mais cepas.  

Zhou et al. (2017) desenvolveram um protocolo interno em que há etapas de lavagem 

com SDS e o uso de gel separador para a identificação direta de microrganismos de caldos de 

hemoculturas positivos, porém utilizando grânulos de vidro para bactérias e utilizando 

Tween-20 para leveduras. O estudo, então, comparou os resultados obtidos nas análises 

utilizando o protocolo do kit SepsiTyper® com os resultados obtidos do protocolo interno, 

sendo os resultados comparáveis entre as duas técnicas. O método interno, embora seja mais 

trabalhoso e demorado, atingiu resultados precisos em nível de espécie (88,7%) e gênero 

(3,9%) em todas as amostras de caldo de hemocultura monomicrobianas, porém teve melhor 

desempenho para as bactérias Gram negativas (92,8%) do que para Gram positivas (82,4%). 

Também esse novo protocolo obteve identificação precisa para anaeróbios (80%) e leveduras 

(90%). Nos casos de amostras polimicrobianas (foram 17 de 301 amostras no total) foram 

identificadas corretamente apenas uma única espécie presente no modo Padrão e duas 

espécies no modo Mixed (em 52,9% das amostras). Embora o trabalho mostre estes resultados 

e seja um método eficaz, é uma técnica mais demorada que a do kit SepsiTyper® e são 

necessários mais estudos utilizando amostras clínicas. 

Saffert et al. (2012) avaliaram três métodos de preparação a respeito de seu potencial 

de identificação correta das amostras de caldos de hemoculturas por identificação direta pelo 

MALDI-TOF: centrifugação diferencial, 10% de SDS e o kit SepsiTyper®. Apesar dos 

valores de corte terem sido reduzidos para melhorar a porcentagem de identificação desses 

métodos preparatórios, seus resultados são positivos: 65% de identificações corretas para o 

gênero e 43% para espécie quando realizada a centrifugação diferencial. Para os métodos SDS 

e SepsiTyper®, foram 76% de identificações corretas a nível de gênero e 49% para SDS e 

54% para SepsiTyper® a nível de espécie.  Um ponto negativo para o estudo seria a limitação 

na identificação direta de amostras polimicrobianas, pois só foram identificados pelo MALDI-

TOF apenas 1 de 2 microrganismos de cada amostra. Sendo assim, não houve nenhuma 

diferença significativa estatisticamente na atuação dos 3 métodos preparatórios, porém, 
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quando o microrganismo era Staphylococcus aureus, as etapas com SDS e o kit SepsiTyper® 

obtiveram uma melhor identificação que a centrifugação diferencial. Diante disso, pode-se 

sugerir que usando a lise química na preparação facilita a identificação direta de caldos de 

hemocultura pelo MALDI-TOF.  

Em vista de substituir o kit SepsiTyper® devido ao seu alto custo e identificar 

diretamente amostras de caldo de hemocultura positivas, alguns estudos desenvolveram 

protocolos baseados na solução de lise de saponina também. As saponinas são glicosídeos 

encontrados em plantas e têm a capacidade de atuar de forma hemolítica, moluscicida, 

antifúngica/antilevedura, antiviral, antiparasítico, anti-inflamatório e citotóxico/antitumoral 

(WYKOWSKI, 2012). A saponina então solubiliza as células sanguíneas, não afetando as 

membranas dos microrganismos (FERRONI et al., 2010).  

O estudo de Barberino et al. (2017) desenvolveram um método capaz de identificar 

bactérias e fungos de levedura diretamente de frascos de hemoculturas positivas por 

espectrometria de massa (MALDI-TOF pelo sistema VITEK MS) aprimorando um protocolo 

interno, obtendo resultados em menos de duas horas. Utilizando a saponina a 2% como 

solução de lise, esse protocolo conseguiu identificar corretamente 84% dos microrganismos a 

nível de espécie, sendo identificadas corretamente 93,43% das bactérias Gram-negativas e 

78,85% das bactérias Gram-positivas. Após uma comparação desses resultados com os 

resultados de métodos convencionais (microrganismo isolado em meio sólido), se concluiu 

que o estudo produziu resultados confiáveis e precisos utilizando o MALDI-TOF, sendo um 

método de sucesso, fácil e rápido. 

Martiny, Dediste e Vandenber (2012) também buscaram substituir o kit SepsiTyper® 

avaliando o desempenho analítico e prático de um método interno, adaptado de protocolos 

anteriores baseando-se em uma solução de lise de saponina a 5%. Seu método interno possui 

algumas modificações em comparação a estudos anteriores, como reagentes utilizados e 

centrifugação, e a necessidade de uma etapa de extração. Esse protocolo produziu 86,4% de 

identificação de gênero correta e 73,7% de identificação de espécie correta; porém utilizou 

pontos de cortes abaixo do usual recomendado pelo manual do equipamento. Ao comparar 

seus resultados com os resultados do kit SepsiTyper®, apresentou 78% para identificação 

correta de gênero e 68,4% para identificação correta de espécie. Portanto, esse método 

desenvolvido produziu resultados semelhantes ao kit já oferecido no mercado; além disso, o 

método interno é mais barato, cerca de dez vezes mais, e reduz o tempo de resposta em 20 

minutos quando comparado ao método comercial. 
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Também utilizando a saponina como base para extração, tem-se o estudo de Chien et 

al. (2016), que desenvolveram um método interno de extração para avaliar o desempenho do 

MALDI-TOF para a identificação de bactérias e fungos diretamente de frascos de 

hemoculturas positivas. Baseando-se em um protocolo já descrito, foi utilizada uma solução 

de saponina a 5% com pequenas alterações (centrifugação e adição de etapa de extração com 

ácido fórmico). Quando comparados com os resultados dos testes convencionais, seus 

resultados foram 89,9% e 73,1% de identificação em nível de gênero e espécie, 

respectivamente. No entanto, a pontuação de confiança para leveduras foi menor que a 

pontuação das bactérias; por isso, são necessários alguns ajustes nesse procedimento de 

extração de proteínas para uma melhor taxa de identificação quando leveduras são analisadas.  

Já no estudo de Ferroni et al. (2010), que também utilizou um protocolo com saponina 

porém com algumas pequenas alterações (etapas de lavagens, reagentes utilizados e seus 

respectivos volumes, e diferenças na etapa de extração) obteve 91% de identificação confiável 

a nível de espécie, 5% a nível de gênero e 2% a nível de família, em um tempo considerável 

(20 minutos), nas amostras contaminadas experimentalmente; em apenas 2% das amostras 

não foram identificados o microrganismo. Nas hemoculturas de pacientes, esse protocolo 

obteve uma identificação em 98% do total de amostras. O método foi capaz de promover 

resultados confiáveis e rápidos. Entretanto, houve dificuldades para a identificação de mais de 

uma bactéria quando eram hemoculturas mistas de pacientes e também os espectros obtidos 

das hemoculturas eram inferiores aos obtidos pelo método padrão. 

Diante do exposto, nota-se que esses estudos para o desenvolvimento de métodos 

preparatórios para leitura e análise pelo MALDI-TOF de caldos de hemoculturas positivos 

possuem várias limitações e necessitam de aprimoramentos. Por exemplo, a identificação de 

amostras polimicrobianas, não conseguem identificar nenhum dos patógenos ou identificam 

apenas um, e, as identificações são melhores em amostras Gram-negativas do que em Gram-

positivas devido a estrutura da parede celular das Gram-positivas (TSUCHIDA; UMEMURA; 

NAKAYAMA, 2020). Ademais, são necessários mais estudos para que se possa de fato 

inserir na rotina laboratorial clínica esses novos protocolos.  

