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UTILIZACAO DA ESPECTROMETRIA DE MASSA MALDI-TOF
PARA AVALIACAO MICROBIOLOGICA DE LEITE E DERIVADOS

Utilization of MALDI-TOF Mass Spectrometry for microbiological
evaluation of milk and dairy products

Gustavo Lucas Costa Valente'", Marcelo Resende de Souza'

RESUMO

Leite e seus derivados sdo alimentos que se destacam pelo elevado teor nutritivo.
Essa caracteristica permite que seja encontrada uma grande diversidade de micro-
organismos nesses produtos, incluindo aqueles considerados desejaveis e indesejaveis.
Associado a isso, um elevado volume de leite tem sido produzido mundialmente,
demandando que métodos mais praticos e acurados, como a espectrometria de massa
MALDI-TOF, sejam aplicados para avaliagdo microbioldgica de produtos lacteos.
Essa metodologia se baseia na ionizagao e dessor¢ao de proteinas microbianas, que em
seguida sdo aceleradas em um tubo a vacuo. De acordo com o tempo de voo ao longo
do tubo das diferentes particulas ionizadas que compunham a amostra, sdo formados
espectros caracteristicos que podem ser comparados aos espectros presentes no banco de
dados do aparelho, permitindo uma identificagdo do micro-organismo. Muitos estudos
cientificos tém demonstrado que a identificacdo por MALDI-TOF de distintos micro-
organismos isolados de produtos lacteos (leite fluido, queijos e leites fermentados) foi
compativel com o resultado obtido por métodos de sequenciamento genético (gene
rRNA 1685), que ¢ considerado o padrao-ouro para identificagdo microbiana. Apesar
de ser um método novo e que demanda um consideravel investimento para aquisi¢ao
do aparelho, seu desempenho tem sido satisfatorio e promissor. Portanto, hd uma
grande perspectiva futura para sua utilizacdo de forma mais efetiva na identificacao
de micro-organismos provenientes de produtos lacteos.
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ABSTRACT

Milk and its derivatives are foods that are distinguished by their high nutritional
value. This characteristic allows a wide variety of microorganisms to be found in
such products, including those considered desirable and undesirable. In addition,
a large volume of milk has been produced worldwide, demanding more practical
and accurate methods, such as MALDI-TOF mass spectrometry, to be applied for
the microbiological evaluation of dairy products. This methodology is based on
the ionization and desorption of microbial proteins, which are then accelerated
in a vacuum tube. According to the time-of-flight along the tube of the different
ionized particles composing the sample, characteristic spectra are formed and
compared to the spectra present in the database, allowing the identification of the
microorganism. Many scientific studies have demonstrated that the identification
by MALDI-TOF of distinct microorganisms isolated from dairy products (milk,
cheeses and fermented milks) was compatible with the result obtained by genetic
sequencing methods (16S rRNA gene), which is considered the gold standard method
for microbial identification. Although this is a new method and requires considerable
investment to acquire the device, its performance has been satisfactory and promising.
Therefore, there is a great future perspective that its use will be more effective for
the identification of dairy microorganisms.

Keywords: milk microbiology; proteomic analysis; microbial identification.

INTRODUCAO

O leite ¢ um alimento essencial a
nutri¢do humana, sendo produzido em
todo o mundo. Essa importancia pode ser
comprovada pelo aumento de mais de 50%
da produ¢dao mundial dessa commodity
nas ultimas trés décadas, atingido o valor
de 831 milhdes de toneladas em 2017. A
atividade leiteira também ¢é uma pratica
econdmica presente em aproximadamente 150
milhdes de lares em todo o mundo, exercida
principalmente por pequenos agricultores de
paises em desenvolvimento (FAO, 2019).

Da mesma forma, a produgdo de leite
tem se apresentado como uma das principais
atividades agropecuaria e econdmica no
contexto brasileiro. Segundo dados do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), apds dois anos de queda do volume
de leite produzido no Brasil em virtude da
recessdo, em 2017 foram captados 24,12
bilhdes de litros, sendo esse montante 4,1%

maior que o apresentado em 2016. Em 2018
esse valor apresentou uma pequena elevagao
atingindo a marca de aproximadamente 24,44
bilhoes de litros de leite captados (IBGE,
2019).

