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RESUMO 

BARREIRO, J. R. Identificação direta de microrganismos causadores de mastite por 

espectrometria de massas. [Direct identification of microorganisms causing mastitis by mass 

spectrometry]. 2015. 87 f. Tese (Doutorado em Ciência) – Faculdade de Medicina Veterinária 

e Zootecnia da Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015.  

 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar a técnica de espectrometria de massas por 

ionização/dessorção a laser assistida por matriz – tempo-de-vôo (MALDI-TOF) para a 

identificação direta em amostras de leite (sem cultivo microbiológico) de bactérias causadoras 

de mastite. Para tanto foram realizados dois experimentos (1 e 2). No experimento 1, o 

objetivo foi determinar a sensibilidade diagnóstica da técnica MALDI-TOF MS para a 

identificação direta em amostras de leite de Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis, 

Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e Escherichia coli. Foram realizadas 

contaminações experimentais de S. aureus, S. uberis, S. agalactiae, S. dysgalactiae e E. coli 

em amostras de leite, para a obtenção de contagens de 10
3
 a 10

9 
ufc/mL. As amostras de leite 

contaminadas foram processadas com o uso do kit Maldi Sepsityper® (Bruker Daltonics) e 

submetidas ao protocolo de lise bacteriana para posterior análise por MALDI-TOF MS. 

Espectros de massas foram coletados na faixa de massas de 2.000-20.000 m/z e foram 

analisados pelo programa MALDI Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics) com as configurações 

padrão para obtenção da identificação bacteriana. A identificação direta de patógenos 

causadores de mastite a partir de amostras de leite foi possível em contagem ≥10
6
 ufc/mL para 

S. aureus, ≥10
7
 ufc/mL para E. coli, e ≥10

8
 ufc/mL para S. agalactiae, S. dysgalactiae e S. 

uberis. No experimento 2, o objetivo foi avaliar o efeito da pré-incubação de amostras de leite 

de quartos mamários com mastite subclínica sobre a eficácia da identificação sem cultivo de 

patógenos causadores de mastite por MALDI-TOF MS.  Foram selecionados 2 rebanhos 

leiteiros para coletas de leite de quartos mamários de todas as vacas em lactação.  As amostras 

de leite foram submetidas às análises de: a) cultura microbiológica; b) pré-incubação seguida 

de identificação por espectrometria de massas diretamente do leite; c) contagem bacteriana 

total (CBT). Para a realização da CBT, as amostras de leite foram submetidas à citometria de 

fluxo; e para a identificação direta de patógenos causadores de mastite a partir do leite, as 

amostras foram submetidas ao desnate por centrifugação (10.000 Xg por 10 minutos), e pré-

incubação a 37°C por 12 horas. Posteriormente, as amostras foram processadas com o uso do 

kit Maldi Sepsityper® (Bruker Daltonics) e submetidas ao protocolo de lise bacteriana para 

posterior análise por MALDI-TOF MS. Do total de 810 amostras de leite analisadas por 



 

 

 

 

cultura microbiológica (método referência), 347 apresentaram crescimento bacteriano, sendo 

305 identificadas como agentes de interesse na identificação direta pelo método MALDI-TOF 

MS: Staphylococcus coagulase negativa (n=191), S. aureus (n=31), S. agalactiae (n=42), S. 

uberis (n=37), S. dysgalactiae (n= 4). Sendo assim, 305 amostras foram analisadas pelo 

método de idenfificação direta MALDI-TOF MS, a qual apresentou baixa sensibilidade 

quando comparado com a cultura microbiológica (método referência): Staphylococcus 

coagulase negativa (14,08%), S. agalactiae (15,25%), S. uberis (1,69%) S. aureus (6,12%) e 

S. dysgalactiae (0%). A pré-incubação de amostras de leite não aumentou a sensibilidade de 

identificação direta de microrganismos causadores de mastite pelo método MALDI-TOF MS. 

  

Palavras-chave: Mastite. Espectrometria de massas. MALDI-TOF MS. Bactéria. Leite. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

BARREIRO, J. R. Direct identification of microorganisms causing mastitis by mass 

spectrometry. [Identificação direta de microrganismos causadores de mastite por 

espectrometria de massas]. 2015. 87f. Tese (Doutorado em Ciência) – Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 

 

The purpose of the present study was to evaluate the technique of mass spectrometry by 

desorption / ionization assisted laser array time-of-flight (MALDI-TOF MS) for the direct 

identification in milk samples (no microbiological culture) of mastitis causing bacteria. 

Therefore, we carried out two experiments (1 and 2). In experiment 1, we determined the 

diagnostic sensitivity of MALDI-TOF MS technique for the direct identification in milk 

samples of Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis, Streptococcus agalactiae, 

Streptococcus dysgalactiae and Escherichia coli. Experimental contamination of S. aureus, S. 

uberis, S. agalactiae, S. dysgalactiae and E. coli in samples of milk to a concentration of 10
3
-

10
9
 cfu/mL were performed. The contaminated milk samples were processed using kit Maldi 

Sepsityper® (Bruker Daltonics) and subjected to bacterial lysis protocol for analysis by 

MALDI-TOF MS. Mass spectra were collected in the mass range of 2000-20000 m/z and 

were analyzed by MALDI Biotyper 3.0 software (Bruker Daltonics) with default settings to 

obtain bacterial identification. Direct identification of mastitis causing pathogens from milk 

samples was possible at ≥10
6
 cfu/mL for S. aureus, ≥10

7
 cfu/mL for E. coli and ≥10

8
 cfu/mL 

for S. agalactiae, S. dysgalactiae and S. uberis. In experiment 2, the objective was to evaluate 

the effect of pre-incubation of milk samples from mammary quarters with subclinical mastitis 

on the effectiveness of identification without cultivation, of mastitis-causing pathogens by 

MALDI-TOF MS. We selected mammary quarter milk samples from all lactating cows on 

two dairy herds. The milk samples were subjected to analyzes of: a) microbiological culture; 

b) pre-incubation followed by identification by mass spectrometry directly from milk; c) total 

bacterial count (TBC). Flow cytometry was used to determine TBC and; to directly identify 

the mastitis-causing pathogens from milk, fat was separated by centrifugation (10,000 Xg for 

10 minutes) and; samples were pre-incubated at 37°C for 12 hours. Subsequently, the skim 

milk samples were submitted to kit Maldi Sepsityper® (Bruker Daltonics) and to the bacterial 

lysis protocol for analysis by MALDI-TOF MS.  A total of 810 milk samples were analyzed 

by microbiological culture (reference method), of which 347 showed bacterial growth. 

Considering all culture positive samples 305 were identified as agents of interest in the direct 

identification by MALDI-TOF MS method: coagulase negative staphylococci (n = 191), S. 



 

 

 

 

aureus (n = 31), S. agalactiae (n = 42), S. uberis (n = 37) and S. dysgalactiae (n = 4). 

Therefore, 305 samples were directly identified by MALDI-TOF MS, which presented low 

sensitivity when compared to microbiological culture (Reference method): coagulase-negative 

staphylococci (14.08%), S. agalactiae (15.25 %), S. uberis (1.69%), S. aureus (6.12%) and S. 

dysgalactiae (0%). Pre-incubation of milk samples did not increase the sensitivity of the 

MALDI-TOF MS method directly identify mastitis-causing microorganisms. 

 

Key words: Mastitis. Mass spectrometry. MALDI-TOF MS. Bacterium. Milk. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O leite é uma mistura complexa e nutritiva composta de gordura, proteínas e outros 

elementos, os quais se encontram em suspensão ou solubilizados em água (GIANOLA et al., 

2004). A qualidade do leite está diretamente relacionada com a saúde, a alimentação e o 

manejo das vacas, assim como, o manejo adequado dos equipamentos e os utensílios 

utilizados durante a ordenha, a refrigeração e o transporte até a indústria. Todos esses fatores 

influenciam a composição original e as características sensoriais do leite (DINGWELL et al., 

2004). 

A mastite bovina é uma doença de grande importância epidemiológica e econômica, a 

qual pode se manifestar na forma subclínica ou clínica. A mastite ocorre em resposta à 

infecção intramamária (IIM) causada principalmente por bactérias, mas pode ser também 

causada por fungos ou algas (RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002).  

O diagnóstico da mastite clínica pode ser feito pela observação de sintomas clínicos, 

como a inflamação do úbere, a presença de secreção láctea com grumos, sangue, pus, ou 

outras alterações visuais. O diagnóstico clínico da mastite é extremamente simples, visto que, 

qualquer vaca em um ou mais quartos secretando leite com alterações de aspecto apresenta 

mastite. Entretanto, mastites subclínicas podem reduzir a capacidade funcional da glândula 

mamária, causando prejuízos econômicos e não são diagnosticadas pelo exame clínico: 

inspeção do animal, leite e palpação (RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002). 

A maioria dos casos de mastite ocorre na forma subclínica, ou seja, sem sinais clínicos 

evidentes. Para diagnosticar a mastite subclínica, é necessário o uso de métodos diagnósticos 

complementares baseados no conteúdo celular ou em alterações bioquímicas da composição 

do leite. Além disso, para identificar o agente causador da mastite, é necessária a cultura 

microbiológica e isolamento do agente etiológico, visando estabelecer métodos de tratamento, 

estratégias de controle e profilaxia adequados (PANKEY; DRECHSLER; WILDMAN, 

1991). O isolamento de cultura pura com o crescimento superior a dez ufc/mL é necessário 

para realizar o diagnóstico da IIM. O número de amostras de leite necessário para o 

diagnóstico da IIM está diretamente relacionado ao tipo de microrganismo causador da 

infecção (DOHOO et al., 2011).   

A técnica de espectrometria de massas (MS) com fonte de ionização/dessorção a laser 

assistida por matriz – MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/ Ionization) e analisador de 

massas do tipo tempo-de-vôo (TOF) tem sido utilizada para a caracterização de 
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microrganismos por meio de seus fingerprintings de proteínas ribossomais, devido à 

capacidade da técnica para detectar moléculas de massas elevadas presentes em misturas 

complexas de biomoléculas em sua forma monoprotonada, e ainda possui alta sensibilidade 

mesmo em reduzida quantidade de amostra (SIUZDAK, 2006). Essa técnica possui um tipo 

de ionização branda, que permite a dessorção de peptídeos e proteínas a partir de cultivos ou 

extratos bacterianos (RUELLE et al., 2004). Os íons são separados de acordo com a massa e 

cargas, sendo que cada íon corresponde a uma espécie molecular desprendida da superfície 

celular durante a dessorção/ionização a laser (HOLLAND et al., 2006; SIUZDAK, 2006). 

 A técnica de MALDI-TOF MS permite a reprodutibilidade de espectros, um fator 

crítico para a identificação de bactérias por comparação de seus fingerprintings de massas 

(ZHANG et al., 2004). Com a utilização desse método, bactérias podem ser identificadas por 

comparação de espectro de massas (obtido em poucos segundos), com os de referência de 

cepas conhecidas, utilizando-se o processamento de dados por análise estatística multivariada, 

o que pode proporcionar o diagnóstico do patógeno causador da mastite com mais rapidez do 

que os métodos convencionais. 

A utilização de MALDI-TOF MS é considerada atualmente revolucionária em 

microbiologia humana, pois possibilitou alta confiabilidade para uso em diagnóstico clínico 

de microrganismos causadores de doenças (LARTIGUE et al., 2009; MARKLEIN et al., 

2009; MELLMANN et al., 2009; DUBOIS et al., 2010; ILINA et al., 2010; SEIBOLD et al., 

2010).  Na área da microbiologia veterinária, essa técnica apresentou resultados satisfatórios, 

uma vez que foi possível a identificação de patógenos causadores de mastite em colônias 

isoladas após cultura microbiológica, como Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae 

(BARREIRO et al., 2010); e espécies de Staphylococcus coagulase negativa (TOMAZI et al., 

2014) e Corynebacterium spp. (GONÇALVES et al., 2014). Adicionalmente, esta técnica 

pode ter aplicabilidade no âmbito ambiental, alimentício e industrial, ou seja, pode ser 

utilizada em qualquer setor que exija controle microbiológico e que os resultados confiáveis 

sejam requeridos em curto espaço de tempo.  

No entanto, a identificação de microrganismos pelo método MALDI-TOF MS requer 

uma etapa de cultivo microbiológico para obter colônias bacterianas para a obtenção de 

espectros. Em alguns casos, esta tecnologia também pode ser utilizada para analisar 

espécimes clínicos para a identificação bacteriana direta, como quando usada para 

diagnosticar microrganismos diretamente em amostras clínicas de sangue (MOUSSAOUI et 

al., 2010; MEEX et al., 2012), urina (FERREIRA et al., 2010) e fluido cérebro-espinhal 
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(SEGAWA et al., 2014). No entanto o uso desta técnica para identificação direta de agentes 

causadores de mastite em amostras de leite ainda não foi determinada. 

O objetivo deste estudo foi avaliar a identificação direta de bactérias causadoras de 

mastite a partir de amostras de leite por espectrometria de massas com o uso do MALDI-TOF 

MS. Foram delineados 2 experimentos, sendo que para o experimento 1 o objetivo específico 

foi determinar a sensibilidade diagnóstica da técnica MALDI-TOF MS para a identificação 

direta (sem cultura microbiológica) de bactérias causadoras de mastite no leite, em amostras 

experimentalmente contaminadas. O objetivo específico do experimento 2 foi avaliar o efeito 

da pré-incubação de amostras de leite de rebanhos comerciais e a identificação direta de 

patógenos causadores de mastite por MALDI-TOF MS das amostras de leite pré-incubadas. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRAFICA 

 

2.1 CARACTERIZAÇÃO DA MASTITE BOVINA 

 

 

A mastite (do grego mastos) bovina é uma inflamação da glândula mamária e na 

maioria das vezes não apresenta sinais clínicos de processo inflamatório, no entanto, causa 

elevados prejuízos econômicos. A mastite normalmente ocorre em resposta à infecção 

intramamária, causada principalmente por bactérias, e em menor frequência por micoplasmas, 

fungos e algas (RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002; PEELER et al., 2003; SANTOS et al., 

2007). Mais de 80 diferentes espécies de microrganismos foram identificadas como agentes 

causadores de mastite bovina, sendo que as mais frequentemente isoladas foram 

Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium sp., Streptococcus 

dysgalactiae, Streptococcus uberis e Escherichia coli (HOLTENIUS, 2004).  

As infecções intramamárias (IIM) podem apresentar-se sob a forma clínica ou 

subclínica. A forma clínica apresenta sinais evidentes de inflamação da glândula mamária tais 

como edema, aumento de temperatura, dor e alterações das características do leite; e pode 

apresentar sintomas sistêmicos, como aumento da temperatura corporal, desidratação, 

diminuição do consumo de alimentos e redução de leite.  Já na forma subclínica, não há 

mudanças visíveis nas características do leite ou do úbere, porém, ocorre redução de leite e 

alteração da composição do leite, como diminuição nos teores de caseína, lactose, gordura e 

cálcio; e o aumento da contagem de células somáticas (CCS) e proteínas séricas (CHANG et 

al., 2004; BRADLEY, 2002). A mastite subclínica é a principal forma de mastite presente nas 

fazendas leiteiras, a qual acomete entre 20-50% das vacas em lactação (PITKALA et al., 

2004). Portanto, as infecções intramamárias, clínicas ou subclínicas, representam um grande 

problema para a cadeia agroindustrial do leite (LESLIE; PETERSSON-WOLFE, 2012). 

Uma vez acometido, o quarto mamário a infecção pode evoluir para a cura espontânea, 

ou para um quadro crônico, tornando-se necessária a identificação do agente causador para 

adequar as medidas de controle e tratamento (OLIVER et al., 2004). A colonização da 

glândula mamária bovina por bactérias patogênicas resulta em alterações da composição do 

leite. Inicialmente, ocorrem aumentos da contagem de bactérias patogênicas, seguido pelo 

aumento marcante no número de células somáticas (SANTOS et al., 2007). 