  

1.2.2 Amostras de Urina  

 

As infecções do trato urinário são as infecções bacterianas mais comuns, 

principalmente em mulheres. Além do desenvolvimento desses novos protocolos de 

identificação direta pelo MALDI-TOF para amostras sanguíneas, também estão sendo 



18 
 

testadas novas técnicas para amostras de urina. Assim como o manejo rápido com antibióticos 

adequados para pacientes com sepse é crucial para um bom prognóstico, para aqueles que 

sofrem com cistite também é necessário um tratamento correto e o mais específico para o 

microrganismo causador da infecção (OROS et al., 2020). 

Porém, ainda, os métodos de cultura de urina são utilizados para identificação de 

microrganismos, sendo o padrão-ouro, já que por meio da urocultura se pode quantificar e 

identificar as espécies patogênicas (FERREIRA et al., 2010). Normalmente, a urocultura leva 

em torno de 18 a 48 horas para identificar os microrganismos. Ainda, para o teste de 

sensibilidade aos antimicrobianos são necessárias mais 18 a 24 horas (LI et al., 2019). Porém, 

estudos mostraram que a identificação para esse tipo de amostra necessita de uma carga 

bacteriana acima de 10⁵ UFC/mL (DE CAROLIS et al., 2014). 

À vista disso, Li et al. (2019) realizaram a análise pelo MALDI-TOF sem o cultivo 

prévio de amostras de urinas positivas seguindo protocolos baseados em centrifugação 

diferencial e lavagens do pellet. Obteve-se 86,42% de identificações corretas em 1 hora em 

amostras com um único microrganismo. O estudo apresentou algumas limitações como as 

identificações das bactérias Gram-negativas que foram melhores que Gram-positivas e o 

método foi mais efetivo em amostras que continham apenas um microrganismo. 

Ferreira et al. (2010) desenvolveram um protocolo para identificação de 

microrganismos em urina também baseado em centrifugação diferencial e lavagens do pellet 

porém com algumas diferenças do estudo anterior (como tempo de centrifugação, etapas de 

lavagem e etapa de extração). Obteve-se 91,8% de identificações corretas a nível de espécie e 

92,7% a nível de gênero. Além disso, apresentou resultados melhores para microrganismos 

Gram-negativos. 

 

1.2.3 Culturas Mistas  

 

As infecções de corrente sanguíneas podem ser causadas por mais de um 

microrganismo. Normalmente, nesses casos de culturas polimicrobianas, as bactérias devem 

ser isoladas em cultura pura antes da análise; contudo, isso aumenta o tempo necessário para 

concluir o diagnóstico. Por isso, há estudos que buscam a identificação de microrganismos 

diretamente de amostras polimicrobianas pelo MALDI-TOF sem o isolamento em culturas 

puras, o que é particularmente difícil (FLORIO et al., 2019). 
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Zhang, Smart e Sandrin (2015) aplicaram um biomarcador e um coeficiente de 

similaridade já utilizados na identificação de bactérias individuais em culturas puras e 

misturas simples para a caracterização de amostras polimicrobianas pelo MALDI-TOF. 

Embora com resultados promissores, é necessário otimizar a técnica para caracterizar 

rapidamente misturas bacterianas complexas. 

Almuhayawi et al. (2020) analisaram o desempenho do MALDI-TOF na identificação 

direta de amostras polimicrobianas de frascos de hemocultura por meio da utilização de um 

método interno com saponina e compararam com os resultados do método FilmArray. O 

MALDI-TOF obteve apenas 27,8% de identificações dos isolados, detectando somente um 

dos microrganismos na maioria das amostras. Assim, o MALDI-TOF não obteve resultados 

satisfatórios e apresentou limitações para esse tipo de amostras. 

Scohy et al. (2018) realizaram a identificação direta de hemoculturas polimicrobianas 

pelo kit SepsiTyper®. O estudo identificou completamente 34,3% dos frascos de hemocultura 

testados, detectando em mais da metade das amostras um dos microrganismos presentes nos 

frascos. No entanto, são necessários mais estudos para aperfeiçoar a técnica. 

Outro exemplo para a identificação de culturas polimicrobianas pelo MALDI-TOF é o 

trabalho de Florio et al. (2019), baseado pelo crescimento de curta duração em cultura em 

meio líquido seletivo, a partir de microrganismos recuperados de hemoculturas positivas 

polimicrobianas pela identificação por MALDI-TOF MS. Esse método identificou 

corretamente 86% das bactérias presentes nas hemoculturas com dois organismos, fornecendo 

resultados 24 horas antes dos métodos convencionais. 

Devido às dificuldades encontradas e diante dos resultados já existentes na literatura, 

são necessários estudos mais aprimorados para se desenvolver uma metodologia que possa 

identificar diretamente amostras com mais de um microrganismo. Assim, o uso do MALDI-

TOF na clínica poderá ser expandido e auxiliar os profissionais da saúde do diagnóstico e 

tratamento de seus pacientes. 

 

1.2.4 Outras Aplicações do MALDI-TOF 

 

O MALDI-TOF também pode facilitar a detecção de mecanismos de resistência a 

antibióticos e realizar a tipagem bacteriana, como foi relatado por Nix et al. (2020). Seu 

trabalho investigou um novo método para acelerar ainda mais o diagnóstico de sepse pela 

identificação de resistência à meticilina, sendo também mais econômico; porém, é um método 

recentemente desenvolvido e por isso necessita de padronização, requerendo mais pesquisas.  
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Também o MALDI-TOF pode ser útil na identificação bacteriana do líquido 

cefalorraquidiano. Segawa et al. (2014) demonstraram que o MALDI-TOF pode ser utilizado 

para a detecção direta de microrganismos causadores de meningite bacteriana, pois sua 

identificação obteve uma pontuação confiável (acima de 2,0, correspondendo ao nível de 

espécie). No entanto, os autores destacam que a baixa carga bacteriana e o volume pequeno de 

amostra podem dificultar o uso dessa técnica nesse tipo de amostra. As revisões de Sánchez et 

al. (2019) e de De Carolis et al. (2014) demonstram esse impacto do MALDI-TOF nas 

técnicas de detecção de microrganismos, principalmente na saúde pública. Além disso, sua 

capacidade de rápida detecção de mecanismos de resistência o torna útil para monitorar a 

epidemiologia de patógenos resistentes ou virulentos para uma rápida contenção de surtos. 

 

1.3 MICROBIOTA E PATÓGENOS DO LEITE BOVINO 

A Instrução Normativa–51, da Secretaria de Agricultura e Abastecimento-

Coordenadoria de Defesa Agropecuária do Estado de São Paulo (2002), define leite como 

“[...] o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condições de higiene, de vacas 

sadias, bem alimentadas e descansadas”.  

O leite é uma mistura composta por água, lactose, gorduras, proteínas e minerais 

(OLIVEIRA et al., 2010; BARREIRO, 2015). A quantidade desses componentes pode variar, 

principalmente a fração de gordura. Assim, o leite é uma mistura nutritiva e complexa, tendo 

grande importância na alimentação (DIAS, 2007; MENEZES et al., 2014). O leite está 

presente em grande quantidade no dia a dia dos brasileiros, seja o leite em si ou nos seus 

derivados. O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de leite (BRASIL, 2021). Assim, a 

produção, a venda e o consumo do leite bovino têm impacto na agropecuária, na economia, 

saúde e outras áreas da população brasileira (BARREIRO, 2015).  