A projecdo da producdo de leite no
Brasil em 2019 ¢é de crescimento de 2% do
volume total (USDA, 2019). Embora possa ser
considerado modesto, o aumento da produgdo
nacional tende a apresentar uma continuidade
dos dois ultimos anos, mesmo considerando a
situagdo econdmica atual do pais.

De forma a acompanhar o progresso que a
cadeia de producao leiteira vem apresentando,
¢ fundamental que haja um aprimoramento e
desenvolvimento das técnicas de avaliagdo da
qualidade do leite, principalmente do ponto
de vista microbiologico. Nesse contexto,
métodos como a espectrometria de massa
MALDI-TOF tém se mostrado promissores
para atender a essa necessidade, tanto devido
sua praticidade, como também pela eficacia
de analise (SINGHAL ez al., 2015).
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Baseado nisso, o objetivo desse trabalho
foi elaborar uma revisao de literatura cientifica
sobre o uso da espectrometria de massa
MALDI-TOF para a avaliagdo da qualidade
microbiologica de leite e seus derivados.

REFERENCIAL TEORICO
Coleta de dados

A pesquisa por artigos cientificos
relacionados ao tema da revisdo foi reali-
zada em plataformas digitais de buscas
direcionados a area académica, como “Google
Scholar”, “PubMed” e “Portal CAPES”. Os
descritores contemplados nas buscas foram
termos relacionados a metodologia abordada
(como “mass spectrometry” e “MALDI-TOF”)
associada a produtos lacteos (“dairy products”,
“milk” “fermented milk” e “cheese”).

Microbiologia de leite e produtos liacteos

Leite e seus derivados s@o alimentos
muito importantes do ponto de vista nutricional
devido sua composi¢do quimica. Suas
propriedades nutritivas se devem aos teores
e perfis de lipidios, proteinas, carboidratos,
minerais € vitaminas, que desempenham
importante funcdo na alimentagdo humana
(MARANGONI et al., 2019). Entretanto,
devido a essa propriedade, este também
se constitui como excelente substrato para
o desenvolvimento de micro-organismos.
Segundo Quigley et al. (2013), o alto teor de
nutrientes presente nesse produto ¢ o fator
fundamental para que o leite apresente uma
variedade de micro-organismos. Por causa
disso, a microbiota presente em produtos
lacteos ¢ bastante diversificada, podendo ser
formada por micro-organismos indesejaveis
e desejaveis (BOOR et al., 2017).

Entre os micro-organismos considerados
benéficos, as bactérias acido-lacticas
(BAL), representadas principalmente por

Lactobacillus spp. e Lactococcus spp., tém
grande destaque. Devido ao metabolismo
fermentativo, BAL sdo amplamente utili-
zadas para elaboracdo de produtos lacteos
fermentados, bem como participam dos
processos de maturacdo de queijos (HAMET
etal.,2015). Além da importancia tecnologica,
algumas amostras de BAL podem ainda ser
consideradas probioticos, ou seja, conferem
beneficios a satide do hospedeiro quando
administradas em concentracdes adequadas
(FAO/WHO, 2002). Além de bactérias,
em alguns queijos e no kefir podem ser
encontrados bolores ¢ leveduras capazes de
conferir sabor caracteristico, além de serem
potencialmente benéficos ao consumidor
(GAROFALO et al., 2015).

Por outro lado, alguns derivados
lacteos s@o muito passiveis de deterioragdo
microbiana, devido sua composigdo nutritiva
e elevado teor de umidade. Micro-organismos
fermentadores e psicrotréficos, além de
outros tipos de bolores e leveduras, sdo
capazes de alterar as caracteristicas normais
do produto, tornando-o impréprio para o
consumo (QUIGLEY et al., 2013). Além
disso, esses produtos podem ser veiculos de
patogenos envolvidos em quadros de doencgas
transmitidas por alimentos (DTA), como
Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella enterica,
Campylobacter jejuni, Coxiella burnetii,
Brucella abortus e Mycobacterium bovis
(VERRAES et al., 2015).