O processo de IIM inicia-se quando os microrganismos invadem a glândula mamária 

pelo o canal do teto e multiplicam-se no interior dos tecidos. A invasão microbiana pode 
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ocorrer por diversas formas, como a colonização da pele e do canal do teto entre as ordenhas, 

flutuações de vácuo durante a ordenha que introduzem os microrganismos para dentro do teto 

e a introdução de cânulas contaminadas no momento do tratamento intramamário. Após a 

invasão, ocorre intensa migração de leucócitos do sangue para o leite, com o objetivo de 

eliminar o agente patogênico, assim como alterações da permeabilidade vascular e outros 

sinais de inflamação. Podem-se descrever quatro fatores principais que influenciam a 

ocorrência da mastite: a resistência da vaca, o agente patogênico, o ambiente e o estágio de 

lactação (SANTOS; FONSECA, 2007). 

A realização do diagnóstico da IIM pode ser baseada em amostras com isolamento de 

apenas um microrganismo, com mais do que dez colônias, e com duas ou mais coletas 

consecutivas do microrganismo de amostras coletadas semanalmente. A interpretação de 

resultados microbiológicos baseados em amostras em duplicata resulta em uma alta 

sensibilidade da metodologia de identificação. Entretanto, amostras em triplicata fornecem a 

melhor combinação de sensibilidade e especificidade, porém comparado a amostras 

individuais, fornecem apenas um pequeno aumento na especificidade e pouco ou nenhum 

aumento na sensibilidade. Portanto, a IIM pode ser definida pela presença de um 

microrganismo na glândula mamária, determinado pelo isolamento puro do microrganismo 

causador da infecção e com contagem de colônias superior a 10 (ufc/mL) (DOHOO et al., 

2011). 

A mastite bovina é a doença mais importante da produção leiteira e está diretamente 

ligada à lucratividade da cadeia agroindustrial do leite, resultando em perdas econômicas 

significantes que estão associadas com a redução na produção de leite (70%), custos com 

tratamentos e serviço do médico veterinário (7%), descarte de leite durante o período de 

tratamento (9%), mão-de-obra (1%) e descarte de animais (14%) (SHARMA et al., 2012). A 

ocorrência de mastite pode resultar na substituição de células epiteliais do tecido secretor, os 

alvéolos, por tecido conjuntivo, ocasionando redução da produção de leite, pois para células 

somáticas alcançarem o interior dos alvéolos e combater as bactérias, passam por entre duas 

células secretoras de leite o que pode comprometer a atividade destas células 

(SOMMERHAUSER et al., 2003). 

Nos últimos anos houve um grande progresso com o objetivo de reduzir os casos de 

mastite bovina (BLOWEY; EDMONDOSON, 2010), principalmente com a implementação 

do programa de 5 pontos (ZADOKS et al., 2002), e depois com o programa de 10 pontos 

(NMC, 2004), os quais consistem de práticas de manejo eficazes para o controle dos 
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patógenos causadores de mastite. Medidas de controle da mastite incluem o uso do pré-

dipping e pós-dipping (imersão dos tetos em solução desinfetante), terapia de vaca seca com 

antibiótico de longa duração, segregação e abate de vacas com mastite crônica e controle 

ambiental. O pré-dipping previne novas infecções intramamárias causadas por patógenos 

ambientais, durante o período de ordenha, já a terapia de vaca seca, reduz a exposição da vaca 

ao agente. O aumento da resistência da vaca (por meio da dieta, vacinação e prevenção ao 

estresse), diminuem a incidência de mastite causada por patógenos ambientais (SARGEANT 

et al., 2001). 

 

   

2.2 PRINCIPAIS AGENTES CAUSADORES DA MASTITE BOVINA 

 

 

As bactérias são os principais agentes etiológicos da mastite bovina. Segundo o 

National Mastitis Council (NMC, 2004), os agentes causadores são classificados como 

patógenos primários e secundários. No grupo de patógenos primários encontram-se 

Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus 

dysgalactiae; Escherichia coli, Klebsiella sp.e Mycoplasma bovis. Os patógenos primários, 

Streptococcus uberis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae e 

Streptococcus agalactiae, são responsáveis pela redução da qualidade do leite (BRADLEY; 

GREEN, 2005). Já o Staphylococcus coagulase negativa e Corynebacterium sp. foram 

descritos como patógenos secundários (SCHUKKEN et al., 2009). Entretando, não existe 

consenso sobre uma definição universal a respeito da classificação de patógenos primários ou 

secundários. Geralmente, uma combinação de alta prevalência, a natureza contagiosa e o 

potencial em causar infecções clínicas, bem como os custos provindos da infecção que 

determinam se os patógenos são considerados como primários na epidemiológia da mastite 

(WILSON; GONZALEZ; DAS, 1997). 

Com base na forma de transmissão, os microrganismos causadores de mastite podem ser 

classificados em dois grupos; os patógenos contagiosos ou ambientais. Os patógenos 

contagiosos são aqueles adaptados à sobrevivência no interior da glândula mamária, 

caracterizados pela alta incidência da forma subclínica da doença, persistentes ou com 

episódios clínicos intermitentes de baixa incidência (BRADLEY, 2002). A mastite contagiosa 

é tipicamente associada com diminuição de produção de leite e aumento da CCS do tanque, 

sendo que Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae são exemplos de patógenos 
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contagiosos. A principal fonte de patógenos ambientais é o ambiente em que a vaca vive, com 

maior prevalência das bactérias gram-negativas (Escherichia coli e Klebsiella spp.) e algumas 

espécies de Streptococcus (Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae) (RUEGG, 

2012; SCHUKKEN et al., 2012). Os patógenos ambientais podem ser considerados de 

oportunistas por invadirem a glândula mamária sem conseguir se adaptar em seu interior, o 

que leva à imediata resposta inflamatória (BRADLEY, 2002). Por isso, esta forma de IIM está 

associada com infecção de curta duração que pode resultar em redução da produção de leite e 

até mesmo na morte da vaca (SCHUKKEN et al., 2012). No entando, a classificação de 

patógenos contagiosos ou ambientais se difundiu antes do surgimento das metodologias de 

identificação molecular de microrganismos. O uso de fingerprintings de DNA e outras 

metodologias moleculares demosntraram resultados controversos quanto à classificação da 

mastite pelo comportamento ambiental ou contagioso dos microrganismos (RUEGG, 2012).  

A infecção causada por Staphylococcus aureus tem apresentação principalmente na 

forma subclínica, condição que contribui para sua habilidade de estabelecer infecções 

intramamárias crônicas (BANNERMAN et al., 2004). Além disso, Staphylococcus aureus 

possui grande capacidade de invasão, instalando-se em partes profundas da glândula mamária. 

A taxa de cura desse tipo de infecção durante a lactação tende a ser reduzida.  Tratamentos de 

maior duração foram associados a maiores chances de cura, porém é recomendado avaliar o 

custo-benefício de tal tratamento, para maximizar a cura, e o tratamento durante a lactação 

deve ser realizado em animais jovens com infecção recente e com apenas um quarto do úbere 

comprometido (HENSEN et al., 2000). Estudos de impacto econômico da mastite sobre a 

cadeia leiteira sugerem que a IIM causada por Staphylococcus aureus resulta em perdas de 

baixa produtividade e redução da qualidade do leite por elevada contagem de células 

somáticas (HOGEVEEN; HUIJS; LAM, 2011). 

Os Staphylococcus coagulase negativa (SCN) podem ser isolados na pele dos tetos e 

podem infectar a glândula mamária. As infecções causadas por este grupo de patógenos 

resultam em aumento da CCS, porém não alteram a produção e composição do leite 

(TOMAZI el al., 2014). Outros estudos classificam tais microrganismos como patógenos de 

impacto limitado sobre a produção e a CCS (PARADIS et al., 2010). Vacas adultas e novilhas 

apresentam alta prevalência de mastite causada por esse tipo de agente, o que tem despertado 

o interesse em práticas de controle e tratamento, principalmente em rebanhos de média CCS 

(SUPRÉ et al., 2011). Dezesseis espécies de SCN já foram isoladas de amostras de leite de 

vacas com mastite (CAPURRO et al., 2009). As espécies mais frequentemente isoladas nas 
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IIM são: Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus epidermitis, Staphylococcus 

haemolitycus, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus simulans e Staphylococcus xylosus 

(THORBERG et al, 2009). 

A infecção intramamária causada por Streptococcus agalactiae apresenta-se 

frequentemente na forma subclínica, com significativo aumento da CCS. Este agente é uma 

das espécies de Streptococcus mais comumente identificadas e tem sido detectada em 48% de 

amostras de leite de tanque (ZADOKS et al., 2011). Entretanto, a mastite causada por essa 

bactéria apresenta excelente resposta ao tratamento com antibiótico intramamário durante a 

lactação. Vacas infectadas por Streptococcus agalactiae apresentaram taxa de cura maior do 

que vacas infectadas por outros patógenos (WILSON et al., 1999). Vacas com mastite 

causada por esse patógeno tornam-se reservatórios do agente no rebanho, e a ordenha é 

considerada o momento de maior risco de transmissão da bactéria (BAL et al., 2010). Devido 

à alta taxa de cura seguida de tratamento do Streptococcus agalactiae, alguns produtores 

optam por erradicar o patógeno do rebanho. O programa de controle de Streptococcus 

agalactiae é baseado em cultura microbiológica e tratamento com antibiótico em todos os 

quartos infectados pelo patógeno (RATO et al., 2007). 

Infecções causadas por Streptococcus ambientais têm natureza variada devido a 

distintas características de dois constituintes desse grupo, Streptococcus uberis e 

Streptococcus dysgalactiae. Diferentes linhagens de Streptococcus uberis apresentam não 

somente padrão epidemiológico ambiental como também padrão contagioso (WYDER et al., 

2011). Este patógeno pode ser isolado a partir de glândulas mamárias durante o período de 

lactação e de vacas não lactantes (REINOSO et al., 2011). Já o Streptococcus dysgalactiae 

tem maior frequência de ocorrência no início da lactação, no entanto, podem tornar-se 

persistentes, o que resulta em aumento da CCS e possibilidade de se tornarem fontes de novas 

infecções (RATO et al., 2007). Na rotina de isolamento microbiológico, os Enterococcus spp. 

são muitas vezes classificados como parte do grupo dos Streptococcus ambientais (ou não-

agalactiae). As bactérias do gênero Enterococcus spp. são mais resistentes aos 

antimicrobianos e sobrevivem em ambientes pouco favoráveis, o que pode afetar a 

prevalência e a taxa de cura dos Streptococcus (SANTOS et al., 2007).  

Mesmo sendo considerado um agente secundário, Corynebacterium spp. tem sido 

frequentemente isolado de casos clínicos e subclínicos, com aumento moderedo de CCS 

(SCHUKKEN et al., 2009). O canal do teto parece ser um dos locais principais de ocorrência 

desse agente, ainda que a infecção possa se localizar na cisterna da glândula, no entanto, sem 
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causar infecções intramamárias verdadeiras (BEXIGA et al., 2011). Trueperella pyogenes, 

que é uma reclassificação do gênero Arcanobacterium, é conhecida por causar mastites graves 

com extensa destruição do tecido mamário. Esse microrganismo é encontrado nas membranas 

e mucosas dos animais, mas age como patógeno oportunista causando infecções piogênicas 

(NAGIB et al., 2014).  

As principais bactérias Gram negativas que causam mastite são Escherichia coli e 

Klebsiella spp. cuja apresentação ocorre principalmente na forma clínica e aguda. A 

destruição da bactéria pelo sistema imune causa a exposição de fatores estimulantes da 

inflamação que desencadeiam sinais clínicos típicos da infecção (BANNERMAN et al., 

2004). A quantidade de estímulo ao sistema imune determina a gravidade da infecção, e em 

cerca de 40% dos casos pode ocorrer bacteremia (WENZ et al., 2001). A Escherichia coli, é 

um dos mais frequentes patógenos que causam mastite clínica. No entanto, sintomas clínicos 

variam muito, e as infecções podem ser persistentes. O tratamento com agentes 

antimicrobianos podem, eventualmente, eliminar a infecção bacteriana, mas a recuperação 

total da glândula pode levar um tempo maior do que a recuperação clínica (BLUM; HELLER; 

LEITNER, 2014).  

 

 

2.3 MÉTODOS DIAGNÓSTICOS PARA A MASTITE 

 

 

O diagnóstico microbiológico e a identificação dos agentes causadores de mastite em 

amostras de leite é o método padrão de monitoramento das mastites contagiosas, entretanto, 

apresenta algumas limitações como o tempo necessário para o diagnóstico, à identificação dos 

agentes e os procedimentos de conservação e transporte das amostras (SANTOS, 2006). 

Existem vários métodos de identificação microbiana, todos eles com vantagens e 

desvantagens. Os métodos clássicos e tradicionais dependem de uma comparação bioquímica 

e fisiológica de características como: condições de crescimento; morfologia da colônia; 

características de crescimento em meios seletivos; potencial para fermentar açúcares; reações 

bioquímicas específicas; características metabólicas, antigênicas e patogênicas; 

susceptibilidade aos antibióticos (READ, 2005). As análises microbiológicas do leite são 

indispensáveis para a adoção de medidas de controle e tratamento da IIM (BRITTEN et al., 

2012) . 
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Ao determinar as características de um microrganismo, o isolado deve estar em cultura 

pura, para que todas as células bacterianas na população sejam idênticas. O número de 

amostragem necessária para a confirmação do diagnóstico da IIM está diretamente 

relacionado ao microrganismo causador da infecção (DOHOO et al., 2011). Um exemplo é a 

IIM causada por Staphylococcus aureus, que apresenta alta liberação do patógeno em 

glândulas recentemente infectadas, porém com contagem bacterianas muito baixas com o 

decorrer da infecção, pode ocorrer diagnósticos falso-negativos (BRITTEN, 2012). Assim 

uma forma de evitar falso-negativos, devido à baixa contagem de bactérias no leite seria a 

repetições de amostras (DUHOO et al., 2010). Existem disponíveis uma extensa lista de 

meios comerciais, e os tipos utilizados depende de muitos fatores. Esses fatores incluem 

considerações sobre a origem do material a ser analisado, a espécie de interesse e as 

necessidades nutricionais dos organismos. Meios mais específicos podem conter compostos 

químicos ou substâncias que inibem ou acentuam o crescimento microbiano (NMC, 2004). A 

identificação microbiana por ser considerado um teste pouco viável como exame de rotina na 

fazenda (URECH et al., 1999). 

O aumento da CCS é a principal característica utilizada para o diagnóstico da mastite 

subclínica, pois é um bom indicador da probabilidade de ocorrência de uma infecção 

intramamária. Quanto maior a CCS maior é a probabilidade de que a vaca esteja infectada. O 

leite de um quarto não infectado apresenta CCS <100.000 cel/ml, enquanto a CCS de um 

quarto infectado é geralmente >200.000 cel/ml, indicando a ocorrência de mastite subclínica 

ou que o quarto está se recuperando da infecção (PYORALA, 2003).  

A CCS é geralmente usada como critério de diagnóstico indireto para identificação da 

mastite (SCHEPERS et al., 1997). Segundo Berglund et al., (2007) a infecção intramamária é 

a principal causa do aumento da CCS. Prestes et al. (2002) mencionaram que microrganismos 

contagiosos (Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e 

Corynebacterium bovis) levam ao aumento da CCS. Por outro lado, os microrganismos 

ambientais (Escherichia coli, Klebsiella sp., Enterobacter sp., Streptococcus uberis e 

Pseudomonas aeruginosa) podem ou não alterar a CCS devido às diferenças das respostas 

imunológicas e do agente etiológico evolvido na infecção intramamária. 