A qualidade e as propriedades do leite são afetadas por algumas condições, como, 

saúde, alimentação e manejo dos animais, qualidade da mão-de-obra e manejo adequado dos 

equipamentos (desde durante a ordenha, a refrigeração e até o transporte). Tais fatores podem 

alterar a composição, sabor, cheiro e viscosidade do leite e contribuir com a presença de 

microrganismos indesejáveis. (DIAS, 2007; PINHEIRO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010; 

BARREIRO, 2015).  Isso pode causar surtos alimentares acarretando em prejuízos 

econômicos. Além disso, a presença de microrganismos no leite também é favorecida pela sua 

composição nutritiva. Por isso, técnicas de controle microbiológico e de qualidade do leite são 

importantes para preservar a saúde do consumidor (MENEZES et al., 2014). 
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O leite ao ser secretado é estéril, porém ao ser retirado pode se contaminar com 

microrganismos da própria glândula mamária, pelo manuseio de quem está fazendo a 

ordenha, durante o armazenamento e de fontes ambientais. Durante a ordenha, o leite pode ser 

contaminado com bactérias Gram-positivas como Micrococcus spp., Corynebacterium spp. e 

de Streptococcus spp. A microbiota contaminante do leite é composta por bactérias que se 

multiplicam no leite sob refrigeração (Pseudomonas, Enterococcus, Lactococcus, 

Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Microbacterium, Propionobacterium, 

Micrococcus, Proteus, Bacillus e Listeria) e também coliformes fecais (MENEZES et al., 

2014). 

Também Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Escherichia, Edwardsiella, Citrobacter, 

Salmonella, Shigella, Proteus, Yersinia, Clostridium, Acinetobacter, Alcaligenes, 

Flavobacterium, Aeromonas, Arthrobacter, Corynebacterium, Brevibacterium e 

Propionibacterium afetam a qualidade do leite e muitos desses microrganismos podem levar a 

doenças nos consumidores. Essas bactérias podem ser transmitidas pelo leite aos seres 

humanos causando doenças zoonóticas como difteria, yersiniose, salmonelose, brucelose, 

micobacteriose, febre Q, colibacilose, campilobacteriose e listeriose (MENEZES et al., 2014).  

Além de zoonoses, esses microrganismos no leite causam doenças nas vacas que 

alteram a qualidade e características do leite. Por exemplo, Staphylococcus aureus, 

Streptocccus agalactiae, Streptococcus dysgalactiaee, Corynebacterium, Streptococcus 

uberis, Escherichia coli, Klebsiella sp., Mycoplasma bovis e estafilococos coagulase negativa 

causam mastite, uma inflamação da glândula mamária sendo na maioria das vezes subclínica. 

Essa doença causa muitos prejuízos econômicos ao produtor e à indústria, pois devido à 

inflamação provocada, há um aumento das células somáticas resultando em alterações de 

composição do leite, reduzindo a qualidade do alimento (BARREIRO, 2015). 

 

1.4 IDENTIFICAÇÃO DIRETA DE AMOSTRAS POSITIVAS DE LEITE PELO MALDI-

TOF 

 

Devido aos prejuízos econômicos e na saúde dos consumidores e dos animais, é 

imprescindível um controle dessas doenças, pois afetam as vacas e, por conseguinte, afetam o 

leite produzido por elas (DIAS, 2007; MENEZES et al., 2014). 

A identificação das bactérias no leite ainda se baseia nos testes fenotípicos que levam 

mais tempo para produzir resultados. Esses testes também apresentam outras dificuldades, 

como, algumas estirpes dentro de espécies de bactérias podem levar a falsos resultados in 
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vitro por terem pequenas diferenças bioquímicas. Ainda, a expressão de algumas propriedades 

fenotípicas é dependente de mudanças nas condições ambientais, como o pH e temperatura. 

Devido a essa subjetividade nesses testes, tem se buscado técnicas moleculares e proteômicas 

de identificação bacteriana (RODRIGUES, 2016). 

Sabendo-se disso, além do uso para diagnóstico clínico, o MALDI-TOF auxiliou na 

detecção e identificação de microrganismos, especificamente, causadores de mastite bovina 

em amostras de leite por meio de colônias isoladas após cultura delas (BARREIRO, 2015). 

Nos casos de mastite, a técnica de identificação pelo MALDI-TOF pode ser útil no controle 

de adulteração do leite e seus derivados por meio da identificação de proteínas alteradas e de 

microrganismos que causam a sua deterioração (RODRIGUES, 2016). 

Wilson et al. (2019) compararam a identificação de isolados microbianos de amostras 

de leite após cultura em placas de ágar em 3 métodos, testes bioquímicos, MALDI-TOF MS e 

análise de sequência de genoma parcial de rRNA 16S. Seus resultados indicam alta 

concordância de identificação para os 3 métodos, sendo concordância maior entre os 

resultados do MALDI-TOF e análise de 16S rRNA. Portanto, para controlar a qualidade do 

leite e da saúde do úbere, os 3 métodos podem ser utilizados para identificar bactérias isoladas 

do leite. Jahan et al. (2021) avaliaram a concordância da identificação de bactérias isoladas de 

amostras de leite pelo MALDI-TOF e pelo sequenciamento do gene 16S rDNA. Os resultados 

demonstraram que há concordância entre os dois métodos, sendo 98% a nível de gênero e 

74% de concordância a nível de espécie. Assim, o estudo confirmou que o MALDI-TOF 

possui alto nível de precisão para identificação de microrganismos comuns causadores de 

mastite bovina, podendo substituir os métodos usuais de identificação em amostras de leite 

cru. 

No entanto, como citado anteriormente, as análises pelo MALDI-TOF requerem o 

cultivo microbiológico das amostras, sendo essa uma etapa demorada para microrganismos 

causadores de mastite: em torno de 5 a 7 dias para cultivo e assim, obter resultados. Dito isso, 

testar e desenvolver metodologias que possam analisar e identificar diretamente amostras de 

leite, ou seja, pulando a etapa de cultivo dos patógenos, facilitaria e aceleraria a caracterização 

bacteriana precisa, contribuindo para o manejo rápido e controle de doenças (BARREIRO et 

al., 2010). 

Por isso, o estudo de Barreiro (2015) teve como objetivo avaliar a identificação das 

bactérias causadoras de mastite de amostras de leite contaminadas experimentalmente pelo 

MALDI-TOF, sem a etapa de cultura microbiológica. Utilizando o kit SepsiTyper®, o estudo 

conseguiu identificar todas as cepas testadas pelo MALDI-TOF diretamente do leite, porém 



23 
 

com contagem bacteriana diferentes para cada espécie bacteriana. Além disso, também foi 

avaliada a eficácia da identificação direta desses patógenos causadores de mastite pelo 

MALDI-TOF quando essas amostras de leite são pré-incubadas utilizando o kit SepsiTyper® 

comparados a análise de colônias. Este último protocolo, no entanto, apresentou baixa eficácia 

para identificação direta pelo MALDI-TOF. 

Entretanto, se há poucas referências sobre identificação de amostras de leite pelo 

MALDI-TOF, mais raros ainda são os estudos sobre a identificação direta de microrganismos 

do leite pelo MALDI-TOF. Sabendo-se disso e visto que protocolos para amostras de sangue 

e urina já estão sendo bem elucidados, decidiu-se por adaptar protocolos já estabelecidos para 

esses tipos de amostras baseados na ação de lise celular da saponina porém para amostras de 

leite, a fim de identificar diretamente microrganismos pelo MALDI-TOF, sem a etapa de 

cultivo microbiológico e determinar a sensibilidade diagnóstica da técnica. Foram testadas 

nesse trabalho as espécies bacterianas Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 

Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Steptococcus agalactiae, Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes e Pseudomonas aeruginosa. 