Dada a complexidade de organismos
que podem estar presentes na microbiota de
derivados lacteos, associado as previsdes
de aumento no volume de producdo desses
alimentos, torna-se importante utilizar
métodos rapidos, praticos e acurados para a
inspecdo sanitaria e controle de qualidade de
tais produtos. Nesse contexto, a espectrometria
de massa MALDI-TOF ¢é uma metodologia
que tem se mostrado muito promissora no
atendimento desses quesitos.
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Espectrometria de massa MALDI-TOF

Histdrico

A espectrometria de massa € uma técnica
analitica precisa desenvolvida no inicio do
século XX, que se baseia na identificacdo
e quantificacdo de compostos a partir da
determinagdo da relagdo massa/carga (m/z) de
estruturas quimicas ionizadas em fase gasosa
(INCZEDY et al., 1998). Na década de 1970,
pesquisadores comecaram a tentar aplicar tal
principio para identificar micro-organismos.
Anhalt e Fenselau (1975) combinaram a
técnica de espectrometria de massa com
a aplicacdo de pirdlise sobre espécimes
bacterianos Gram-positivo. Tal associa¢do
resultou na formacao de espectros a partir de
moléculas de baixo peso submetidas a pirdlise,
como fosfolipideos e ubiquinonas, oriundas da
membrana plasmatica. Nessa época, muitos
pesquisadores encontravam dificuldades em
utilizar a espectrometria de massa para essa
finalidade, pois o laser irradiado sobre as
amostras levava a quebra das moléculas de
proteinas, comprometendo sua integridade
original. Posteriormente, esse problema foi
minimizado a partir do momento em que as
proteinas comegaram a ser introduzidas em
matrizes capazes de protegé-las desses danos
(TANAKA et al., 1988).

Com o desenvolvimento da ionizagdo
por dessor¢do a laser assistido por matriz,
(matrix assisted laser desorption ionization
— MALDI), a metodologia que era utilizada
basicamente em estudos quimicos, passou a
ser mais amplamente empregada na analise
de grandes moléculas bioldgicas. Proteinas
puderam ser ionizadas pela adi¢do ou perda
de protons, sem comprometer sua estrutura
basica, possibilitando sua caracterizacdo
(SINGHAL et al., 2015).

A partir dos anos 1990, a técnica passou
a ser utilizada de forma mais ampla para tal
objetivo, resultando no aumento do niimero
de estudos publicados. A maior praticidade
observada se relacionou ao fato de que, os

espectros formados pela analise de micro-
organismos por MALDI-TOF, passaram a
ser obtidos de forma mais simples e rapida,
devido a dispensabilidade de se realizar pré-
tratamentos das células presentes na amostra.
Bactérias passaram a ser amostradas da
propria colonia, sendo diretamente misturadas
a matriz e introduzidas no espectrometro
(HOLLAND et al., 1996).

Nos anos seguintes, com o crescimento
da utilizagdo do método para identificacdo
microbiologica, foram construidos e validados
banco de dados de perfis espectrais, que
servem como fonte de comparagdo entre os
espectros formados pelas analises de amostras
desconhecidas (KEYS et al., 2004).

Principio e metodologia

De uma forma geral, um espectrémetro
de massa ¢ composto por uma fonte de
ionizacdo, um analisador de massas, um
detector de ions e um sistema de banco de
dados (CANTU et al., 2008). Inicialmente,
a amostra a ser analisada necessita ser
tratada com uma matriz constituida por uma
solucdo de compostos organicos com alta
capacidade de absorgdo de energia. A solugdo
da matriz ¢ constituida de agua, um acido
forte e uma mistura de solventes organicos
contendo etanol, metanol ou acetonitrila,
que sdo capazes de penetrar a parede celular
dos micro-organismos e extrair as proteinas
intracelulares. Apos a secagem da matriz, essa
se cristaliza, o que resulta na co-cristalizagao
da amostra nela retida. Na sequéncia, um raio
laser é emitido sobre a amostra, € a absorgao
dessa energia pela matriz desencadeia os
processos de dessorcao e ionizagao do analito
(HORNEFFER et al., 2001).