O CMT (Califórnia Mastitis Test) é um dos testes mais conhecidos e práticos para o 

diagnóstico da mastite subclínica. Seu princípio baseia-se na estimativa da contagem de 

células somáticas no leite. O resultado do teste é avaliado em função do grau de gelatinização 

ou viscosidade da mistura de partes iguais de leite e reagente. Os resultados são expressos em 
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cinco escores: negativo, traços, um, dois e três sinais positivos, os quais apresentam 

correlação com a contagem de células somáticas em vacas da raça Holandesa (ESSLEMONT; 

KOSSAIBATI, 2002).  

Quanto aos tipos de amostragens do leite é possível a realização de exames 

microbiológicos por quartos mamários, quartos com CMT positivos ou de altas CCS, casos 

clínicos, amostras ao acaso ou amostra representativa de rebanho (leite de tanque). As 

amostragens por quarto mamário e leite de tanque são as mais comumente utilizadas. Apesar 

da amostragem por quarto apresentar custos elevados, o conhecimento do nível e do tipo das 

infecções podem justificar o investimento, diferentes das amostras de tanque que fornecem 

informações limitadas a respeito das infecções do rebanho (BRITTEN, 2012). 

As técnicas moleculares são ferramentas importantes para a análise de 

microrganismos dos alimentos e outras substâncias biológicas. Estas técnicas fornecem meios 

para identificação de uma ampla gama de agentes em um único teste.  Os métodos 

moleculares variam de acordo com o poder discriminatório, reprodutibilidade, e facilidade de 

utilização e de interpretação (BABALOLA, 2003). 

O organismo de interesse pode ser detectado diretamente através de ensaios de reação 

em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction - PCR) em tempo menor do que a 

cultura convencional.  A reação em cadeia da polimerase é uma técnica in vitro que permite a 

amplificação de seqüências específicas de ácido desoxirribonucléico (DNA - 

deoxyribonucleic acid) ou de ácido ribonucléico (RNA - ribonucleic acid), sendo este último 

realizado a partir da síntese de ácido desoxirribonucléico complementar (cDNA - 

complementary deoxyribonucleic acid), sendo assim, uma técnica com alta especificidade e 

aplicabilidade. A característica mais importante da PCR é a capacidade de amplificar 

exponencialmente cópias de DNA a partir de pouca quantidade de material. Para a realização 

da PCR, existe a necessidade da obtenção de ácidos nucléicos, sendo que existem varias 

técnicas descritas com essa finalidade, utilizando substâncias e estratégias diferentes 

(MESQUITA et al., 2001). 

O sequenciamento de genes (16S rRNA) é uma metodologia eficaz de identificação 

das espécies de Corynebacterium spp. isolados do leite bovino (WATTS et al., 2000; 

GONÇALVES et al., 2014); e também espécies de Staphylococcus coagulase negativa 

isolados do leite bovino foram diferenciados genotipicamente pela técnica de PCR, associado 

com o polimorfismo de fragmentos de DNA obtidos por enzimas de restrição (RFLP) 

(TOMAZI et al., 2014).  Assim, como é possível a detecção do Staphylococcus aureus em 
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amostras de leite por meio de quantificação da reação em cadeia da polimerase em tempo real 

(qPCR) (BOTARO et al., 2013). Um número significativamente maior de patógenos 

causadores de mastite foi detectado de amostras de leite por PCR do que pela cultura 

bacteriana (92% e 70%, respectivamente), o uso da tecnologia de PCR pode auxiliar no 

diagnóstico rápido da mastite, no entanto, não existe até o momento nenhum método para 

distinguir de forma segura quais destes resultados positivos da PCR são clinicamente 

relevantes (KEANE et al., 2014). 

Além destas, uma importante ferramenta vem sendo estudada e aplicada para a 

detecção rápida de microrganismos causadores de mastite, é a técnica de MALDI-TOF MS 

(BRAGA et al., 2013; BARREIRO et al., 2010). Com esta tecnologia foi possível identificar 

espécies de Corynebacterium spp. (GONÇALVES et al., 2014) e Staphylococcus coagulase 

negativa (TOMAZI et al., 2014) de amostras de leite de vacas com mastite subclínica. 

 

 

2.4 ESPECTROMETRIA DE MASSAS: CONCEITOS E APLICAÇÕES 

 

 

 A espectrometria de massas é uma técnica analítica que permite a identificação de 

compostos químicos de um determinado composto isolado, ou de diferentes compostos em 

misturas complexas, por meio da determinação de suas massas moleculares na forma iônica, 

ou seja, na razão massa/carga (m/z). Esta movimentação é determinada pela razão entre a 

massa de um determinado composto (analito) e sua carga líquida, designada por m/z. Assim, 

conhecendo o valor de m/z de uma molécula e seus fragmentos, é possível inferir sobre a 

composição química, e com isso determinar a estrutura (SOUZA, 2008).  

Devido à elevada sensibilidade, exatidão e resolução proporcionadas por essa técnica na 

identificação de proteínas, a MS pode ser considerada a principal ferramenta analítica no 

campo da proteômica. Métodos tradicionais exigem grande volume de amostras biológicas e 

diversas etapas de purificação de amostra são exigidas para a identificação das proteínas 

(FERNANDEZ-LIMA et al., 2005). 

Um espectrômetro de massas apresenta uma fonte de íons, um ou mais analisadores de 

massas e um detector. A fonte de íons é parte do espectrômetro responsável pelo processo de 

ionização das moléculas; os analisadores de massas são parte do espectrômetro responsável 

pela separação dos íons de acordo com a relação massa-carga (m/z) por meio de campos 
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elétricos e magnéticos. Os detectores recebem os íons provenientes dos analisadores de 

massas e amplificam seu sinal, gerando correntes elétricas que são processadas por meio de 

um programa computacional e transformadas em espectro de massas (Figura 1) (WATSON; 

SPARKMAN, 2007). 

 

Figura 1-  Representação esquemática das etapas da análise por MS. Moléculas são ionizadas e transferidas para 

a fase gasosa na fonte de íons, os quais são atraídos e filtrados pelos analisadores de massas. Os íons 
atingem o detector, onde têm seu sinal amplificado e processado para formar o espectro de massas  

 

 

Fonte: WATSON; SPARKMAN, 2007 adaptado por BARREIRO, 2015. 
 

 

A ionização é o processo físico-químico de conversão de um átomo ou molécula em um 

íon, por meio de adição ou remoção de cargas. Este processo funciona de maneira diferente 

dependendo se um íon positivo ou negativo está sendo produzido. Um íon de carga positiva é 

produzido quando um elétron ligado a um átomo (ou molécula) absorve energia suficiente 

para escapar da barreira elétrica que o limitava, desfazendo assim o vínculo com o núcleo, 

sendo expelido para fora da eletrosfera. A quantidade de energia necessária é chamada de 

potencial de ionização. Um íon negativamente carregado é produzido quando um elétron livre 

choca-se com um átomo e é então capturado, ficando no interior da barreira do potencial 
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elétrico. Em alguns casos, um próton pode ser adicionado ou subtraído da molécula, rendendo 

os íons [M
 
H]

+
 ou [M

 
H]

-
, respectivamente. Em outros casos, os íons são formados através da 

interação com adutores, como metais alcalinos (por exemplo, Li
+
, Na

+
, K

+
), formando íons 

positivos, ou então com ânions como Cl-, rendendo íons com cargas negativas (DASS, 2007; 

HOFFMANN; STROOBANT, 2007).  

Tendo em vista que os processos de ionização são fundamentais para a análise por MS, 

diversas fontes de ionização foram desenvolvidas ao longo da sua história, como Ionização 

Eletrônica (EI), Ionização por Bombardeamento Rápido de Átomos (FAB), Ionização por 

Dessorção a Laser Assistida por Matriz (MALDI), Ionização por Spray de Elétrons (ESI), 

Ionização Química a Pressão Atmosférica (APCI), Ionização por Dessorção de Spray de 

Elétrons (DESI), entre outras técnicas de ionização. 

Segundo Watson e Sparkman (2007), a fonte de ionização é a parte do espectrômetro de 

massas que produz os íons a partir dos analitos, e realiza sua transferência para a fase gasosa 

(há casos onde a ionização ocorre em fase gasosa, como a partir de amostras voláteis). Estes 

íons são então levados para dentro do espectrômetro, sob um ambiente de vácuo, e então 

conduzidos até o detector. A base da MS é a separação destes íons por suas diferenças de m/z. 

Para atender esta necessidade, foram desenvolvidas diferentes formas para controlar a 

trajetória desses íons através espectrômetro, que são realizadas por campos elétricos e 

magnéticos, chamados de analisadores de massas (na realidade são analisadores de íons, ou 

m/z), e são quase tão diversificados quanto às fontes de íons.  

Os detectores compreendem a porção final dos espectrômetros de massas; sua função é 

detectar os íons que chegam até eles e amplificar o sinal. Os detectores funcionam pela 

conversão dos feixes de íons em sinais elétricos, que podem ser armazenados e traduzidos em 

imagens, e dentre eles se destacam os detectores Faraday crup e os Multiplicadores de 

Elétrons (EM – Electron Multiplier), Multiplicadores de Fótons, entre outros (WATSON; 

SPARKMAN, 2007). 

A técnica de MS com fonte de ionização do tipo MALDI tem sido amplamente utilizada 

para a caracterização de microrganismos devido à sua capacidade de analisar moléculas de 

massas elevadas, misturas complexas de biomoléculas, e ainda por apresentar alta 

sensibilidade mesmo em reduzida quantidade de amostra (SIUZDAK, 2006). Essa técnica 

possui um tipo de ionização branda, que permite a dessorção de peptídeos e proteínas a partir 

de cultivos bacterianos ou extratos bacterianos (RUELLE et al., 2004). Os íons são separados 

e detectados de acordo com sua massa molecular e número de cargas. Cada pico de massa 
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corresponde a um fragmento molecular (proteína ribossomal) desprendido da superfície 

celular durante a dessorção a laser (HOLLAND et al., 2006; SIUZDAK, 2006). Utilizando 

esse método, bactérias podem ser identificadas comparando-se seu espectro de massas, com 

espectros referência de cepas por meio de análise estatística multivariada.  

Na ionização por MALDI, a amostra deve ser misturada a uma matriz específica que 

auxilia na sua ionização. A amostra é misturada a uma determinada matriz que quando seca, 

cristaliza-se juntamente com o analito. A transferência de energia por MALDI ocorre através 

da irradiação pulsada de laser, a matriz energizada converte a energia do laser em energia para 

a excitação do analito, promovendo sua ionização (Figura 2). Esta forma de transferência de 

energia é eficiente na obtenção de moléculas intactas, já que elas não sofrem incidência direta 

da excessiva energia do laser, o que poderia causar sua decomposição. Este processo ocorre 

em uma câmara com vácuo e os íons formados na fase gasosa são acelerados por campos 

eletrostáticos em direção ao analisador (ARDREY, 2003; DASS, 2007; HOFFMANN; 

STROOBANT, 2007). 

Existe uma grande variedade de matrizes que podem ser utilizadas em MALDI, 

constituídas principalmente de compostos aromáticos. As fontes de laser também podem 

variar. No entanto, a mais comum é a de N2, com comprimento de onda de 337 nm. Os íons 

formados apresentam-se de modo geral protonados monocarregados em modo positivo, 

desprotonados em negativo. Contudo, é comum de serem formados íons com duas ou mais 

cargas, ou com adutores como Na
+ 

ou K
+
 (DASS, 2007; HOFFMANN; STROOBANT, 

2007). 
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Figura 2 - Representação esquemática da ionização por fonte de MALDI 

 

 

Fonte:  http://www.chm.bris.ac.uk/ms/images/maldi-mechanism.gif adaptado por BARREIRO, 2015. 

 

 

Analisadores do tipo TOF são baseados no princípio de que os íons com a mesma carga 

têm energias cinéticas iguais, e sua velocidade será inversamente proporcional à raiz quadrada 

da sua massa. Dessa forma, se dois íons com mesma carga, mas com massas diferentes, são 

acelerados através de um campo elétrico com potencial constante, suas velocidades serão 

dependentes de suas massas, e eles atingirão o detector com “tempos de vôo” diferentes. 

Assim, o íon de menor valor de m/z atingirá o detector primeiro, enquanto que o de maior 

massa levará mais tempo para chegar ao detector (DASS, 2007; HOFFMANN; 

STROOBANT, 2007). 

O potencial de aplicação da MS para estudos biológicos tem sido bastante estendido 

devido aos avanços observados nos últimos anos em aplicações nas áreas de genômica, 

transcriptoma, metabolômica, proteômica, lipidoma e outras plataformas “omics”, e ao 

desenvolvimento extraordinário dos equipamentos (HOFFMANN; STROOBANT, 2007; 

FENG et al., 2008). A MS é atualmente a técnica de escolha para identificação de proteínas e 

http://www.chm.bris.ac.uk/ms/images/maldi-mechanism.gif
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para o estudo de modificações protéicas pós-traducionais em diferentes condições 

fisiológicas. Além disso, a MS vem sendo utilizada no monitoramento e caracterização de 

diversos processos industriais como, por exemplo, em processos fermentativos (ROYCE, 

1993) e até mesmo na análise de microorganismos intactos (CLAYDON et al., 1996; 

FENSELAU; DEMIREV, 2001). 

 

 

2.5 IDENTIFICAÇÃO RÁPIDA DE MICRORGANISMOS 

 

 

A espectrometria de massas tem se mostrado confiável para diferenciar enorme 

variedade de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, as cianobactérias, fungos e 

protozoários em diferentes níveis taxonômicos (DICKINSON et al., 2004; DIECKMANN et 

al., 2005). Em relação à identificação microbiológica, a espectrometria de massas se baseia na 

diferenciação de perfis proteicos bacterianos (LOONEN et al., 2012). 

 Técnicas de dessorção/ionização a laser, dessorção de plasma, e bombardeamento de 

átomos rápidos em espectrometria de massas foram aplicadas para a identificação de 

microorganismos na medicina humana. A técnica de MALDI-TOF MS apresenta diversas 

vantagens em relação a outras técnicas de ionização, devido à sua sensibilidade, eficiência de 

ionização, e a capacidade de ionizar moléculas de alto peso molecular sem fragmentá-las 

(EASTERLING, et al., 1998; CAROFF; DEPRUN; KARIBIAN, 1993; ZARROUK et al., 

1997).  

A identificação rápida das espécies patogênicas e não patogênicas de microrganismos é 

de grande importância para a área de saúde humana e animal, na prevenção contra armas 

biológicas e contra o bioterrorismo, assim como aplicações em bioengenharia, e a indústria 

farmacêutica (TANG; STRATTON, 2006). A MS é um método rápido e sensível para a 

identificação e tipificação de microrganismos. Em 1975, Anhalt e Fenselau usaram pela 

primeira vez MS para caracterizar bactérias. Essa abordagem vem ganhando popularidade 

como ferramenta de caracterização de microrganismos (FENSELAU; DEMIREV, 2001).  

Métodos microbiológicos tradicionais com base na morfologia e nas características 

bioquímicas são demorados (em média três a sete dias) e laboriosos. Portanto, o 

desenvolvimento de novos métodos rápidos e eficazes para identificação das espécies 

bacterianas se faz necessário. A espectrometria de massas é uma ferramenta analítica, que 

vem se tornando rotineira em estudos biológicos. Essa técnica constitui-se em uma alternativa 

aos métodos tradicionais para identificação bacteriana. Ilina et al. (2009) utilizaram a 
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espectrometria de massas para identificação de espécies de Neisseria e Fujita et al. (2005a,b)  

empregaram a técnica para identificação de espécies de Micobactérias.  