 

1.5 JUSTIFICATIVA 

 

Sabendo da importância de diagnosticar precocemente microrganismos na 

microbiologia clínica, novas metodologias de identificação direta, ou seja, sem a etapa de 

cultivo, de amostras pelo MALDI-TOF devem ser desenvolvidas e protocolos já estabelecidos 

devem ser aprimorados e otimizados.  

Ainda, não só a clínica, mas outras áreas também são afetadas pela demora em 

identificar microrganismos que possam ser prejudiciais, como áreas de controle 

microbiológico. Os setores industriais, alimentícios (que inclui saúde dos animais, higiene de 

equipamentos, manuseio correto) e ambientais (como qualidade da água), entre outros, 

necessitam de resultados precisos, confiáveis e rápidos. Indiretamente, a contaminação 

microbiológica nesses âmbitos também afeta a saúde da população, além de atingir outros 

setores como a economia. 

Com o desenvolvimento de um protocolo para identificação sem cultivo prévio de 

amostras de leite, surge oportunidade para aplicação e também pesquisas de novas técnicas 

para outros tipos de amostras, expandindo as áreas de aplicações do MALDI-TOF.  
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1.6 OBJETIVOS 

 

1.6.1 Objetivo geral 

 

Este trabalho tem por interesse avaliar a detecção de microrganismos diretamente de 

amostras de leite processado UHT pelo MALDI-TOF por meio de um protocolo adaptado. 

 

1.6.2 Objetivos específicos 

 

a) Testar e avaliar a eficácia de um protocolo com metodologia usada para amostras de 

sangue baseado na lise celular por uma solução de saponina a 5% adaptado para 

amostras de leite UHT; 

b) Determinar a sensibilidade diagnóstica do MALDI-TOF para a identificação direta 

de microrganismos no leite UHT em amostras experimentalmente contaminadas. 
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 9 

RESUMO 10 

O MALDI-TOF MS, Espectrometria de Massa de Tempo de Voo por Ionização de Dessorção 11 

a Laser Assistida por Matriz, é uma técnica muito utilizada para a identificação microbiana, 12 

principalmente na clínica em amostras de sangue e urina. Como o método tem a vantagem de 13 

produzir resultados precisos e confiáveis mais rapidamente que as técnicas convencionais, 14 

desde seu desenvolvimento, tem-se estudado novas metodologias para ampliar a aplicação da 15 

técnica. Porém, para realizar a identificação bacteriana pelo MALDI-TOF, ainda é necessário 16 

o cultivo das amostras, tornando o diagnóstico correto mais demorado. Por isso, pesquisas 17 

vêm sendo feitas para identificar diretamente amostras pelo MALDI-TOF, ou seja, sem 18 

cultivo dos microrganismos, como amostras de sangue, urina, líquido cefalorraquidiano e leite 19 

também. Estudos mostraram que o MALDI-TOF é capaz de identificar amostras do leite 20 

quando o microrganismo é previamente cultivado. No entanto, poucos estudos testaram a 21 

possibilidade de identificar diretamente amostras de leite pelo MALDI-TOF. Sendo assim, 22 

esta pesquisa objetivou desenvolver uma metodologia para a identificação direta de amostras 23 

de leite pelo MALDI-TOF sem a etapa de cultivo microbiológico e, também, determinar a 24 
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sensibilidade diagnóstica do MALDI-TOF para esse tipo de amostras. As amostras de leite 25 

UHT foram contaminadas experimentalmente com Staphylococcus aureus, Staphylococcus 26 

epidermidis, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Streptococcus agalactiae, 27 

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes e Pseudomonas 28 

aeruginosa, e foram testados 3 protocolos diferentes. Nos métodos 1 e 2 as amostras foram 29 

tratadas com solução de lise de saponina a 5% e a extração baseada em ácido fórmico e 30 

acetonitrila, com pequenas modificações. O método 1 utilizou leite semidesnatado UHT e o 31 

método 2 utilizou leite desnatado UHT. O método 3 utilizou leite desnatado UHT e as 32 

amostras passaram por um pré-tratamento com saponina 5%, isopropanol 75% e etapa de 33 

extração com etanol etílico absoluto 75%, ácido fórmico e acetonitrila. Entretanto, os métodos 34 

não foram eficazes e não identificaram os microrganismos. Acredita-se que a composição 35 

complexa do leite, como lipídios e proteínas, interferiu e impossibilitou as identificações 36 

bacterianas. À vista disso, é preciso rever os reagentes utilizados para desenvolver um novo 37 

protocolo que permita remover esses interferentes do leite, de forma que seja possível 38 

identificar microrganismos diretamente de amostras de leite pelo MALDI-TOF. 39 

 40 

Palavras-chave: MALDI-TOF; espectrometria de massa; identificação bacteriana; leite; 41 

bactérias. 42 

 43 

1 INTRODUÇÃO  44 

A Espectrometria de Massa de Tempo de Voo por Ionização de Dessorção a Laser 45 

Assistida por Matriz, o MALDI-TOF MS, é uma técnica introduzida em 1995 e desde então 46 

vêm sendo utilizada, pois permite identificar microrganismos de uma forma mais rápida, 47 

precisa e sensível em nível de gênero e espécie em comparação aos métodos convencionais, 48 

como cultura em meios microbiológicos, testes bioquímicos, PCR (reação em cadeia da 49 
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polimerase), SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de dodecil sulfato 50 

de sódio), FISH (hibridização in situ fluorescente), LAMP (amplificação isotérmica mediada 51 

por loop), MicroArrays e ensaios metagenômicos (Barberino et al., 2017; Singhal et al., 52 

2015).  53 

De forma resumida, a técnica consiste em, após tratar a amostra com lavagens e 54 

reagentes, adicionar uma matriz na amostra, que proporcionará a irradiação desse material por 55 

um laser. Essas proteínas, então ionizadas, são aspiradas pelo tubo de vácuo até chegarem ao 56 

detector, sendo que cada molécula possui um tempo específico de chegada. Logo, um gráfico 57 

com os picos característicos de cada microrganismo será formado, gerando um espectro 58 

(Pasternak, 2012). Sua base de dados computadorizada é responsável pela interpretação e 59 

caracterização das espécies, fornecendo o resultado com muita rapidez, em menos de 1 hora 60 

(Croxatto et al., 2012; Pasternak, 2012; Patel, 2015).  61 

Com essa vantagem de identificar microrganismos de uma forma muito mais rápida 62 

que as técnicas usuais, surge então a possibilidade de ampliar a utilização do MALDI-TOF 63 

para além de amostras clínicas. Por exemplo, além de bactérias, o MALDI-TOF pode 64 

identificar fungos e vírus, detectar mecanismos de resistência a antibióticos, realizar a 65 

tipagem bacteriana e controle microbiológico de água e alimentos (Croxatto et al., 2012; Nix 66 

et al., 2020; Singhal et al., 2015; Tsuchida et al., 2020). 67 

Para algumas amostras, como sangue e urina, a identificação rápida do patógeno 68 

causador da infecção é de extrema importância para o manejo e tratamento corretos do 69 

paciente. Nos casos de infecção da corrente sanguínea, choque séptico e endocardite, a 70 

demora entre a coleta das amostras e a obtenção dos resultados das hemoculturas contribuem 71 

para o aumento da mortalidade dos pacientes internados em UTIs (Barberino et al., 2017; 72 