Vários métodos manuais e automatizados baseados nas características fenotípicas têm 

sido desenvolvidos para a identificação de bactérias do gênero Staphylococcus. No entando, 

estes sistemas têm limitações, principalmente devido às diferenças fenotípicas entre estirpes 

da mesma espécie. Ao longo dos últimos 10 anos, muitos métodos genotípicos baseados na 

análise de determinados alvos de DNA foram concebidos para a identificação de espécies de 

Staphylococos coagulase negativo em isolados. A técnica de MALDI-TOF MS foi usada para 

a identificação de 152 cepas de Staphylococcus de origem clínica e ambiental. Neste estudo, 

foi valiada a aplicação do programa computacional Biotyper (Bruker Daltonics, EUA) para a 

identificação rápida dos “fingerprintings” (proteínas ribossomais) por meio de comparação 

com o banco de dados do programa computacional, concluindo que essa abordagem é uma 

excelente alternativa aos métodos tradicionais e pode ser utilizado para a análise das relações 

clonais e/ou taxonômica (DUBOIS et al.,2010). 

A aplicação do MALDI-TOF MS para a identificação em nível de espécie foi avaliada 

em vinte e três cepas de referência de bactérias clinicamente relevantes ou subespécie foram 

selecionadas. Para cada cepa de referência, o perfil de MALDI-TOF MS foi analisado e 

comparado ao perfil de 196 cepas testadas. Em todos os casos, o conjunto de íons de 

referência foi comum à mesma espécie da estirpe testada, o que indica que os íons 

selecionados puderam ser incorporados ao banco de dados do Biotyper (Bruker Daltonics, 

USA) para a identificação rápida de espécies de SCN (CARBONELLE et al., 2007). Hettick 

et al. (2006) relataram a discriminação e a caracterização de bactérias por MALDI-TOF MS, e 

a técnica foi usada também para quimiotaxonomia bacteriana (CLAYDON et al., 1996; 

SMOLE et al., 2002; RUELLE et al., 2004). 

Na microbiologia veterinária, a técnica de MALDI-TOF MS foi avaliada em isolados 

bacterianos de amostras de leite provenientes de vacas com mastite subclínica. Foram 

identificadas pelo método microbiológico padrão e MALDI-TOF MS, os patógenos 

identificados no estudo foram Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e espécies de 

Staphylococcus coagulase negativa (SCN) (BARREIRO et al., 2010). Estudos envolvendo a 

identificação de espécies de Corynebacterium spp. através de colônias isoladas de amostras 

de leite de vacas com mastite subclínica foi possível através da técnica de MALDI-TOF MS, 

sendo que Corynebacterium bovis foi a espécie mais frequentemente identificada. Os 

resultados de identificação foram equivalentes em 95% dos isolados, quando comparado com 
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a técnica de sequenciamento de genes 16S rRNA  (GONÇALVES et al., 2014). Espécies de 

SCN também foram identificadas de colônias isoladas de amostras de leite, sendo que o 

método foi sensível (95,37%) e a espécie mais prevalente em vacas com mastite subclínica foi 

o Staphylococcus chromogenes (TOMAZI et al., 2014). 

O uso mais comum de MALDI-TOF MS em laboratórios de bacteriologia clínica é para 

a identificação de bactérias cultivadas em meio sólido. Têm-se relatado que as porcentagens 

de gêneros identificados corretamente foram de 97% -99% e os de espécies 85% -97% ao 

testar rotineiramente bactérias isoladas utilizando o Sistema Bruker Biotyper MALDI-TOF 

MS (PATEL, 2013). 

A espectrometria de massas representa uma revolução na identificação rápida de 

bactérias e fungos na microbiologia clínica. A MALDI-TOF MS foi aplicada diretamente em 

amostras de sangue para a rápida identificação de patógenos, levando a reduções no tempo de 

resposta e potencialmente benéficios aos pacientes. O desenvolvimento de um kit de extração 

comercialmente disponível (Bruker Sepsityper) para utilização com o MALDI-TOF MS e o 

Biotyper (Bruker) facilitou o processamento necessário para a identificação de agentes 

patogênicos diretamente a partir de amostras de sangue (LAGACÉ-WIENS et al., 2012; 

MEEX et al., 2012; PROD`HOMM et al., 2010).  

Foi avaliada a identificação direta de microrganismos anaeróbicos em amostras de 

sangue usando o MALDI-TOF MS, após extração bacteriana por meio de dois métodos 

diferentes: MALDI Sepsityper kit (Bruker) e uma lise por saponina. No total, 107 culturas 

monobacteriais e seis culturas polimicrobianas de 77 diferentes pacientes foram incluídas no 

estudo. Entre as culturas monomicrobiana, foram identificados até o nível de espécie 67% e 

66% das bactérias com o kit MALDI Sepsityper e o método de saponina, respectivamente. 

Não houve diferença significativa entre os dois métodos de extração. A identificação das 

espécies foi direta e inconclusiva para bactérias gram-positivas, já que apenas 58% e 52% 

deles foram identificados em nível de espécie com Sepsityper MALDI kit e o método de 

saponina, respectivamente. Os resultados de identificação de bacilos gram-negativos em nível 

de espécie com o MALDI Sepsityper kit e o método de saponina foram de 82,5% e 90% 

respectivamente. Observou-se diminuição no tempo da análise para obtenção de resultados 

para a identificação direta de microrganismos na cultura de sangue, em comparação com o 

método convencional, independentemente do método de extracção (MEEX et al., 2012). 

Os atrasos de identificação de microrganismos são uma barreira para a seleção de 

antibiótico adequado na terapia antimicrobiana. Foi avaliado o uso do MALDI-TOF MS na 
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identificação de microorganismos em caldos de cultura de sangue positivo, em amostras 

monomicrobiana, sendo que o MALDI-TOF MS possibilitou identificação segura em nível de 

espécie, grupo e gênero em 91%, 5% e 2% dos casos, respectivamente, em 20 min. Em 

apenas 2% das amostras, o uso do MALDI-TOF MS não obteve nenhum resultado. Quando as 

culturas de sangue foram multibaterianas a identificação foi melhor com o uso específico à 

base dos resultados de coloração de gram. O MALDI-TOF MS é atualmente o método mais 

rápido para identificar microrganismos em amostras de sangue (FERRONI et al., 2010). 

Patógenos do trato urinário foram submetidos à análise convencional e a identificação 

direta por MALDI-TOF MS, na qual 4 mL de urina foram centrifugados (2000 X g) para 

remover os leucócitos e, em seguida, centrifugados novamente (15.500 X g) para coletar 

bactérias. O sedimento foi lavado e, em seguida, aplicado diretamente à placa de MALDI-

TOF MS. Duzentas e sessenta amostras de urina, detectadas como positivas pelo método 

convencional, foram analisadas pelo método MALDI-TOF MS, onde 220 destas amostras 

apresentaram crescimento bacteriano de >10
5
 ufc/mL. As identificações de microrganismos 

foram coincidentes em nível de espécie em 91,8% e em nível de gênero em 92,7%. O 

microorganismo identificado com maoir frequencia foi a Escherichia coli. A MALDI-TOF 

MS identificou este microrganismo diretamente a partir de amostra de urina em 163 casos 

(94,2%). Os resultados mostraram que MALDI-TOF MS permite a identificação de bactérias 

diretamente a partir de urina infectada em um curto espaço de tempo, e especialmente quando 

as bactérias gram-negativas apresentaram elevadas contagens bacterianas (FERREIRA et al., 

2010). 

Esta tecnologia pode ser aplicada diretamente às amostras clínicas de urina e fluido 

cérebro-espinhal, evitando a necessidade de cultura. Para uma identificação bem sucedida do 

agente com o método MALDI-TOF MS contagens de aproximadamente 10
4
-10

6
 ufc do 

microrganismo são necessários na placa-alvo. Estes níveis podem ser alcançados em pacientes 

com infecção no trato urinário. Semelhante à urina, o fluido cérebro-espinhal é um alvo 

promissor para a identificação microbiológica pela metodologia MALDI-TOF MS 

(SEGAWA et al., 2014).  

 

 

  



38 

 

 

 

2.6 COMPOSIÇÃO DO LEITE 

 

 

Entende-se por leite, o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em 

condições de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas (MAPA, 2002). O leite 

é constituído por uma mistura complexa e heterogênia de substâncias orgânicas e inorgânicas 

sendo caracterizado como uma suspensão coloidal de micelas de caseína ligadas ao cálcio e 

potássio, uma emulsão de glóbulos de gordura e vitaminas lipossolúveis e uma solução de 

lactose, proteínas solúveis em água, sais minerais e vitaminas hidrossolúveis (SANTOS; 

FONSECA, 2007). 

O processo de síntese e secreção do leite envolve o suprimento de precursores a partir 

do sangue, da capacidade de captação dos precursores, da sua conversão em componentes do 

leite e da remoção do leite pela glândula mamária. A lactose é o principal carboidrato 

(dissacarídeo composto por moléculas de glicose e galactose) e é o responsável pelo volume 

do leite produzido, pela sua participação no controle da pressão osmótica da glândula 

mamária. O proprionato de origem da fermentação microbiana, no rúmen, é considerado o 

principal precursor da glicose para glândula mamária, sendo um ácido graxo limitante para a 

síntese de lactose do leite. Algumas proteínas do leite não são sintetizadas na glândula 

mamária (albuminas séricas e imunoglobulinas) e são transportadas pelo sangue até o lúmen 

alveolar, mas a síntese da proteína do leite (tais como: caseína, beta-lactoglobulinas e alfa-

lactoalbuminas), pelas células alveolares, ocorre a partir de aminoácidos do sangue. A caseína 

(fosfoproteína) é secretada em forma de micelas (agrupamentos de várias moléculas de 

caseína ligadas a íons fosfato de cálcio). A gordura do leite é composta na sua quase 

totalidade por triglicerídeos originários dos lipídeos da dieta ou mobilização de reservas 

corpóreas (ácidos graxos de cadeia longa) e, principalmente, de origem da síntese de novo nas 

células epiteliais da glândula mamária (ácidos graxos de cadeia curta), sendo o acetato e o 

butirato os precursores da gordura do leite (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006; 

SANTOS; FONSECA, 2007). 

As características químicas e microbiológicas do leite são de grande importância para a 

saúde pública, para o processamento tecnológico e para a qualidade dos produtos lácteos. No 

entanto, a composição do leite pode ser muito variável e depende de inúmeros fatores, tais 

como: raça, idade, saúde da glândula mamária, período de lactação, nutrição da vaca, época 

do ano e tipo de ordenha (DOBRANIC et al., 2008). 
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A mastite determina uma série de alterações tanto na composição e características 

físico-químicas como na produção do leite (OGOLA et al., 2007). Essas alterações são 

atribuídas pela mudança na permeabilidade vascular devido ao processo inflamatório, pela 

lesão do epitélio secretor responsável pela síntese de alguns componentes do leite e pela ação 

enzimática de células somáticas ou de microrganismos presentes na glândula (SHARIF; 

MUHAMMAD, 2008). Durante a infecção intramamária, acentuadas mudanças ocorrem nos 

tipos de proteínas do leite. A síntese de β-lactoglobulina e α-lactoalbumina são reduzidas, mas 

o conteúdo de albumina sérica, concentrações de imunoglobulinas, lactoferrina e atividade 

enzimática aumentam devido à presença dos polimorfonucleares e da alteração da 

permeabilidade vascular (LINDMARK-MANSSONA et al., 2006). As mudanças na 

composição do leite dependem do grau da resposta inflamatória, da patogenicidade do agente 

etiológico e do tecido da glândula mamária afetado pela mastite (PYORALA, 2003). 
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3 IDENTIFICAÇÃO DIRETA DE BACTÉRIAS CAUSADORAS DE 

MASTITE POR MALDI-TOF MS 

 

 

3.1 INTRODUÇÃO 

 

 

A mastite bovina é uma doença que causa perdas econômicas ao produtor de leite e à 

indústria. A forma mais comum desta doença é a apresentação subclínica (MALEK DOS 

REIS et al., 2011), na qual as vacas não apresentam sinais evidentes de inflamação, no 

entanto ocorre diminuição da produção e da qualidade do leite (HOVINEN; PYORALA, 

2011). Devido à resposta inflamatória durante a mastite, ocorre aumento da contagem de 

células somáticas (CCS), assim como alterações das concentrações dos componentes do leite 

(proteína, gordura, lactose, minerais e enzimas). Estas alterações de composição do leite estão 

relacionadas com a redução da secreção de componentes que são sintetizadas na glândula 

mamária, o aumento da permeabilidade vascular e o fluxo de sangue para a glândula mamária 

(PYORALA, 2003). Além dos problemas relacionados com a saúde e a higiene do leite, as 

alterações de composição do leite pela mastite causam impacto negativo na produção e na 

qualidade de produtos lácteos (AULDIST; HUBBLE, 1998).   

Na indústria láctea, métodos de rotina para o diagnóstico indireto da mastite subclínica 

e a qualidade do leite são baseados na CCS ou na detecção de alterações da composição 

bioquímica do leite. Para identificar as bactérias que estão presentes no leite, é necessário o 

isolamento do agente etiológico por métodos de cultura microbiológica ou de biologia 

molecular. O diagnóstico é de fundamental importância para o uso adequado de antibióticos, 

estratégias de controle e profilaxia (PANKEY et al., 1991). A identificação rotineira de 

microrganismos causadores de mastite depende principalmente de características fenotípicas, 

tais como a morfologia da colônia, potencial hemolítico e reações bioquímicas. Estes métodos 

são demorados e laboriosos (VIGUIER et al., 2009).  

Os métodos clássicos para a identificação de microorganismos baseados no crescimento 

de colônias em diferentes meios e identificação morfológica ou bioquímica permaneceram 

inalterados por um longo tempo. Durante a última década, as técnicas baseadas em ensaios de 

DNA, principalmente com base no sequenciamento por PCR ou gene 16S rRNA, têm 

demonstrado ser úteis para superar algumas das limitações de procedimentos tradicionais 
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fenotípicos para a detecção e caracterização das espécies de bactérias, porém são demorados e 

laboriosos (RAJENDHRAN; GUNASEKARAN, 2011).  

A técnica MALDI-TOF MS pode ser usada para identificação rápida de espécies 

bacterianas isoladas de amostras biológicas (SENG et al., 2009; SENG et al., 2010); e de 

isolados bacterianos de amostras de leite de vacas com mastite subclínica (GONÇALVES et 

al., 2014; TOMAZI, et al., 2014). Esta abordagem baseia-se na aquisição de "impressões 

digitais" de proteínas (proteínas ribossomais) diretamente de microrganismos intactos. Tais 

perfis variam consideravelmente entre espécies e podem ser utilizados para identificação de 

microrganismos diferentes. Estes marcadores proteicos foram rapidamente incorporados na 

rotina da microbiologia clínica humana, devido à disponibilidade de ferramentas para buscas 

em banco de dados, permitindo a identificação com precisão e reprodutibilidade elevada 

(BIZZINI; GREUB, 2010; SENG et al., 2010). A metodologia de MALDI-TOF MS foi 

considerada mais rápida do que os protocolos clássicos e técnicas de DNA para a 

identificação rápida de microrgamismos em amostras clínicas (FENSELAU; DEMIREV, 

2001; ILINA et al., 2009).  

A técnica MALDI-TOF MS identificou espécies bacterianas diretamente de amostras de 

sangue, sem prévio cultivo, na rotina de diagnósticos microbiológicos na medicina humana, 

sendo um fator importante para o sucesso da identificação a contagem bacteriana total 

presente nas amostras a serem analisadas (MOUSSAOUI et al., 2010). Está tecnologia 

também permitiu a identificação direta de microrganismo em amostras de urina e fluido 

cérebro-espinhal (FERREIRA et al., 2010; SEGAWA et al., 2014) . No entanto, o uso da 

técnica MALDI-TOF MS para a identificação direta de patógenos causadores de mastite em 

amostras de leite ainda não foi determinada.  A identificação rápida dos patógenos causadores 

de mastite permite adequado monitoramento da doença em rebanhos leiteiros, assim como o 

uso adequado de antibióticos para tratamentos, ou a adoção de outras medidas de controle 

(segregação, descarte e secagem antecipada das vacas acometidas). 

Este estudo objetivou determinar a sensibilidade diagnóstica da técnica MALDI-TOF 

MS para a identificação direta (sem cultura microbiológica) de bactérias causadoras de 

mastite em amostras de leite experimentalmente contaminadas com Staphylococcus aureus, 

Streptococcus uberis, Streptococcus agalactiae, e Streptococcus dysgalactiae. 

 

 

3.2 MATERIAL E MÉTODOS  
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3.2.1 Cepas Bacterianas e Contaminação bacteriana experimental do leite  

 

 

Para a contaminação experimental do leite foram utilizadas cepas de Staphylococcus 

aureus ATCC 29213, Streptococcus uberis ATCC 20569, Streptococcus agalactiae ATCC 

13813, Streptococcus dysgalactiae ATCC 20662 e Escherichia coli ATCC 25922. Todas as 

amostras das cepas foram incubadas a 37 ºC em ágar-sangue em condições aeróbias para 

crescimento (Figura 3-a).  

 
Figura 3 - Esquema do protocolo utilizado para a preparação das amostras de leite experimentalmente 

contaminadas 

 

 

Fonte: BARREIRO, 2015. 

Legenda: (a) inoculação das cepas em ágar-sangue; (b) diluições seriadas para obtenção de pellet bacteriano 

para se obter a concentração de 109 a 103 bactérias mL-1 de leite; (c) preparação da amostra de leite 

experimentalmente contaminada para análise no MALDI-TOF MS; (d) extrato bacteriano sendo 

colocado na placa (mtp 384 Target Polished Steel; Bruker Daltonics); (e) espectrômetro de massas 

Autoflex III (Bruker Daltonics, Billerica, USA); (f) obtenção de espectros e análise pelo programa 

computacional (Biotyper 3.0 - Bruker Daltonics, EUA) 

 

 

Após 24 horas de incubação a 37°C, as colônias das cepas bacterianas 

(Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus 
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dysgalactiae e Escherichia coli) foram removidas da placa de ágar com o auxílio de uma alça 

estéril e cuidadosamente diluídas em água destilada. A concentração bacteriana em água 

destilada foi determinada pela escala nefelométrica de Mc Farland (Nefelobac
® - 

Probac do 

Brasil). Após a padronização de turvação com água destilada pura, obteve-se uma contagem 

correspondente a 10
8 

ufc/mL ou 10
9
 ufc/mL suspensas em água destilada. Em seguida foram 

feitas diluições seriadas de 1:10 a fim de obter amostras contendo de 10
3
 a 10

9
 ufc/mL (Figura 

3-b). Os tubos contendo as diluições foram centrifugados e os pellets foram transferidos para 

um microtubo de 2,0 mL, em seguida 1 mL de leite desnatado (Molico
®
), previamente 

preparado utilizando-se leite em pó suspenso em água destilada (1000mL de água destilada 

para 100g de leite em pó) e em seguida autoclavado; foi adicionado no microtubo contendo o 

pellet bacteriano, de modo a obter a concentração de  10
3 
a 10

9 
ufc/mL de leite. Para cada cepa 

padrão os procedimentos foram repetidos 3 vezes, resultando em 15 amostras iniciais, que 

após as diluições obteve-se um total de 105 amostras analisadas. Todas as etapas de 

centrifugação foram realizadas à velocidade de 13.000 Xg por 2 minutos. 

 

 

3.2.2  Protocolo de preparação de amostras de leite para a identificação 

direta de microrganismos causadores de mastite por MALDI-TOF MS 

 

 

Foi utilizada a metodologia de recuperação de bactérias causadoras de mastite no leite 

para a identificação por MALDI-TOF MS sem a necessidade prévia de cultivo 

microbiológico, baseado no método de identificação de bactérias presentes em amostras de 

sangue (MOUSSAOUI et al., 2010). 

Para todas as amostras de leite experimentalmente contaminadas 1,0 mL de leite foi 

processado com o uso do kit Maldi Sepsityper® (Bruker Daltonics), por meio da adição de 

200 mL de solução “Lysis Buffer”. Essa solução continha detergentes e osmolaridade 

otimizados para que as células e proteínas presentes nas amostras fossem solubilizadas ao 

mesmo tempo e para que as bactérias não fossem destruídas e pudesssem ser recuperadas por 

centrifugação. As amostras foram centrifugadas e o sobrenadante descartado com o auxílio de 

pipeta de 1000 μL. Após a formação de pellet foi adicionado 1 mL de água destilada e 200 μL 

de solução “Lysis Buffer”, cuidadosamente homogeneizado com o pellet de bactérias, seguido 

por uma segunda etapa de centrifugação. Após a remoção cuidadosa da camada lipídica e foi 

descartado o sobrenadante com o auxílio das pipetas, 1 mL de solução de "Washing Buffer" 
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foi adicionado, seguido por uma terceira etapa de centrifugação e descarte do sobrenadante, 

restando somente o pellet no microtubo .  

Em seguida, foi utilizado o protocolo de lise bacteriana para análise por MALDI-TOF 

MS descrito por Lartigue  et al. (2009);  Barreiro et al. (2010) e Barreiro et al. (2012) (Anexo 

A). O pellet de bactérias obtido foi diluído em 1200 μL de solução de etanol 75% (300 μL de 

água deionizada e 900 μL de etanol) visando à inativação das bactérias (Figura 3-c). O 

sedimento bacteriano foi centrifugado e o sobrenadante descartado por meio da inversão do 

tubo. Em seguida, foi realizada uma segunda centrifugação para remover o restante de etanol 

presente na amostra e o sobrenadante descartado com auxílio de uma pipeta. Após a secagem 

do pellet em temperatura ambiente, foi adicionada solução de ácido fórmico 70%, em 

quantidade suficiente para recobrir o pellet (~30-50μL) e lisar as células bacterianas. Após 

homogeneização do conteúdo, adicionou-se o mesmo volume de acetonitrila 100% (~30-

50μL). Na etapa final do preparo, foi feita a centrifugação para separar os sedimentos de 

células bacterianas do sobrenadante contendo proteínas bacterianas, principalmente proteínas 

ribossomais (RYZHOV; FENSELAU, 2001), dos quais foram obtidos os espectros de 

MALDI-TOF MS para a identificação bacteriana. 

 

 

3.2.3 Obtenção de espectros de massas 

 

 

O volume de 1,0 μL de extrato bacteriano foi colocado em placa (mtp 384 Target 

Polished Steel; Bruker Daltonics), seguida de secagem ao ambiente. Sobre o sobrenadante 

seco foi acrescentado 1,0 uL de solução de matriz, composta de ácido alfa-ciano-4-hidroxi-

cinâmico (CHCA) diluída em acetonitrila 50% e de ácido trifluoroacético 2,5% (Figura 3-d). 

Foi utilizado um espectrômetro de massas Autoflex III (Bruker Daltonics, Billerica, USA). 

Espectros de massas foram coletados na faixa de massas de 2.000-20.000m/z. Os espectros 

obtidos, em seguida, foram analisados pelo programa MALDI Biotyper 3.0 (Bruker 

Daltonics) com as configurações padrão para obtenção da identificação bacteriana. O 

algoritmo usado pelo MALDI Biotyper confronta os espectros da amostra desconhecida com 

amostras referência contidas em um banco de dados (Figura 3-f). O procedimento de análise 

leva em consideração as massas e as intensidades relativas dos espectros desconhecidos 

(LARTIGUE et al., 2009). 
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3.2.4 Processamento dos dados 

 

 

Para o processamento de dados, foi utilizado um programa computacional (Biotyper 

3.0 - Bruker Daltonics, EUA) cujo funcionamento é específico para identificação de 

microrganismos por comparação com um banco de dados (MELLMANN et al., 2008; ILINA 

et al., 2009; NAGY et al., 2009; DUBOIS et al., 2010; ILINA et al., 2010). O programa 

computacional possui atualmente mais de 4.000 espectros referências, os quais abrangem a 

taxonomia proposta pelo NCBI (National Center for Biotechnology Information). A 

plataforma permite também criar bancos de dados próprios do usuário ou permite que os 

microrganismos pouco representados no banco de dados do software sejam enviados à 

empresa Bruker Daltonics para a atualização do software, que ocorre a cada quatro meses.  

O programa computacional Biotyper incorpora funcionalidades para o processamento 

de espectros de massa, bem como para identificação e classificação. A correspondência de 

padrões para a identificação de microrganismos desconhecidos é realizada por meio da 

comparação das listas de íons geradas por uma biblioteca de espectros armazenados, os quais 

contêm as informações de espectros característicos das espécies e subespécies. Os espectros 

da biblioteca são gerados por meio da combinação de espectros de massas de espécies e 

estirpes bacterianas de referência (ATCC) ou sequenciadas. Dessa maneira, o programa 

computacional agrupa automaticamente listas de íons de todo o conjunto de espectros e extrai 

os íons típicos, que estão presentes em certo número de espectros a partir de uma espécie. 

 Para o agrupamento e geração de uma árvore genealógica, o programa computacional 

Biotyper oferece uma variedade de funcionalidades. Primeiro, é possível calcular a 

similaridade de todos os espectros principais em uma biblioteca com cada um dos outros 

espectros neste conjunto de correspondência de padrão ou a similaridade pode ser calculada 

com base nos resultados do dendrograma de similaridade. Com base nos componentes 

principais calculados, uma variedade de algoritmos de agrupamento e visualizações está 

disponível (MAIER; SCHWARZ; KOSTRZEWA, 2010). O programa computacional 

Biotyper apresenta os resultados por meio de escore de 0 – 3,0, calculado pela comparação da 

lista de íons para um isolado desconhecido com a referência no banco de dados. Um escore ≥ 

1,7 é indicativo de identificação em nível de gênero e escore ≥ 2,0 é o limiar definido para 

uma identificação em nível de gênero e espécie (NAGY et al., 2009). 
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Para determinar a sensibilidade diagnóstica do método MALDI-TOF MS, uma 

sequencia de diluições foram utilizadas, até o ponto que o método não foi capaz de identificar 

o agente estudado. A sensibilidade diagnóstica ou o limite de detecção de um patógeno por 

um dado método diagnóstico é definida como sendo a menor quantidade do agente infeccioso 

pelo método em questão, que se possa detectar e distinguir-se de um resultado negativo de 

fato (OFFICE INTERNATIONAL DES ÉPIZOOTIES, 2010). 

 

 

3.3 RESULTADOS  

 

 

Foi possível identificar pela técnica MALDI-TOF MS todas as cepas avaliadas neste 

estudo diretamente do leite com o auxílio do programa computacional Biotyper (Bruker 

Daltonics, EUA), com um score  ≥ 2,0, quando a sensibilidade diagnóstica (contagem 

bacteriana) foi  ≥10
6
 ufc/mL para Staphylococcus aureus, ≥10

7
 ufc/mL para Escherichia coli, 

e ≥10
8
 ufc/mL para Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus 

uberis na amostra de leite, (Figura 4 – Tabela 1). Os resultados obtidos indicaram que foi 

possível identificar Escherichia coli, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, 

Streptococcus uberis e Staphylococcus aureus, diretamente do leite, ou seja, sem cultura para 

obter crescimento e isolamento de bactérias, e identificá-las por MALDI-TOF MS.  

 

 

Tabela 1- Médias de escores adquiridos pelo programa Biotyper em relação as diluição das cepas estudas 

*0 = não identificou  

 

 

 

 

 

Microrganismo Diluições (ufc/mL) 

103 104 105 106 107 108 109 

Escherichia coli 0 0 0 1,658 2,054 2,47 2,478 

Staphylococcus aureus 0 1,569 1,796 2,04 2,185 2,221 2,205 

Streptococcus agalactiae 0 0 0 1,501 1,902 2,051 2,144 

Streptococcus dysgalactiae 0 0 0 1,489 1,726 2,06 2.131 

Streptococcus uberis 0 0 0 1,755 1,889 2,067 2,119 
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Figura 4 -  Relatório de resultados fornecido pelo programa computacional Biotyper após coleta e processamento 

dos espectros de massas 

 

 
Fonte: BARREIRO, 2015. 

 

A qualidade dos espectros adquiridos aumentou em relação às contagens iniciais de 

bactérias presentes nas amostras de leite após contaminação experimental para identificação 

por MALDI-TOF MS (10
3
, 10

4
, 10

5
, 10

6
, 10

7
, 10

8
 e 10

9
 para a Escherichia coli ufc/mL e para 

Staphylococcus aureus ufc/mL, respectivamente), sobre a qualidade do espectro pode ser 

visualmente observado, uma vez que os íons mais numerosos e intensos estão presentes entre 

m/z 4.000 e 10.000 Da (Figura 5 a-g e 6 a-g). Quando comparado os espectros adquiridos das 

amostras de leite experimentalmente contaminadas com os espectros de uma colônia ATCC, 

no caso Staphylococcus aureus, foi possível observar a diferença nos espectros 

principalmente na faixa de 2.000 a 4.000 Da (Figura 6-h). 
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Figura 5 - MALDI-TOF MS: espectros na faixa de 4.000 a 22.000 m/z, obtidos após a contaminação 

experimental do leite com (a) 103, (b) 104, (c) 105, (d) 106, (e) 107 (f) 108, e (g) 109 de Escherichia 

coli ufc/mL  

 

 

 
Fonte: BARREIRO, 2015. 
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Figura 6 - MALDI-TOF MS: espectros na faixa de 2.000 a 20.000 m / z, obtidos após a contaminação 

experimental de leite com (a) 103, (b) 104, (c) 105, (d) 106, (e) 107 (f) 108, (g) 109 de Staphylococcus 

aureus ufc/mL e (h) espectro de colônia pura de uma ATCC Staphylococcus aureus   

 

 
Fonte: BARREIRO, 2015. 

 

 

3.4 DISCUSSÃO 

 

 

O diagnóstico por cultura microbiológica da mastite bovina para identificação dos 

agentes causadores demora em média de cinco a sete dias, o que dificulta a aplicação rápida 

de medidas de controle e tratamento. A mastite bovina pode representar um problema de 

saúde pública em função da ocorrência de toxinas bacterianas e do aumento no risco da 

presença de resíduos de antibióticos no leite. Dessa forma, avaliamos um método para 

diagnóstico sem necessidade de cultivo microbiológico de bactérias causadoras de mastite 

presentes em amostras de leite utilizando MALDI-TOF MS.   

Para a avaliação da metodologia proposta, foi utilizado um protocolo adaptado para a 

detecção direta de bactérias presente em sangue (MOUSSAOUI et al., 2010), o qual foi 

otimizado para o processamento de amostras de leite. Foi possível identificar bactérias como 

Escherichia coli, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis 

e Staphylococcus aureus diretamente do leite, levando em consideração a sensibilidade 

diagnóstica da técnica MALDI-TOF MS. A contagem de bactérias na amostra afeta a 

capacidade de identificação direta dos patógenos causadores de mastite, assim como interfere 

na detecção de microrganismos no sangue (MOUSSAOUI et al., 2010). Szabados et al. 
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(2010) sugeriram que a contagem bacteriana deve ser entre 10
7
 e 2x10

9
 ufc/mL para garantir 

uma correta identificação por MALDI-TOF MS, em amostras de sangue.  

A sensibilidade diagnóstica ou o limite de detecção de um patógeno por um dado 

método diagnóstico é definida como sendo a menor quantidade do agente infeccioso pelo 

método em questão, que se possa detectar e distinguir-se de um resultado negativo de fato. 