Croxatto et al., 2012; De Carolis et al., 2014).  73 



28 
 

Com a utilização do MALDI-TOF na rotina clínica, o tempo de diagnóstico das 74 

infecções foi reduzido. Entretanto, ainda assim, o MALDI-TOF ainda depende do 75 

crescimento dos microrganismos em meio de cultura, o que ainda pode atrasar o início do 76 

tratamento do paciente em 18 a 24 horas. Diante disso, em razão de otimizar esse tempo de 77 

diagnóstico e tratamento, alguns estudos vêm desenvolvendo protocolos que possam detectar 78 

microrganismos de amostras de sangue e de urina sem a etapa de cultivo microbiológico. Isso 79 

fornece a vantagem de diagnósticos ainda mais rápidos, reduzindo o tempo de internação do 80 

paciente e gerando economia em relação à internação e realização de testes (Barberino et al., 81 

2017; Meex et al., 2012).  82 

Esses estudos têm buscado desenvolver metodologias de purificação para minimizar a 83 

interferência de outros componentes que possam estar nas amostras. Assim, alguns métodos já 84 

foram testados: centrifugação diferencial, lise celular por meio de dodecilsulfato de sódio 85 

(SDS), de saponina, de cloreto de amônio, entre outros. Há também os kits comerciais: kit 86 

SepsiTyper® da Bruker (Bruker Daltonics), o kit de hemocultura VITEK ® MS (bioMérieux) 87 

e o kit BACpro ® II (Nittobo Medical Co., Tóquio, Japão) (March-Roselló et al., 2013; 88 

Tsuchida et al., 2020). 89 

Chien et al. (2016), desenvolveu um protocolo interno para identificar bactérias de 90 

forma direta de amostras de sangue utilizando uma solução de lise de saponina a 5% para 91 

permitir a detecção desses microrganismos. Seus resultados são promissores, com uma taxa 92 

de 89,9% de identificação correta a nível de gênero e 73,1% de identificação correta a nível 93 

de espécie, e com algumas modificações, seu protocolo poderá substituir o kit SepsiTyper®. 94 

Estudos como o de Barberino et al. (2017) e de Martiny et al. (2012) também utilizaram a 95 

saponina em protocolos internos para realizar a identificação direta de amostras de sangue. 96 

Alguns ajustes são requeridos nos procedimentos de extração de proteínas para uma melhor 97 
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taxa de identificação, mas no geral ambos os artigos produziram ótimos resultados, 98 

contribuindo para no futuro substituir o kit SepsiTyper®. 99 

As pesquisas de Zhang et al. (2015) e Florio et al. (2019) avaliaram o desempenho do 100 

MALDI-TOF em identificar diretamente amostras mistas ou polimicrobianas. Seus resultados 101 

são promissores, porém para futuramente serem aplicados os métodos na rotina clínica, os 102 

protocolos devem ser otimizados e elucidados. 103 

Além de análises de amostras de sangue e urina, alguns estudos demonstraram a 104 

eficácia do MALDI-TOF em detectar bactérias isoladas em culturas de amostras de leite como 105 

as pesquisas de Wilson et al. (2019) e Jahan et al. (2021). Os trabalhos mostraram que o 106 

MALDI-TOF tem resultados tão bons quanto resultados das técnicas convencionais, com alto 107 

nível de precisão, podendo até substituir os métodos usuais. A identificação de 108 

microrganismos pelo MALDI-TOF em amostras de leite é importante nos casos de mastite 109 

nas vacas leiteiras, uma inflamação da glândula mamária devido a contaminações por 110 

bactérias, vírus, fungos e algas ou por traumas que afetam a saúde do animal e a qualidade do 111 

leite (Embrapa, 2014; Pinheiro et al., 2009).  112 

Entretanto, o cultivo, principalmente, de bactérias causadoras de mastite leva de 5 a 7 113 

dias, assim, os resultados são demorados. Portanto, há a necessidade de técnicas para 114 

identificar de forma direta, sem o cultivo, esses patógenos do leite a fim de que acelere essa 115 

identificação e se possa realizar o manejo correto e rápido dos animais e do leite (Barreiro et 116 

al., 2010). Essa identificação bacteriana rápida e precisa de amostras de leite é importante 117 

devido aos efeitos negativos causados na saúde dos animais, na qualidade do leite e na saúde 118 

dos consumidores e também aos prejuízos na economia (Menezes et al., 2014). 119 

Porém, pouquíssimos estudos vêm sendo realizados com a finalidade de identificar 120 

bactérias diretamente de amostras de leite. Barreiro (2015) realizou essa identificação direta 121 

adaptando protocolos para amostras de sangue utilizando o kit SepsiTyper® e obteve 122 
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resultados promissores a partir de contagens bacterianas de 10⁶ UFC/mL. Com isso, este 123 

presente estudo teve como objetivo avaliar a detecção de microrganismos diretamente de 124 

amostras de leite pelo MALDI-TOF por meio de uma adaptação de protocolo com 125 

metodologia para amostras de sangue baseados em lise celular pela saponina e também 126 

determinar a sensibilidade diagnóstica do MALDI-TOF para a identificação direta de 127 

microrganismos no leite em amostras experimentalmente contaminadas. 128 

 129 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 130 

2.1 CURVA DE CRESCIMENTO NO LEITE DAS CEPAS ANALISADAS 131 

Para a contaminação experimental do leite foram utilizadas cepas de Staphylococcus 132 

aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, 133 

Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes e 134 

Pseudomonas aeruginosa do acervo do laboratório 224 do Instituto de Ciências Básicas da 135 

Saúde (ICBS). Todas foram previamente isoladas e identificadas pelo MALDI-TOF. 136 

A fim de determinar a concentração bacteriana quando as amostras de leite fossem 137 

incubadas em diferentes tempos, foi realizada uma curva de crescimento para cada bactéria 138 

crescida em amostra de leite UHT. 139 

Cada cepa foi incubada em caldo brain heart infusion (BHI) em uma estufa de 37 ºC 140 

por 24 horas. Após essa etapa, foram preparadas suspensões dessas cepas em solução salina 141 

(0,9%) na concentração de 0,5 da escala nefelométrica de McFarland, ou seja, concentrações 142 

de 1,5 X 10⁸ UFC/mL. Feita a padronização de turvação, 800 µL dessas suspensões foram 143 

transferidos para frascos contendo 80 mL de leite semidesnatado UHT da marca Elegê. Esses 144 

frascos foram então agitados por 3 minutos e alíquotas de 1 mL de cada bactéria foram 145 

retiradas para efetuar contagem do tempo 0 da incubação. Os frascos com o volume restante 146 

de leite contaminado foram incubados na estufa de 37 ºC por 6 horas. A cada 2 horas uma 147 
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alíquota de 1 mL de cada cepa bacteriana foi retirada, obtendo no total 36 alíquotas (sendo 4 148 

tempos: t₀ correspondendo a 0 hora, t₁ correspondendo a 2 horas, t₂ correspondendo a 4 horas 149 

e t₃ correspondendo a 6 horas).  150 

Após a retirada das alíquotas de 1 mL de cada tempo, foi realizada uma diluição 151 

seriada para contagem das bactérias nos diferentes tempos. Gotas de 25 µL de cada diluição 152 

foram semeadas nas placas de PCA e TSA em duplicata e as placas foram incubadas em 153 

estufa de 37º C por 24 horas. 154 

 155 

2.2 PROTOCOLO PARA IDENTIFICAÇÃO DIRETA DE MICRORGANISMOS NO 156 

LEITE PELO MALDI-TOF 157 

Todas as cepas bacterianas foram novamente inoculadas em caldo BHI a 37 ºC durante 158 

24 horas. Após isso, foi feita a padronização da concentração em escala nefelométrica de 159 

McFarland 0,5 (correspondendo a 1,5 x 10⁸ UFC/mL) em solução salina 0,9% de 1 mL. Em 160 

seguida, foi transferido 80 µL (para obter 10⁵ UFC/mL) de cada solução padronizada para 80 161 

mL de leite UHT, de forma a obter uma concentração inicial de 10⁵ UFC/mL em cada frasco. 162 

A fim de obter a concentração de 10³ UFC/mL, este inóculo inicial foi diluído 1:100. 163 

Posteriormente, os frascos foram levados à estufa de 37 ºC por 4 horas, sendo que a 164 

cada 2 horas foi retirada uma alíquota de 1 mL de cada frasco. Conforme os resultados da 165 

curva de crescimento, foram retiradas alíquotas após 2 horas de incubação, alíquotas de 10⁶ 166 

UFC/mL, e após 4 horas de incubação, alíquotas de 10⁷ UFC/mL. Assim, foram obtidos 4 167 

microtubos (10³, 10⁵, 10⁶ e 10⁷ UFC/mL) por bactéria, totalizando 36 microtubos. Também, 168 

foi retirada uma amostra de leite estéril de 1 mL como amostra controle do leite. Esta etapa de 169 

preparo do inóculo para análise foi a mesma para os 3 protocolos. 170 

Foram realizados 3 protocolos diferentes para a preparação das amostras de leite 171 

descritos a seguir de forma a otimizar a identificação direta de bactérias no leite pelo MALDI-172 
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TOF. Foram utilizados métodos, com algumas alterações, com base no protocolo de 173 

identificação direta de bactérias de amostras de sangue por saponina 5% de Chien et al. 174 

(2016) e também o estudo de Barreiro (2015), que desenvolveu protocolo para identificação 175 

direta de bactérias causadoras de mastite no leite utilizando o Kit SepsiTyper®, ambos 176 

utilizando o MALDI-TOF. 177 

O método 1 utilizou leite UHT semidesnatado da marca Elegê. De acordo com o 178 

protocolo de Chien et al. (2016) com algumas modificações, após obter cada alíquota de 1 179 

mL, foram adicionados 200 µL de saponina a 5%, homogeneizada a solução 7 vezes e agitada 180 

no vórtex por 10 segundos. Em seguida, foi feita a centrifugação das amostras a 13.000 rpm 181 

por 1 minuto. Feito isso, o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 500 µL de 182 

salina, de forma a suspender o pellet. Novamente, a solução foi centrifugada a 13.000 rpm por 183 

1 minuto e descartado o sobrenadante. 184 

Depois, foi seguido o protocolo de lise bacteriana (extração) para análise pelo 185 

MALDI-TOF recomendado pelo fabricante (Bruker Daltonics, Inc., 2015), porém sem a etapa 186 

de etanol etílico absoluto e água Milli-Q. Foi adicionado ao pellet obtido 50 µL de ácido 187 

fórmico 70%, suspendido o pellet com auxílio de pipeta de 100 µL, homogeneizado em 188 

vórtex e incubado a temperatura ambiente por 20 minutos. Posteriormente, foi adicionado 50 189 

µL de acetonitrila 100%, homogeneizado em vórtex e centrifugado a 13.000 rpm por 2 190 

minutos. Logo após, 1 µL do sobrenadante foi colocado nos spots da placa de aço de leitura 191 

do MALDI-TOF. Após a secagem, foi adicionado 1 µL de matriz HCCA, ácido alfa-ciano-4-192 

hidroxi-cinâmico, composta de 475 µL de água Milli-Q, 500 µL de acetonitrila e 25 µL de 193 

ácido trifluoroacético. Depois da secagem dos spots, a leitura foi realizada. O controle de cada 194 

cepa foi realizado por transferência direta (consiste em depositar pequena quantidade de 195 

colônias com auxílio de palito de madeira após crescimento de 24h na placa de leitura, e 196 

depois se adicionar a matriz). 197 
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Para os métodos 2 e 3, foi utilizado leite UHT desnatado da marca Parmalat em 198 

substituição do leite semidesnatado a fim de minimizar a interferência nas identificações pela 199 

camada de lipídios presentes nos microtubos do método 1. Em ambos os métodos, após obter 200 

as alíquota de 1mL com as concentrações de 10³, 10⁵, 10⁶ e 10⁷, foi novamente seguido o 201 

protocolo de Chien et al. (2016) com alterações. Foram adicionados 200 µL de saponina a 5% 202 

às alíquotas, homogeneizada a solução 7 vezes e agitada no vórtex por 10 segundos e 203 

incubados os microtubos a temperatura ambiente por 5 minutos. As amostras foram 204 

centrifugadas a 13.400 rpm por 1 minuto. Depois, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi 205 

lavado com 1 mL de salina, de forma a suspender o pellet; novamente, a solução foi 206 

centrifugada a 13.400 rpm por 1 minuto e descartado o sobrenadante.  207 

No método 2, foi realizado o protocolo de lise bacteriana já descrito recomendado pelo 208 

fabricante (Bruker Daltonics, Inc., 2015), também sem a etapa com etanol etílico absoluto e 209 

água Milli-Q. Foi adicionado ao pellet obtido 50 µL de ácido fórmico 70%, suspendido o 210 

pellet com auxílio de pipeta de 100 µL, homogeneizado em vórtex e incubado a temperatura 211 

ambiente por 20 minutos. Depois, foi adicionado 50 µL de acetonitrila 100%, homogeneizado 212 

em vórtex e centrifugado a 13.000 rpm por 2 minutos. Após obter o sobrenadante, 1 µL foi 213 

colocado nos spots da placa de aço de leitura do MALDI-TOF, esperado secar, e então 214 

adicionado 1µL de matriz HCCA. Depois da secagem da matriz nos spots, foi feita a leitura 215 

das amostras pelo equipamento. O controle de cada cepa foi feito por protocolo de 216 

transferência direta. 217 

Já o método 3, após lavar o sobrenadante com 1 mL de salina, foi adicionado 218 

isopropanol a 75% (900 µL de isopropanol e 300 µL de água Milli-Q) ao pellet. Os 219 

microtubos foram homogeneizados 7 vezes com auxílio de pipeta, homogeneizados no vórtex 220 

por 10 segundos, incubados por 5 minutos a temperatura ambiente e centrifugados por 1 221 

minuto a 13.400 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 1 mL de salina 222 
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0,9%. Novamente, os microtubos foram centrifugados a 13.400 rpm por 1 min e descartado o 223 

sobrenadante. Foi seguido o protocolo recomendado de extração pelo fabricante (Bruker 224 

Daltonics, Inc., 2015), baseando-se no protocolo de Barberino (2017), mas também com 225 

alterações. O pellet foi diluído em 900 µL etanol etílico absoluto e 300 µL de água Milli-Q, 226 

homogeneizado em vórtex.  Os microtubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 2 minutos e 227 

o sobrenadante foi descartado; novamente os microtubos foram centrifugados a 13.000 rpm 228 

por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e os microtubos foram deixados abertos para 229 

secar em temperatura ambiente por aproximadamente 5 minutos. Após, foi adicionado 50 µL 230 

de ácido fórmico 70%, suspendido o pellet, homogeneizados no vórtex e incubados por 20 231 

minutos a temperatura ambiente. Após, foi adicionado 50 µL de acetonitrila e 232 

homogeneizados em vórtex. Os microtubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 2 minutos e 233 

foi pipetado 1 µL do sobrenadante nos spots correspondentes na placa alvo. Após a secagem, 234 

foi adicionado 1 µL de matriz HCCA nos spots; novamente foi esperada a secagem e 235 

colocada a placa para a leitura no equipamento. O controle das cepas também foi feito pela 236 

etapa de extração convencional.  237 

Importante destacar que para os 3 métodos uma alíquota de 1 mL de leite UHT estéril 238 

para o controle do leite foi retirada, e esta passou pelos mesmos processos que as amostras em 239 

cada método.  240 

Cada amostra foi pipetada em 3 spots da placa de leitura do MALDI-TOF, sendo então 241 

a análise em triplicata; exceto as amostras de controle do leite e as amostras de controle de 242 

cada cepa, estas foram realizadas em duplicata. 243 

Para a leitura foi utilizado o espectrômetro de massas Microflex (Bruker Daltonics) e 244 

os programas MALDI Biotyper RTC 4.0 (Bruker Daltonics) e flexControl (Bruker Daltonics) 245 

para então analisar os espectros obtidos. Os espectros de massas são coletados na faixa de 2 a 246 
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20kDa. Para obtenção dos gráficos dos espectros, foi utilizado o programa flexAnalysis 247 