Para determinar a sensibilidade diagnóstica de um teste diagnóstico, utiliza-se a diluição a tal 

ponto que o método não seja capaz de detectar o alvo em questão (OFFICE 

INTERNATIONAL DES ÉPIZOOTIES, 2010). Neste estudo, a partir da análise da série de 

diluições 1:10 dos patógenos avaliados em amostras de leite, a sensibilidade diagnóstica para 

a identificação direta no leite por MALDI-TOF MS foi de ≥ 10
6
 ufc/mL para Staphylococcus 

aureus, ≥10
7
 ufc/mL para Escherichia coli, e ≥ 10

8
 ufc/mL para Streptococcus agalactiae, 

Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis. Os resultado obtidos são similares aos 

descritos por Barreiro et al. (2012) no qual as concentrações mínimas para diagnóstico do 

patógeno presente em amostras de leite foram de 10
6
 ufc/mL e 10

7
 ufc/mL para 

Staphylococcus aureus e Escherichia coli, respectivamente.  

Observamos que a capacidade de detecção dos patógenos pode ser diferente 

dependendo do tipo de cepas de bactérias, conforme descrito por Moussaoui et al. (2010). A 

MALDI-TOF MS permite a identificação da maioria das bactérias patogênicas cultivadas em 

placas de ágar a partir de colônias isoladas em poucos minutos, e com eficiência e 

reprodutibilidade. A identificação de patógenos por meio de análise direta do leite pode 

proporcionar uma identificação rápida, uma vez que não foi necessário o cultivo 

microbiológico. Desta forma, o uso deste método pode proporcionar uma intervenção rápida e 

precisa no controle e tratamento da mastite no rebanho. 

 

 

3.5 CONCLUSÃO  

 

 

A identificação de bactérias inoculadas experimentalmente em amostras de leite por 

MALDI-TOF MS sem necessidade de cultivo prévio, foi possível quando a amostra 

apresentou contagem  ≥ 10
6
 ufc/mL para Staphylococcus aureus, ≥10

7
 ufc/mL para 

Escherichia coli, e ≥ 10
8
 ufc/mL para Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e 

Streptococcus uberis.  
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4 EFEITO DA PRÉ-INCUBAÇÃO SOBRE A IDENTIFICAÇÃO DIRETA 

DE AGENTES CAUSADORES DE MASTITE POR MALDI-TOF MS 

 

 

4.1 INTRODUÇÃO  

 

 

Os métodos tradicionais de identificação microbiana dependem de avaliações 

bioquímicas de características como: condições de crescimento; morfologia da colônia; 

características de crescimento em meios seletivos; potencial para fermentar açúcares; reações 

bioquímicas específicas; características metabólicas, antigênicas e patogênicas; e 

susceptibilidade aos antibióticos (READ, 2005). 

A técnica de espectrometria de massas (MS) com fonte de ionização do tipo 

ionização/dessorção a laser assistida por matriz – MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/ 

Ionization) e analisador de massas do tipo tempo-de-vôo (TOF) é amplamente utilizada para a 

identificação rápida e confiável de bactérias e leveduras cultivadas em placas de ágar. Essa 

metodologia propiciou rápida identificação de isolados bacterianos de amostras de leite de 

vacas com mastite subclínica (BARREIRO et al., 2010). A técnica MALDI-TOF MS foi 

usada para identificação direta de bactérias a partir de sangue, sendo uma ferramenta 

importante em laboratórios hospitalares (PROD'HOMM et al, 2010; KOK et al., 2011; 

SCHUBERT et al., 2011 ). O valor preditivo positivo para a identificação direta das bactérias 

gram-positivas e gram-negativas a partir de caldos de cultura de sangue em nível de gênero 

foi de 100% (KOK et al., 2011). A abordagem baseou na aquisição de espectros de proteína 

ribossomal ("impressões digitais") diretamente a partir dos organismos intactos (FENSELAU 

et al., 2001; ILINA et al, 2009).  

Patógenos do trato urinário foram submetidos à análise de identificação direta por 

MALDI-TOF MS, no qual 220 amostras de um total de 260 apresentaram crescimento 

bacteriano >10
5
 ufc/mL. As identificações de microrganismos pelo MALDI-TOF MS quando 

comparado com a cultura micribiológica apresentaram concordância de 91,8% em nível de 

espécie e 92,7% em nível de gênero. Os resultados sugeriram que MALDI-TOF MS permitiu 

a identificação de bactérias diretamente a partir de urina infectada em um curto espaço de 

tempo, e especialmente quando as bactérias gram-negativas apresentaram elevadas contagens 

bacterianas (FERREIRA et al., 2010). Esta metodologia pode ser aplicada diretamente às 

amostras clínicas de urina e fluido cérebro-espinhal, evitando a necessidade de cultura. Para 

uma identificação bem sucedida do agente com o método MALDI-TOF MS, 
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aproximadamente 10
4
-10

6
 ufc do microrganismo são necessários na placa-alvo (SEGAWA et 

al., 2014).  

Os escores espectrais para a identificação de bactérias por MALDI-TOF MS 

diretamente de hemoculturas são geralmente mais baixos do que os escores para bactérias 

testadas a partir da cultura de placas, porque o resultado é influenciado tanto pela espécie da 

bactéria quanto pela contagem de organismos testados. Em estudos com diluições seriadas foi 

descrito que excelentes espectros foram obtidos quando ≥10
6
 ufc/mL estavam presentes na 

placa-alvo, uma cotagem facilmente obtido a partir de placas de cultura,  mas no limite do que 

está normalmente presente em uma hemocultura. Além disso, um escore ≥1,7 pode identificar 

com precisão 75,8% dos microrganismos em nível de espécie (STEVENSON; DRAKE; 

MURRAY, 2010).  

A contagem bacteriana total é um fator determinante para a sensibilidade diagnóstica da 

técnica MALDI-TOF MS para a identificação direta de patógenos causadores de mastite 

(BARREIRO et al., 2012). De acordo com Moussaoui et al. (2010), o uso da pré-incubação de 

amostras de sangue permitiu maior precisão de identificação direta de bactérias pela técnica 

MALDI-TOF MS. No entanto, o efeito da pré-incubação não foi avaliado em amostras de 

leite de vacas com mastite subclínica para fins de identificação direta de bactérias pela técnica 

MALDI-TOF MS.  

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da pré-incubação de amostras de leite de 

quartos mamários com mastite subclínica sobre a eficácia da identificação sem cultivo de 

patógenos causadores de mastite por MALDI-TOF MS. 

 

 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.2.1 Seleção de rebanhos e coleta de amostras de leite 

 

 

Foram selecionados 2 rebanhos leiteiros da região de Pirassununga, com  número médio 

de 50 vacas em lactação. Foram realizadas duas coletas de amostras de leite de todos os 

quartos mamários das vacas em lactação (n=160), totalizando 810 amostras. Antes da ordenha 

os tetos foram imersos em solução de iodo (0,5%) e decorridos 20 segundos foram secados 

com papel toalha descartáveis, em seguida foi realizada assepsia com gazes embebida em 

álcool iodado. As amostras de leite foram transportadas em caixas isotérmicas com gelo (a 4,5 
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ºC) até o laboratório. As amostras de leite foram submetidas às análises de cultura 

microbiológica; e em seguida foram congeladas a -20°C, para posteriormente serem 

submetidas ao protocolo de pré-incubação e preparo para identificação pela metodologia 

MALDI-TOF MS.  

  

 

4.2.2 Cultura microbiológica (método de referência) 

 

 

Para o procedimento de isolamento e identificação de patógenos causadores de 

mastite, foi utilizada a metodologia proposta por NMC (2004). Para o isolamento primário de 

microrganismos, foi utilizado o meio de cultura ágar-sangue (contendo 5% de sangue) em 

placas de Petri descartáveis e estéreis (90x15 mm), nas quais as amostras de leite foram 

inoculadas com auxílio de alça de platina calibrada. Em seguida, as placas foram incubadas a 

37 °C e foram feitas observações às 24 e 48 horas quanto à presença de crescimento 

bacteriano. Decorrido o tempo de incubação, as colônias bacterianas foram classificadas de 

acordo com suas características morfológicas (cor, aspecto, tamanho e presença de hemólise), 

em seguida, foi realizada a coloração de Gram, seguidas pelas provas bioquímicas para 

identificação das bactérias: hidróxido de potássio (KOH), catalase, coagulase, manitol e 

CAMP.  

 

 

4.2.3 Identificação de microrganismos causadores de mastite a partir de 

colônia por MALDI-TOF MS 
 

 

Dentre as amostras que apresentaram isolamento positivo na cultura microbiológica 

(método referência) para Staphylococcus coagulase negativa, Staphylococcus aureus, 

Streptococcus agalactiae e Streptococcus uberis, que foram submetidos à identificação direta 

do leite pelo MALDI-TOF MS, foram selecionados 120 isolados bacterianos para a 

identificação a partir da colônia pelo método MALDI-TOF MS. Foi utilizado o protocolo de 

lise bacteriana descrito por Lartigue et al. (2009) e Barreiro et al. (2010). O isolado bacteriano 

foi diluído em 1200 μL de solução de etanol 75% (300 μL de água deionizada e 900 μL de 

etanol) visando à inativação das bactérias. O sedimento bacteriano foi centrifugado e o 

sobrenadante descartado por meio da inversão do tubo. Uma segunda centrifugação foi 
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realizada para remover o restante de etanol presente na amostra, para posteriormente ser 

retirado o sobrenadante com auxílio de uma pipeta. Após secagem do pellet em temperatura 

ambiente, foi adicionada solução de 70% de ácido fórmico, em quantidade suficiente para 

recobrir o pellet (~30-50μL) e lisar as células bacterianas. Após homogeneização do 

conteúdo, foi adicionado o mesmo volume de acetonitrila 100% (~30-50μL). Na etapa final 

do preparo, foi feita a centrifugação para separar os sedimentos de células bacterianas do 

sobrenadante contendo proteínas bacterianas, principalmente proteínas ribossomais 

(RYZHOV; FENSELAU, 2001), dos quais foram obtidos os espectros de MALDI-TOF MS 

que será utilizado para a identificação bacteriana pelo Biotyper. 

 

 

4.2.4 Otimização do protocolo de preparação das amostras de leite 

 

 

Para otimizar o protocolo de preparação das amostras de leite para a identificação 

direta de microrganismos causadores de mastite no leite, foram testados 3 protocolos de 

preparação:  

Protocolo 1: foram utilizadas 14 amostras identificadas pelo método referência como 

Staphylococcus aureus, as quais foram incubadas em banho-maria a 37°C por 12 horas e 

submetidas a um desnate por centrifugação (10.000 Xg por 10 minutos) e em seguida as 

amostras foram processadas usando o kit Maldi Sepsityper® (Bruker Daltonics).  

Protocolo 2: foram utilizadas 10 amostras identificadas pelo método referência como 

Staphylococcus aureus, as quaias foram incubadas em banho-maria a 37°C por 12 horas, e 

submetidas ao desnate por centrifugação (10.000 Xg por 10 minutos) e passaram por um 

processo de desproteinização e filtragem. Para a desproteinização das amostras de leite, 

utilizou-se 100µL de quimosina para a coagulação da caseína, em seguida, as amostras 

passaram por uma filtragem para separar o coágulo da fase líquida, a qual foi posteriormente 

processada com o uso do kit Maldi Sepsityper® (Bruker Daltonics).  

Protocolo 3: foram utilizadas 14 amostras identificadas pelo método referência como 

Staphylococcus aureus, as quais foram submetidas ao desnate por centrifugação (10.000 Xg 

por 10 minutos), sendo em seguida homogeneizadas e incubadas em banho-maria a 37°C por 

12 horas para posteriormente serem processado com o uso do kit Maldi Sepsityper® (Bruker 

Daltonics).  
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Em seguida, as amostras provenientes dos três protocolos de preparação foram 

submetidas ao protocolo de lise bacteriana para posterior análise por MALDI-TOF MS, 

utilizando-se um espectrômetro de massas Autoflex III (Bruker Daltonics, Billerica, USA). 

Espectros de massas foram coletados na faixa de massas de 2.000-20.000 m/z e foram 

analisados pelo programa MALDI Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics) com as configurações 

padrão para obtenção da identificação bacteriana. 

 

 

4.2.5 Pré-incubação e identificação de microrganismos causadores de mastite 

a partir do leite por MALDI-TOF MS 

 

 

Com base nos resultados preliminares para a otimização do protocolo de preparação das 

amostras de leite, o protocolo que foi mais adequado para a identificação direta no leite de 

microrganismos causadores de mastite foi o protocolo 3. Sendo assim, as amostras com 

isolamento positivo (n=305) na identificação microbiológica (método referência) para 

Staphylococcus coagulase negativa, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, 

Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae foram submetidas a um desnate por 

centrifugação (10.000 xg por 10 minutos) e em seguida foi retirado à camada superior de 

gordura.  Após o desnate as amostras de leite foram agitadas em vortex e submetidas a uma 

pré-incubação em banho-maria por agitação a 37°C por 12 horas (protocolo 3). Após a 

incubação, uma alíquota de cada amostra foi submetida à contagem bacteriana total (CBT) 

realizada por citometria de fluxo (Bactocount– Bentley Instruments, 2004), pelo Laboratório 

Clínica do Leite – Departamento de Produção Animal da ESALQ-USP (Piracicaba-SP). 

A preparação das amostras de leite para a identificação direta pelo método MALDI-

TOF MS foi realizada a partir de 1,0 mL de cada amostra de leite, após serem submetidas ao 

desnate e pela pré-incubação, com o uso do kit Maldi Sepsityper® (Bruker Daltonics), por 

meio da adição de 200 mL de solução “Lysis Buffer”. As amostras foram centrifugadas a 

13.000 Xg por 2 minutos e o sobrenadante descartado com o auxílio de pipeta de 1000 μL, em 

seguida, foi adicionado 1 mL de água destilada e 200 μL de solução “Lysis Buffer”, 

cuidadosamente homogeneizado com o pellet, seguido por uma segunda etapa de 

centrifugação. Após o descarte do sobrenadante com o auxílio da pipeta, 1 mL de solução de " 

Washing Buffer" foi adicionado, seguida por uma terceira etapa de centrifugação e descarte do 

sobrenadante.  
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Após está preparação as amostras foram submetidas ao protocolo de lise bacteriana para 

análise por MALDI-TOF MS descrito por Lartigue  et al. (2009) e Barreiro et al. (2010). O 

pellet de bactérias obtido foi diluído em 1200 μL de solução de etanol 75% (300 μL de água 

deionizada e 900 μL de etanol) visando à inativação das bactérias. O sedimento bacteriano foi 

centrifugado e o sobrenadante descartado por meio da inversão do tubo. Em seguida, foi 

realizada uma segunda centrifugação para remover o restante de etanol presente na amostra e 

o sobrenadante descartado com auxílio de uma pipeta. Após secagem do pellet em 

temperatura ambiente, foi adicionada solução de 70% de ácido fórmico, em quantidade 

suficiente para recobrir o pellet (~30-50μL) e lisar as células bacterianas. Após 

homogeneização do conteúdo, adicionou-se o mesmo volume de acetonitrila 100% (~30-

50μL). Na etapa final do preparo, foi feita a centrifugação para separar os sedimentos de 

células bacterianas do sobrenadante contendo proteínas bacterianas, principalmente proteínas 

ribossomais (RYZHOV; FENSELAU, 2001). O volume de 1,0 μL do extrato bacteriano foi 

colocado em placa (mtp 384 Target Polished Steel; Bruker Daltonics), seguida de secagem ao 

ambiente. Sobre o sobrenadante seco foi acrescentado 1,0 uL de solução de matriz, composta 

de ácido alfa-ciano-4-hidroxi-cinâmico (CHCA) diluída em acetonitrila 50% e de ácido 

trifluoroacético 2,5% . Foi utilizado um espectrômetro de massas Autoflex III (Bruker 

Daltonics, Billerica, USA). Espectros de massas foram coletados na faixa de massas de 2.000-

20.000m/z. (Figura 7). 