(Bruker Daltonics) com as configurações padrões. 248 

 249 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 250 

3.1 DETERMINAÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES BACTERIANAS APÓS 251 

CRESCIMENTO DE 6 HORAS 252 

No primeiro experimento, após o crescimento em placas de PCA e TSA, foi possível 253 

realizar a contagem das colônias, possibilitando determinar as concentrações por UFC/mL de 254 

cada cepa bacteriana após 0 hora (T₀), 2 horas (T₁), 4 horas (T₂) e 6 horas (T₃) de incubação 255 

(Tabela 1) antes das análises por MALDI-TOF.  256 

Tabela 1 – Concentrações das cepas bacterianas por UFC/mL em um período de 6 horas 257 

 

Bactéria 

UFC/mL 

T₀ (0h) T₁ (2h) T₂ (4h) T₃ (6h) 

Staphylococcus aureus 5,6 X 10⁶ 1,24 X 10⁷ 1,08 X 10⁸ 7,0 X 10⁸ 

Staphylococcus epidermidis 1,8 X 10⁶ 2,0 X 10⁶ 5,0 X 10⁷ 7,8 X 10⁸ 

Enterococcus faecalis 1,16 X 10⁷ 1,5 X 10⁷ 4,94 X 10⁸ 2,0 X 10⁹ 

Enterococcus faecium 1,8 X 10⁶ 1,08 X 10⁷ 5,34 X 10⁸ 3,3 X 10⁹ 

Streptococcus agalactiae 1,4 X 10⁵ 5,64 X 10⁵ 1,26 X 10⁸ 1,08 X 10⁹ 

Escherichia coli 4,0 X 10⁶ 4,6 X 10⁸ 3,06 X 10¹⁰ 2,54 X 10¹¹ 

Enterobacter aerogenes 3,18 X 10⁵ 5,28 X 10⁷ 7,32 X 10⁸ 5,16 X 10⁹ 

Klebsiella pneumoniae 3,2 X 10⁶ 2,42 X 10⁷ 5,74 X 10⁸ 5,84 X 10⁹ 

Pseudomonas aeruginosa 3,2 X 10⁶ 3,4 X 10⁶ 1,64 X 10⁸ 1,66 X 10⁹ 

Fonte: elaborada pelas autoras. 258 

 259 

 260 
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3.2 RESULTADOS DOS TRÊS MÉTODOS TESTADOS 261 

As amostras bacterianas foram numeradas de forma a facilitar os experimentos. 262 

Assim, o número 2 corresponde a S. aureus, 3 a S. epidermidis, 5 a E. faecalis, 7 a E. faecium, 263 

8 a S. agalactiae, 11 a E. coli, 14 a E. aerogenes, 15 a K. pneumoniae e 19 a P. aeruginosa. 264 

Quando a esses números for adicionado uma letra “C”, corresponde ao controle dessas cepas. 265 

Quando apenas presente a letra “C”, corresponde à amostra de controle do leite. 266 

Utilizando os programas MALDI Biotyper RTC 4.0 e flexControl para a leitura das 267 

amostras, o primeiro tratamento, com leite semidesnatado, identificou apenas uma espécie 268 

bacteriana, como Lactobacillus paracasei na pontuação de 1.705, correta para gênero, para a 269 

amostra contaminada com E. faecium. Essa espécie bacteriana é encontrada naturalmente no 270 

leite e em outros alimentos, no entanto, sua presença indica que o leite não estava estéril 271 

(Figura 1). 272 

 273 

Figura 1- Resultado de classificação gerado pelo programa Biotyper após processamento do espectro de 274 

massa da amostra 7 do tratamento 1. 275 

Nenhuma das outras amostras obtiveram identificações, sendo suas pontuações abaixo 276 

de 1.7, portanto, nenhuma identificação confiável. Entretanto, o controle realizado por etapa 277 

de transferência direta das cepas isoladas em ágar foi identificado corretamente, tanto a nível 278 

de gênero quanto de espécie, sendo a pontuação acima de 2.0 em pelo menos 1 spot da 279 

duplicata (Figuras 2 e 3). 280 
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 281 

Figura 2– Resultado de classificação gerado pelo programa Biotyper das amostras de controle das cepas 2 282 

a 8 do tratamento 1. 283 

 284 

Figura 3 – Resultado de classificação gerado pelo programa Biotyper das amostras de controle das cepas 285 

11 a 19 do tratamento 1. 286 

Após observar a formação de camada lipídica mesmo com o tratamento, foi optado por 287 

substituir o leite semidesnatado pelo leite desnatado nos protocolos seguintes, pois foi 288 

concluído que esses lipídios seriam um interferente determinante nas análises. 289 

Os tratamentos 2 e 3 também não apresentaram nenhuma identificação confiável, 290 

todas as pontuações foram abaixo de 1.7. Apenas seus controles de cepas obtiveram 291 

pontuações acima de 2.0, para pelo menos 1 spot, sendo confiável para espécie e gênero 292 

(Figuras 4, 5, 6 e 7). 293 
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 294 

Figura 4 – Resultado de classificação gerado pelo programa Biotyper das amostras de controle das cepas 2 295 

a 8 do tratamento 2. 296 

 297 

Figura 5 – Resultado de classificação gerado pelo programa Biotyper das amostras de controle das cepas 298 

11 a 19 do tratamento 2. 299 

 300 

Figura 6 – Resultado de classificação gerado pelo programa Biotyper das amostras de controle das cepas 2 301 

a 8 do tratamento 3. 302 
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 303 

Figura 7 – Resultado de classificação gerado pelo programa Biotyper das amostras de controle das cepas 304 

11 a 19 do tratamento 3. 305 

Após a leitura das amostras de cada tratamento, pelo programa flexAnalysis (Bruker 306 

Daltonics) foram obtidos os gráficos correspondentes aos espectros e picos de cada método e 307 

cada concentração (10³, 10⁵, 10⁶ e 10⁷ UFC/mL). Apesar de não ter sido possível a 308 

identificação microbiana, pôde-se observar que, não houve diferenças significativas entre os 309 

espectros de uma mesma cepa nas diferentes concentrações, mesmo quando a concentração 310 

era maior.  311 

Para uma identificação correta do microrganismo pelo MALDI-TOF é necessário 312 

aproximadamente 10⁴ a 10⁶ UFC/mL (Segawa et al., 2014). Barreiro (2015) obteve 313 

identificações confiáveis a partir de uma concentração de 10⁶ UFC/mL e Ferreira et al. (2010) 314 

obteve a partir de 10⁵ UFC/mL para amostras de urina. Croxatto et al. (2012) afirmam que a 315 

taxa de identificação precisa está ligada à quantidade da bactéria presente na amostra. 316 