Para o processamento dos dados espectrais, foi utilizado o programa computacional 

Biotyper (Bruker Daltonics, EUA) para a identificação de microrganismos por comparação 

com o banco de dados (NAGY et al., 2009; DUBOIS et al., 2010; ILINA et al., 2010). O 

programa computacional possui atualmente mais de 4.000 espectros referências, os quais 

abrangem a taxonomia proposta pelo NCBI (National Center for Biotechnology Information). 

O resultado foi baseado no algoritmo (escore) adquirido pelo software Biotyper 3,0, sendo 

que escores ≤1,6 foram considerados diagnósticos não confiáveis; ≥1,7 a 1,9 foram 

considerados confiáveis para a identificação de gênero, e escores ≥2,0 foram considerados 

confiáveis para identificação de gênero e espécie.  
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Figura 7 - Sequência do protocolo utilizado para a preparação das amostras de leite após o desnate e incubação  

 

 

Fonte: BARREIRO, 2015. 

Legenda:  (a) inoculação das amostras de leite em banho-maria; (b) extração de bactérias realizada a partir de 

1,0 mL de amostra de leite com o uso do kit Maldi Sepsityper® (Bruker Daltonics); (c) extrato 

bacteriano sendo colocado na placa (mtp 384 Target Polished Steel; Bruker Daltonics; (d) 

espectrômetro de massas Autoflex III (Bruker Daltonics, Billerica, USA); (e) obtenção de espectros 

e análise pelo programa computacional (Biotyper 3.0 - Bruker Daltonics, EUA) 
 

 

 

4.2.6 Análise Estatística  

 

 

Para avaliar a concordância entre o método de MALDI-TOF MS e microbiológia 

padrão (método de referência) na identificação de agentes causadores de mastite em amostras 

de leite, utilizou-se o teste não-paramétrico das diferenças de Bland-Altman (BLAND; 

ALTMAN, 2010). Assim, a hipótese nula, testada pela estatística t, foi a de equivalência entre 

os métodos, portanto, a não diferença significativa; o que significou que o Bias ou a diferença 

média observada entre os dados obtidos por ambas as metodologias (referência e MALDI-

TOF MS), foi igual à zero. Contrariamente, um valor P significativo implicou na aceitação da 

hipótese alternativa (H1: métodos não são equivalentes), e o Bias observado foi diferente de 

zero. Os limites de concordância aceitáveis entre os métodos de referência e de MALDI-TOF 

MS foram definidos tendo como valores limítrofes do intervalo de confiança de 95% das 

diferenças entre as duas metodologias em uma distribuição t, com n-1 graus de liberdade, ou 

seja, t (IC 95%) ± erro padrão. A análise de Bland-Altman foi realizada por meio do pacote de 

análise estatística Anslyse-it
®
 (Analyse-it Software Ltd., Leeds, West Yorkshire, reino Unido) 

por Microsoft Excel
®
 (Microsoft Corporation Ltd., Redmons, Washinton, EUA). 

Os parâmetros de avaliação da sensibilidade de identificação da técnica MALDI-TOF 

MS foram determinados conforme estabelecido no Manual of Diagnostic Tests and Vaccines 

for Terrestrial Aniamls da Organização Internacional de Epizootias (OFFICE 

INTERNATIONAL DES ÉPIZOOTIES, 2010), onde; sensibilidade = Número de amostras 
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positivas no MALDI-TOF MS/(Número de amostras positivas na microbiologia + Número de 

amostras negativas no MALDI-TOF MS, mas positivas na microbiologia) * 100. 

A análise de qui-quadrado foi utilizada para determinar a frequência de identificação 

pelo MALDI-TOF MS em relação à contagem bacteriana da amostra analisada utilizando-se o 

procedimento PROC FREQ do SAS 9.0 (SAS, 2012), adotando-se nível de significância de 

5%. Para isso os valores de contagem bacteriana foram divididos em classes, classe 1 (de 6 – 

500 x10
3 

ufc/mL); classe 2 (de 501-1000 x10
3 

ufc/mL); classe 3 (de 1001-5000 x 10
3 

ufc/mL) 

e classe 4 (de 5001-9999 x10
3 
ufc/mL).   

 

 

4.3 RESULTADOS      

 

 

4.3.1 Cultura microbiológica  

 

 

De um total de 810 amostras de leite analisadas, 347 apresentaram isolamento positivo. 

Os microrganismos com maior frequência de isolamento pela cultura microbiológica das 

amostras dos quartos mamários foram do grupo Staphylococcus coagulase negativa (23,58%); 

seguidos de Streptococcus agalactiae que apresentaram isolamento em 5,19% das amostras; 

enquanto Streptococcus uberis, Staphylococcus aureus, Corynebacterium spp. e Trueperella 

spp. apresentaram 4,57%, 3,83%, 3,33% e 1,23%, respectivamente. Portanto, 57,16% (n=463) 

das amostras dos quartos mamários não apresentaram crescimento nos exames 

microbiológicos (Tabela 2).  

 

Tabela 2 - Isolamento de agentes etiológicos da mastite em amostras por quarto mamário bovino 

 

Microrganismo 

Frequência 

absoluta (n) 

Frequência relativa 

(%) 

Culturas 

positivas (%) 

Amostras avaliadas 810 

  Amostras sem isolamento 463 57,16 

 Amostras com isolamento 347 42,84 

 SCN1 191 23,58 55,04 

Streptococcus agalactiae 42 5,19 12,10 

Streptococcus uberis  37 4,57 10,66 

Staphylococcus aureus 31 3,83 8,93 

Corynebacterium spp 27 3,33 7,78 

Trueperella spp 10 1,23 2,88 

Prothoteca 5 0,62 1,44 
Streptococcus dysgalactiae 4 0,49 1,15 
1
 Staphylococcus coagulase negativa. 
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4.3.2 Identificação de microrganismos causadores de mastite a partir de 

colônia por MALDI-TOF MS  

 

 

 

Foram analisadas um total de 120 isolados bacterianos, que pelo método de cultura 

microbiológica foram identificados como Streptococcus agalactiae (n= 32); Streptococcus 

uberis (n= 19); Staphylococcus aureus (n= 14) e Staphylococcus coagulase negativa (n= 55). 

Dos 32 isolados de Streptococcus agalactiae o método MALDI-TOF MS identificou 31 

isolados corretamente e 1 isolado como Streptococcus dysgalactiae. Já para os isolados de 

Streptococcus uberis o método MALDI-TOF MS identificou corretamente 14 isolados e os 

demais isolados foram identificados como Streptococcus agalactiae (n=3) e Streptococcus 

dysgalactiae (n=2). Para os isolados de Staphylococcus aureus, 10 foram identificados 

corretamente pelo método MALDI-TOF MS, e os demais (n=4) como Staphylococcus 

coagulase negativa (em nível de espécie como Staphylococcus haemolyticus). O grupo de 

isolados de Staphylococcus coagulase negativa o método MALDI-TOF MS identificou 

corretamente 51 isolados, sendo que 3 isolados foram identificados como Lactococcus 

garvieae e para 1 isolados apenas o gênero Staphylococcus spp. (Tabela 3).  

A sensibilidade para o método MALDI-TOF MS para a identificação a partir de 

colônias foi de 96,8%, 73,6%, 71,4% e 92,7% para Streptococcus agalactiae, Streptococcus 

uberis, Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase negativa, respectivamente. 

 

 
Tabela 3 -  Microrganismos identificados através de isolados bacterianos por MALDI-TOF MS e Cultura 

Microbiológica 

 

* Dentre o grupo de Staphylococcus coagulase negativa estão: Staphylococcus chromogens; Staphylococcus capitis; 

Staphylococcus epidermidis; Staphylococcus haemolyticus; Staphylococcus caprae; Staphylococcus hominis, 

Staphylococcus simulans; Staphylococcus succinus; Staphylococcus vitulinus. 
** Staphylococcus haemolyticus. 
1
Discordância entres os métodos. 

2 Não identificou. 

 

Cultura Microbiológica        MALDI-TOF MS       

Patógenos causadores de mastite n   Correta identificação em nível de espécie (escore >2,0) 

 

DM1 NI2 

     n 

 

Sugestão de espécie 

 Streptococcus agalactiae 32 

 

31 

 

Streptococcus dysgalactiae 

 

1 0 

Streptococcus uberis 19 

 

14 

 

Streptococcus agalactiae  

 

3 0 

Streptococcus dysgalactiae 

 

2 0 

Staphylococcus aureus 14 

 

10 

 

SCN** 

 

4 0 

SCN* 55 

 

51 

 

Lactococcus garvieae  

 

3 0 

Staphylococcus spp. 

 

1 0 

Total 120   106       14 0 
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4.3.3 Identificação direta de microrganismos causadores de mastite a partir 

do leite por MALDI-TOF MS sem cultivo microbiológico 

 

 

Para minimizar os interferentes do leite e otimizar a identificação direta de 

microrganismos causadores de mastite no leite, foram testados 3 protocolos para a preparação 

das amostras de leite antes de proceder  com o protocolo de lise bacteriana para análise por 

MALDI-TOF MS.  

Entre os protocolos testados, o protocolo 3 foi o que permitiu a identificação de maior 

número de isolados comparado com os demais. De 14 amostras de leite previamente 

identificados pelo método microbiológico padrão como Staphylococcus aureus, foi possível a 

identificação de 12 amostras pelo método MALDI-TOF MS com escore entre  ≥ 1,7 e  ≤ 2,0 e 

não foram identificados 2 amostras. Pelo uso do protocolo 1 foram identificadas corretamente 

6 amostras. Pelo uso do protocolo 2 não foi possível a identificação pelo método MALDI-

TOF MS (Tabela 4). Os escores de identificação pelo Biotyper < 2,0 pelo protocolo 3 

apresentou repetibilidade entre os 10 agentes sugeridos pelo programa computacional 

Biotyper (Figura 8).   
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Tabela 4 - Relação de protocolos testados para otimizar a identificação  microbiológica direta do leite 

 

Protocolos   Isolados (n) 
MALDI-TOF MS                           

Isolado (n) 
Escore 

Biotyper 

Protocolo 1 Staphylococcus aureus (14) Amostras não identificadas (8) 

 

  

Staphylococcus aureus (6) ≥1,7 ≤1,8 

Protocolo 2 Staphylococcus aureus (10) Amostras não identificadas (10) 

 Protocolo 3 Staphylococcus aureus (14) Amostras não identificadas (2) 

     Staphylococcus aureus (12) ≥1,7 ≤2,0 

 

 

 

 

Figura 8 -  Resultados de identificação pelo MALDI Biotyper: mostrando que a mesma amostra apresentou 
repetibilidade na identificação, porém com escore abaixo de 2,0 

 

 

 

Fonte: BARREIRO, 2015. 

 

Após a etapa de otimização do protocolo de preparo para as amostras de leite, foi 

utilizado o protocolo 3 para a preparação das amostras de leite e identificação dos agentes 
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causadores de mastite diretamente do leite pelo método MALDI-TOF MS. Foram analisadas 

305 amostras que foram previamentes identificadas pelo método microbiológico, das quais 

191 amostras foram de Staphylococcus coagulase negativa, 42 amostras de Streptococcus 

agalactiae, 37 amostras de Streptococcus uberis, 31 amostras de Staphylococcus aureus e 4 

amostras de Streptococcus dysgalactiae.  

As amostras de leite identificadas como Staphylococcus coagulase negativa pelo 

método microbiológico convencional quando analisado pelo MALDI-TOF MS foi possível 

identificar corretamente 39 (20,4%) amostras, sendo que 31 amostras foram identificadas em 

nível de gênero e espécie (escore ≥2,0), 1 amostra a nível de gênero (escore ≥1,7 a 1,9), 7 

amostras com identificação não confiável a nível de gênero e espécice (escore ≤1,6) e a não 

identificação de 93 (48,6%) amostras. As demais amostras foram identificadas como outros 

agentes, sendo que 51 (26,7%) amostras foram identificadas como Lactobacillus com escores 

variáveis; 4 (2,0%)  amostras como Staphylococcus spp. com escores ≥2,0;  2 (1,0%) 

amostras como Staphylococcus aureus, sendo que apenas uma amostra obteve escore de 

confiança para gênero e espécie; 1 (0,5%)  amostra como Streptococcus agalactiae com 

escore de confiança apenas para gênero; e 1 (0,5%) amostra como Streptococcus equi com 

escore de confiança para gênero e espécie (Tabela 5).  
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Tabela 5 - Microrganismos identificados direto do leite por MALDI-TOF MS e microbiológico padrão 

 

Resultados de Cultura 

Microbiológica (n) 

MALDI-TOF MS 

CBT (x103)   Isolados (n) Escore Biotyper** 

Staphylococcus                             

coagulase negativa (191) Amostras não identificadas (93) 

 

5471,8 

 

Staphylococcus                     

coagulase negativa (39)* 

≤ 1,6 (n=7)              

≥1,7 a 1,9 (n=1)         

≥2,0 (n=31)                                                                 6433,2 

 

Lactobacillus spp. (51) 

≤ 1,6 (n=38)                      

≥2,0 (n=13)                                                                 6229,6 

 

Staphylococcus spp. (4) ≥2,0 (n=4)                                                                 5030 

 

Staphylococcus aureus (2) 

≤ 1,6 (n=1)                       

≥2,0 (n=1)                                                                 7315 

 

Streptococcus agalactiae (1) ≤ 1,6 (n=1)                                                                               9999 

 

Streptococcus equi (1) ≥2,0 (n=1)                                                                 202 

Streptococcus agalactiae (42) Amostras não identificadas (17) 

 

8862,2 

 

Streptococcus agalactiae (9) 

≤ 1,6 (n=6)              

≥1,7 a 1,9 (n=2)         

≥2,0 (n=1)                                                                 9999 

 

Lactobacillus spp. (16) ≤ 1,6 (n=16) 8846,1 

Streptococcus uberis (37) Amostras não identificadas (22) 

 

6166,6 

 

Streptococcus uberis (1) ≥1,7 a 1,9 (n=1)  5153 

 

Lactobacillus spp. (10) 

≤ 1,6 (n=6)                      

≥2,0 (n=4)                                                                 6908,3 

 

Streptococcus pneumoniae (1) ≥2,0 (n=1)  8934 

 

Streptococcus peroris (1) ≥2,0 (n=1)  3436 

 

Staphylococcus haemolyticus (1) ≥2,0 (n=1)  4478 

 

Streptococcus agalactiae (1) ≤ 1,6 (n=1)  9999 

Staphylococcus aureus (31) Amostras não identificadas (18) 

 

9565,5 

 

Staphylococcus aureus (3) ≤ 1,6 (n=3)  - 

 

Lactobacillus spp. (10) ≤ 1,6 (n=10)  8056,3 

Streptococcus dysgalactiae (4) Amostras não identificadas (1) 

 

1258 

  Lactobacillus spp. (3) ≥2,0 (n=3)  22 
* Dentre o grupo de Staphylococcus coagulase negativa estão: Staphylococcus chromogens; Staphylococcus 

capitis; Staphylococcus epidermidis; Staphylococcus haemolyticus; Staphylococcus caprae; Staphylococcus 
hominis, Staphylococcus simulans; Staphylococcus succinus; Staphylococcus vitulinus. 
** Escore ≥ 1,7 é indicativo de identificação em nível de gênero e escore ≥ 2,0 é o limiar definido para uma 

identificação em nível de espécie, e ≤ 1,6 é indicativo de identificação não confiável.  
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Em relação às amostras de leite identificadas como Streptococcus agalactiae pelo 

método microbiológico convencional quando analisado pelo MALDI-TOF MS foi possível 

identificar corretamente 9 (21,4%) amostras, sendo que apenas 1 amostra foi identificada em 

nível de gênero e espécie (escore ≥2,0), 2 amostras a nível de gênero (escore ≥1,7 a 1,9), 6 

amostras com identificação não confiável a nível de gênero e espécie (escore ≤1,6) e a não 

identificação de 17 (40,4%) amostras. E 16 (38%) amostras foram identificadas no grupo dos 

Lactobacillus com escores variáveis (Tabela 5).  