Sabendo-se disso e, que, os espectros do presente estudo correspondentes a concentração de 317 

10⁵ UFC/mL de quase todas as cepas apresentaram mais picos, sendo mais próximos do 318 

espectro de seu controle, foi realizada uma comparação dos espectros dessa concentração dos 319 

3 tratamentos de cada bactéria com o espectro de seu respectivo controle de extração, obtido 320 

no último tratamento (Figuras 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16).  321 
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 322 

Figura 8 – Espectros obtidos das amostras contaminadas por S. aureus com 10⁵ UFC/mL nos (a) 323 

Tratamento 1, (b) Tratamento 2, (c) Tratamento 3 e (d) Controle da cepa. 324 

 325 

Figura 9 – Espectros obtidos das amostras contaminadas por S. epidermidis com 10⁵ UFC/mL nos (a) 326 

Tratamento 1, (b) Tratamento 2, (c) Tratamento 3 e (d) Controle da cepa. 327 

328 
Figura 10 – Espectros obtidos das amostras contaminadas por E. faecalis com 10⁵ UFC/mL nos (a) 329 

Tratamento 1, (b) Tratamento 2, (c) Tratamento 3 e (d) Controle da cepa. 330 
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 331 

Figura 11 – Espectros obtidos das amostras contaminadas por E. faecium com 10⁵ UFC/mL nos (a) 332 

Tratamento 1, (b) Tratamento 2, (c) Tratamento 3 e (d) Controle da cepa. 333 

 334 

Figura 12 – Espectros obtidos das amostras contaminadas por S. agalactiae com 10⁵ UFC/mL nos (a) 335 

Tratamento 1, (b) Tratamento 2, (c) Tratamento 3 e (d) Controle da cepa. 336 

337 
Figura 13 – Espectros obtidos das amostras contaminadas por E. coli com 10⁵ UFC/mL nos (a) 338 

Tratamento 1, (b) Tratamento 2, (c) Tratamento 3 e (d) Controle da cepa. 339 
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340 
Figura 14 – Espectros obtidos das amostras contaminadas por E. aerogenes com 10⁵ UFC/mL nos (a) 341 

Tratamento 1, (b) Tratamento 2, (c) Tratamento 3 e (d) Controle da cepa. 342 

 343 

Figura 15 – Espectros obtidos das amostras contaminadas por K. pneumoniae com 10⁵ UFC/mL nos (a) 344 

Tratamento 1, (b) Tratamento 2, (c) Tratamento 3 e (d) Controle da cepa. 345 

 346 

Figura 16 – Espectros obtidos das amostras contaminadas por P. aeruginosa com 10⁵ UFC/mL nos (a) 347 

Tratamento 1, (b) Tratamento 2, (c) Tratamento 3 e (d) Controle da cepa. 348 

Nos espectros gerados dos controles de amostras que continham apenas leite UHT dos 349 

3 tratamentos podemos observar que eles possuem picos parecidos entre si, porém não 350 

geraram nenhuma identificação. 351 
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 352 

Figura 17 – Espectro do controle de leite do tratamento 1. 353 

 354 

Figura 18 – Espectro do controle de leite do tratamento 2. 355 

 356 

Figura 19 – Espectro do controle de leite do tratamento 3. 357 

Para uma identificação confiável a nível de gênero e espécie, a matriz deve estar bem 358 

depositada e homogênea no spot (Figura 20.A). Entretanto, os spots das amostras tratadas nos 359 

3 protocolos testados neste estudo não apresentaram uma deposição homogênea, com matriz 360 

acumulada em alguns pontos e escassa em outros, prejudicando a identificação (Figura 20. B). 361 
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 362 

Figura 20 – (A) Exemplo de spot correto com matriz homogênea da amostra 363 

de controle processada por extração do tratamento 3 e (B) spot incorreto 364 

representando as amostras tratadas pelos três protocolos com matriz 365 

depositada de forma desigual. 366 

 367 

             Portanto, os 3 tratamentos utilizados foram ineficazes para a identificação direta de 368 

microrganismos de amostras de leite. 369 

Após a verificação da não identificação dos tratamentos 1 e 2, foi adicionado um passo 370 

a mais de lise de lipídios por isopropanol. Ainda assim, o pré-tratamento com saponina a 5% 371 

mais isopropanol não apresentou eficácia.  372 

Como o estudo de Barreiro (2015) conseguiu identificar bactérias de amostras de leite 373 

contaminadas experimentalmente pelo Kit SepsiTyper®, utilizado para amostras de sangue, 374 

foi suposto que talvez uma preparação mais barata para amostras de sangue também 375 

identificaria microrganismos em amostras de leite. A saponina apresentou uma performance 376 

razoável para identificações bacterianas em amostras de sangue (Chien et al., 2016); por isso a 377 

decisão de testá-la como um pré-tratamento das amostras de leite.  378 

A identificação pelo MALDI-TOF ocorre pela determinação da abundância de 379 

proteínas ribossomais bacterianas (Croxatto et al., 2012), e assim gera um gráfico do espectro 380 

correspondente ao microrganismo. O leite apresenta uma composição complexa, que pode 381 

então interferir nos espectros para a identificação dos microrganismos pelo MALDI-TOF 382 

(Barreiro, 2015), sendo esta uma limitação da técnica.  383 
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Portanto, o insucesso dos tratamentos pode ter sido causado, possivelmente, devido a 384 

presença de proteínas e lipídios do leite que, mesmo com os métodos de preparação das 385 

amostras, não foram removidos totalmente, apresentando, então, as baixas pontuações e 386 

espectros inadequados. Assim, esses componentes do leite podem ter interferido na 387 

identificação bacteriana por sobrepor às proteínas das bactérias. Portanto, talvez o pré-388 

tratamento com saponina não seja o mais adequado quando são amostras de leite. 389 

 390 

4 CONCLUSÃO 391 

Não foi possível pelos 3 métodos de extração testados identificar microrganismos 392 

diretamente de amostras de leite UHT contaminadas experimentalmente pelo MALDI-TOF. 393 

Os métodos não foram eficazes e são necessários estudos com outros reagentes, que não a 394 

saponina, ou então uma etapa adicional para que se possa quebrar e remover os constituintes 395 

interferentes do leite. 396 

 397 
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3 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

Infelizmente, os 3 protocolos testados para análise direta do leite não foram eficazes. 

Os tratamentos com etapa de pré-tratamento com saponina a 5%, etapas de extração e também 

etapa de lise com isopropanol não foram suficientes para identificar as bactérias das amostras 

de forma confiável e precisa, resultando em baixas pontuações e espectros inadequados. 

Foi observada uma camada lipídica após as etapas de centrifugação nos microtubos, e 

isso pode ter interferido na identificação das análises. Além disso, o insucesso da técnica pode 

também estar relacionado a uma maior abundância das proteínas do leite sobre as proteínas 

bacterianas, assim, as proteínas dos microrganismos se encontram em menor quantidade 

dificultando sua detecção pelo MALDI-TOF.  

Como perspectiva desse trabalho está a pesquisa de outros reagentes que possam 

remover as proteínas do leite, de forma que as proteínas bacterianas possam ser identificadas 

pelo MALDI-TOF, visto que, talvez, a saponina não seja a solução de lise mais adequada para 

esse tipo de amostras. É preciso também uma etapa adicional para retirar os lipídios. Assim, 

os efeitos interferentes dos componentes do leite podem ser minimizados e permitindo, então, 

a análise direta em amostras de leite pelo MALDI-TOF. 
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