As amostras de leite identificadas como Streptococcus uberis pelo método 

microbiológico convencional quando analisado pelo MALDI-TOF MS foi possível identificar 

corretamente apenas 1 (2,7%) amostra, porém com confiabilidade apenas a nível de gênero 

(escore ≥1,7 a 1,9), e a não identificação de 22 (59,4%) amostras. As demais amostras foram 

identificadas como outros agentes, onde 10 (27%) amostras foram identificadas no grupo dos 

Lactobacillus com escores variáveis; e as 4 (10,8%)  amostras restantes identificadas como 

Streptococcus pneumoniae, Streptococcus peroris, e Staphylococcus haemolyticus com 

escores ≥2,0, e Streptococcus agalactiae com escore ≤1,6 (Tabela 5). 

Já as amostras de leite identificadas como Staphylococcus aureus pelo método 

microbiológico convencional quando analisado pelo MALDI-TOF MS foi possível identificar 

corretamente 3 (9,7%) amostras, porém com escore ≤1,6,  abaixo da confiabilidade de 

identitificação para gênero e espécie; e a não identificação de 18 (58%) amostras. Este grupo 

de agentes tiveram 10 (32,2%) amostras identificadas no grupo dos Lactobacillus com escores 

também abaixo da confiabilidade de identitificação para gênero e espécie (Tabela 5).  

Para a identificação de amostras de leite identificadas pelo método microbiológico 

como Streptococcus dysgalactiae, o método MALDI-TOF MS não identificou corretamente 

(25%), sendo o maior número identificado como Lactobacillus (75%) (Tabela 5).  

A análise de Bland-Altman foi utilizada para avaliar o nível de concordância entre os 

dois métodos e comparar o MALDI-TOF MS á metodologia de referência, entretanto, a 

diferença média entre as duas formas de identificação foi significativa e, portanto, são formas 

diferentes de identificar agentes causadores de mastite (P= 0,0001). 

Assumindo o método microbiológico convencional como referência, e os isolados 

Staphylococcus coagulase negativa, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, 

Staphylococcus aureus e Streptococcus dysgalactiae a sensibilidade de identificação para o 

método MALDI-TOF MS foi de 14,08%, 15,25%, 1,69%, 6,12% e 0%, respectivamente. 
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Para avaliar o efeito da contagem bacteriana sobre o escore de identificação do Biotyper 

foi utilizada a análise de qui-quadrado, adotando-se nível de significância de 5%, para as 

seguites classes de contagem bacteriana: 1 (de 6 – 500 x10
3 

ufc/mL); 2 (de 501-1000 x10
3 

ufc/mL); 3 (de 1001-5000 x 10
3 

ufc/mL) e 4 (de 5001-9999 x10
3 

ufc/mL). Para os escores do 

Biotyper foram adotadas as seguintes classificações: escore 0 (não identificou); escore 1 (≤ 

1,6 - não confiável); escore 2 (≥ 1,7 a 1,9 – confiável em nível de gênero) e escore 3 (≥ 2,0 – 

confiável em nível de gênero e espécie). Do total de 305 amostras analisadas no presente 

estudo, foram determinados a contagem bacteriana de 248 amostras, devido a pré-incubação 

cerca de 57 amostras sofreram coagulação, e sendo assim, não foi possível a realização da 

análise de CBT. Houve efeito da classe de contagem bacteriana para os resultados de escore 1 

(≤ 1,6 – identificação não confiável) do Biotyper (p=0,0265), sendo que a classe 4 de 

contagem bacteriana (5001-9999 x10
3 

ufc/mL) diferiu das classes 1 e 2; e observou-se uma 

tendência para o escore 3 do Biotyper (≥ 2,0 – confiável a nível de gênero e espécie)  (Tabela 

6). 

 

Tabela 6 - Efeito da contagem bacteriana sobre o escore de identificação do Biotyper de agentes causadores de 

mastite1 

 

Escore* 
Classes de CBT** 

Total P2 
1 2 3 4 

0 19  10  22  76  126  0,704 

1  4 b 2 b 9ab 52a 67  0,027 

2 0  0  0 5 5  0,398 

3  10 a 5ab 11ab 24b 50  0,091 

Total 33 17 41 157 248   

1 
Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste qui quadrado (p <0,05). 

* Escore de identificação do Biotyper: escore 0 (não identificou); escore 1 (≤ 1,6 - não confiável); escore 2 (≥ 1,7 

a 1,9 – confiável a nível de gênero) e escore 3 (≥ 2,0 – confiável a nível de gênero e espécie). 

**Classes de CBT: 1 (de 6 – 500 x103 ufc/mL); 2 (de 501-1000 x103 ufc/mL); 3 (de 1001-5000 x 103 ufc/mL) e 4 

(de 5001-9999 x103 ufc/mL).   

 

 

4.4 DISCUSSÃO 
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A identificação de patógenos causadores de mastite diretamente do leite, por MALDI-

TOF MS apresentou baixa eficácia. Da mesma forma, a pré-incubação a 37°C/12 horas de 

amostras de leite de quartos mamários não aumentou a sensibilidade analítica do método 

MALDI-TOF MS.  

Já em amostras clínicas de humanos, tais como urina e liquido cérebro-espinhal, foi 

descrita identificação direta e bem sucedida com MALDI-TOF MS, porém aproximadamente 

10
4
-10

6 
ufc/mL foram necessários na placa-alvo para a identificação direta em amostras de 

urina. Estes níveis de contagem bacteriana foram alcançados em pacientes com infecção no 

trato urinário (SEGAWA et al., 2014). Neste estudo não foi avaliado a contagem bacterina 

total antes da pré-incubação das amostras de leite. Semelhante à urina, o liquido cérebro-

espinhal também foi um alvo promissor para a identificação de microrganismos com MALDI-

TOF MS, para a detecção direta de microorganismos que causam meningite bacteriana 

(SEGAWA et al., 2014).  

A contagem bacteriana total da amostra foi um fator determinante para a sensibilidade 

analítica da técnica de MALDI-TOF MS para a identificação direta de patógenos causadores 

de mastite em amostras de leite contaminadas experimentalmente (BARREIRO et al., 2012). 

De acordo com Moussaoui et al. (2010), o uso da pré-incubação de amostras de sangue 

permitiu a identificação direta de bactérias pela técnica MALDI-TOF MS. Ferreira et al. 

(2010) em amostras de urina, relataram que a MALDI-TOF MS permitiu a identificação de 

bactérias diretamente a partir de urina infectada com contagens bacterianas  >10
5
 ufc/mL. No 

entanto, o efeito da pré-incubação em amostras de leite de vacas com mastite subclínica não 

foi eficiente como em amostras de sangue.  

Um dos possíveis fatores que podem ter influenciado para o insucesso da técnica 

MALDI-TOF MS para a identificação de microrganismos diretamente do leite de quartos 

mamários foi a contagem de bactérias presente nas amostras de leite provenientes de 

infecções naturais. Das quais a pré-incubação das amostras de leite propiciou o crescimento 

de outras bactérias presentes no leite, tais como Lactobacillus, o que não permitiu atingir 

contagens suficientes para os agentes causadores de mastite estudado, para uma identificação 

correta pelo método MALDI-TOF MS, ou que a identificação atingisse um escore de 

confiabilidade (≥ 2,0).  Além disso, outro fator foi a complexidade da composição do leite que 

possivelmente apresentou interferentes durante a aquisição dos espectros para a identificação 

dos agentes pelo MALDI-TOF MS. Comparando-se os espectros de massas de uma amostra 
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proveniente de colônias bacterianas com amostras de microrganismos diretamente do leite 

observou-se picos de interferência na faixa de 2.000 a 4.000 m/z (Figura 9). 

 

Figura 9 - MALDI-TOF: espectros na faixa de 2.000 a 20.000 m / z, obtidos após a contaminação experimental 

de leite integral (a) Sthaphylococcus aureus diretamente do leite, (b) Staphylococcus aureus colônia 

de ATCC, (c) amostra sem crescimento (somente leite) 

 

 
Fonte: BARREIRO, 2015. 

 

O método MALDI-TOF MS quando comparado com o método referência identificou 

corretamente apenas 21,4%, 20,4%, 9,7% e 2,7% dos isolados de Streptococcus agalactiae, 

Staphylococcus coagulase negativa, Staphylococcus aureus e Streptococcus uberis, 

respectivamente. Sendo que para os isolados de Streptococcus dysgalactiae o método 

MALDI-TOF MS não identificou corretamente nenhuma amostra. Estudos que avaliaram o 

desempenho da técnica MALDI-TOF MS na identificação direta de bactérias em cultura de 

sangue, na qual foram analisadas 322 hemoculturas positivas, porém não foi utilizado o kit 

Maldi Sepsityper® (Bruker Daltonics). Das amostras de sangue estudadas, 59% originou 

identificação idêntica aos testes fenotípicos (testes de rotina utilizados nas análises de 

identificação de amostras clínicas) em nível de espécie. No entanto, Streptococcus sp. tiveram 

uma baixa identificação (4/25, 16%). Ao modificar o protocolo de preparo das amostras de 

sangue, os autores relatam que aumentou os resultados corretos da identificação de Gram-

positivos, com a identificação de 67%, principalmente para Staphylococcus sp., porém, para 

Streptococcus sp. continuou com baixa identificação (17/04, 23%). A técnica de identificação 

direta MALDI-TOF MS poderá substituir a convencional identificação de bactérias em 
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culturas de sangue, mas apresenta duas grandes limitações. Em primeiro lugar, no caso da 

presença de mais de uma espécie, apenas uma pode ser identificada, ou pode-se ter uma 

identificação incorreta. A segunda é que a metodológia não permitiu a identificação de 

Streptococcus viridans, o mesmo aconteceu com a identificação de Streptococcus 

dysgalactiae em nosso estudo, porém a identificação destes microrganismos foi possível a 

partir de colônias com crescimento em ágar (SCOLA; RAOULT, 2009). 

A porcentagem de isolados identificados como Lactobacillus, independentemente da 

classe do agente estudada foi superior quando comparado com a porcentagem de isolados 

identificados corretamente. Essa crescente identificação de Lactobacillus, podem ter sido 

propiciada pela pré-incubação, a qual permitiu que houvesse aumento da contagem bacteriana 

deste microrganismo. 

No presente estudo as amostras de leite identificadas corretamente pelo método 

MALDI-TOF MS como Staphylococcus coagulase negativa (39 isolados), 31 amostras foram 

identificadas em nível de confiabilidade de gênero e espécie (escore ≥2,0). Para os isolados de 

Streptococcus agalactiae apenas um isolado foi identificado corretamente em nível de gênero 

e espécie. O nível de confiabilidade de identificação foi ainda mais baixo para os isolados de 

Streptococcus uberis (escore ≥1,7 a 1,9), e Staphylococcus aureus (escore ≤1,6); e não foi 

identificado corretamente nenhum isolado de Streptococcus dysgalactiae. Portanto, o método 

de identificação direta do leite de microrganismos causadores de mastite pelo MALDI-TOF 

MS não poderia substituir o método microbiológico padrão, pois apresentou uma baixa 

sensibilidade de identificação. 

 O efeito da contagem bacteriana sobre o escore de identificação do Biotyper foi 

significativa para o escore 1 (≤1,6 – identificação não confiável) do Biotyper (p=0,0265), 

sendo que a classse 4 (5001-9999x10
3
 ufc/mL) de contagem bacteriana difere das classes 1 

(6-500x10
3 

ufc/mL) e 2 (501-1000x10
3 

ufc/mL). Porém, para esta faixa de escore os 

resultados não são confiáveis, mesmo que a maioria das amostras tenha apresentado uma alta 

contagem bacteriana (52/67). Observou-se uma tendência da classe de contagem bacteriana 

para o escore 3 (≥2,0 – confiável em nível de gênero e espécie)  do Biotyper. Porém, apenas 

50 amostras foram identificadas com escore ≥2,0 de um total de 248 amostras. Esses 

resultados demostram que não foi apenas a contagem bacteriana que interferiu para uma 

maior taxa de identificação dos microrganismos causadores de mastite pelo método MALDI-

TOF MS.  
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Neste estudo a metodologia MALDI-TOF MS permitiu a identificação de 88,3% 

(106/120) das bactérias patogênicas cultivadas em placas de ágar a partir de colônias. O uso 

mais comum de MALDI-TOF MS em bacteriologia clínica é para a identificação de bactérias 

cultivadas em meio sólido. Foi relatado que as porcentagens de gêneros identificados 

corretamente foram 97%-99% e os de espécies 85%-97% ao testar rotineiramente bactérias 

isoladas e leveduras utilizando o Sistema Bruker Biotyper MALDI-TOF MS (PATEL, 2013).  

Porém, a identificação de patógenos por meio de análise direta do leite não proporcionou uma 

identificação instantânea, uma vez que foi necessária uma pré-incubação das amostras de leite 

de quartos mamários. Está pré-incubação favoreceu o crescimento de bactérias presentes no 

leite, como por exemplo, Lactobacillus, o que resultou uma baixa sensibilidade do método 

MALDI-TOF MS. Esses resultados sugerem que as amostras de leite possuíam mais de um 

agente quando foram analisados pelo MALDI-TOF MS após a pré-incubação, porem está 

informação não foi avaliada, pois neste estudo não foi feito a cultura microbiológica após a 

pré-incubação. 

Uma das maiores limitações do método MALDI-TOF MS está relacionado com a 

grande heterogeneidade de um proteoma, isto é, a complexidade do conjunto de proteínas 

provemiente das amostras de leite. Assim, quanto menor for a concentração de uma proteína, 

mais difícil é a sua detecção pelo método MALDI-TOF MS, quer devido aos limites dos 

métodos de detecção, quer devido à possível sobreposição de proteínas, que apresentem pesos 

moleculares e ponto isoeléctrico semelhantes. Além disso, trata-se de um método de acesso 

restrito e com custos de equipamentos elevados. Esta tecnologia, no entanto, é relativamente 

nova e bases de dados e protocolos continuam a serem otimizados, o que poderá resultar na 

identificação de espécies bacterianas relativamente raras. Além disso, esta técnica ainda não é 

suficientemente eficaz para identificação bacteriana em casos de infecção polimicrobiana.  

 

 

4.5 CONCLUSÃO  

 

 

A identificação direta de microrganismos causadores de mastite pela técnica MALDI-

TOF MS em amostras de leite de quartos mamários de vacas com mastite subclínica, mesmo 

com a pré-incubação, não foi eficaz, ou seja, a pré-incubação de amostras de leite não 

aumentou a sensibilidade de identificação direta de microrganismos causadores de mastite 

pelo método MALDI-TOF MS. 
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5 CONCLUSÃO GERAL 

 

 

A identificação de bactérias experimentalmente inoculadas em amostras de leite para a 

identificação direta no leite por MALDI-TOF MS sem necessidade de cultivo para isolamento 

de colônias foi possível quando as amostras apresentaram contagem  ≥ 10
6
 ufc/mL para 

Staphylococcus aureus, ≥10
7
 ufc/mL para Escherichia coli, e ≥ 10

8
 ufc/mL para 

Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis.  

A identificação direta de microrganismos causadores de mastite pela análise do 

MALDI-TOF MS em amostras de leite de quartos mamários de vacas mesmo com a pré-

incubação não foi possível, devido à baixa sensibilidade diagnóstica do método de 

identificação direta MALDI-TOF MS. 

O MALDI-TOF MS permitiu a identificação da maioria das bactérias patogênicas 

cultivadas em placas de ágar a partir de colônias. A identificação de patógenos por meio de 

análise direta do leite não proporcionou uma identificação instantânea, uma vez que foi 

necessário uma pré-incubação. Está pré-incubação favoreceu o crescimento de bactérias 

presentes no leite, como por exemplo, Lactobacillus, o que interferiu diretamente na baixa 

sensibilidade diagnóstica do método MALDI-TOF MS.  
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