Os ions protonados, em seguida, s@o
acelerados em um tubo a vacuo, onde serdo
separados em fun¢do da proporcdo m/z. A
partir dessa segregacdo, os analitos carregados
podem ser detectados e mensurados, baseando
em seus tempos de voo (time-of-flight —
TOF) ao longo do tubo, ja que o tempo de
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deslocagdo até o detector ¢ proporcional a
massa dos ions. (SINGHAL et al., 2015).

O principio TOF se baseia no fato de
que, quando elementos ionizados possuem
a mesma carga, suas velocidades serdo
inversamente proporcionais a raiz quadrada de
suas massas. Desse modo, os tempos de voos
dos diferentes analitos serdo determinados
pelas suas massas, sendo que, quanto menor
a relacdo m/z, mais rapido o ion atingird o
detector (PAIVA et al., 2010). De acordo
com o tempo de voo obtido pelos diferentes
elementos ionizados, ¢ formado um espectro
caracteristico de cada amostra, denominado
de impressdo digital de massa de peptideos
(peptide mass fingerprint — PMF). Para
formag¢do dos PMF’s sdo consideradas
particulas com massa entre 2 a 20 kDa. Essa
faixa contempla as proteinas ribossomais
que sdo caracteristicas de cada organismo,
representado 60-70% da matéria seca de
uma célula microbiana (WATTAL et al.,
2017). Segundo Angeletti (2017), cerca de 50
proteinas com massas contidas nesse intervalo
podem ser identificadas nos ribossomos de
micro-organismos.

A identificagdo de micro-organismos ¢
feita comparando o PMF obtido na analise
com os PMF’s contidos no banco de dados.
Atualmente, existem quatro bancos de
dados comerciais de MALDI-TOF: MALDI
Biotyper (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha), Saramis (AnagnosTec, Potsdam,
Alemanha) Andromas (Andromas, Paris,
Franga) e VitekMS (bioMérieux, Marcy
I’Etoile, Franga) (POSTERARO et al., 2013).
Entretanto, muitos grupos de pesquisa tém
desenvolvido softwares e banco de dados de
livre compartilhamento entre a comunidade
cientifica (BOHME et al., 2012a).

Vantagens e desafios

Comparado a outros métodos de
identificacdo de micro-organismos, como
por exemplo os testes convencionais,
imunolégicos, moleculares, florescentes, de

sequenciamento genético ¢ metagenomicos,
0 MALDI-TOF apresenta algumas vantagens
que justificam sua utilizagdo e a realizacdo
de estudos. Dentre esses beneficios, podem
ser citados a velocidade, a acuracia ¢ o
facil treinamento dos operadores. Embora
a aquisicdo do equipamento necessite de
um alto investimento, o custo da analise
por MALDI-TOF ¢é mais barato que as
moleculares e imunolédgicas (STEVENSON
et al.,2010; SINGHAL et al., 2015).

Essa técnica pode ser considerada a
principal ferramenta analitica no campo da
protedmica devido a sua elevada sensibilidade,
exatiddo e precisdo (BARREIRO, 2010).
MALDI-TOF tem se apresentado como uma
técnica que poder ser executada de forma
rapida e simples, a0 mesmo tempo em que se
destaca quanto a alta reprodutibilidade. Além
disso, mais de 90% dos isolados bacterianos
sdo identificados em nivel de espécie e 98%
em nivel de género, enquanto apenas menos
de 1% sdo identificados incorretamente
(MURRAY, 2012).

Segundo Angeletti (2017), o MALDI-
TOF também ¢ capaz de identificar micro-
organismos em amostras de distintas origens,
com um tempo curto entre sua coleta e o
resultado final, além de demonstrar uma
sensibilidade elevada, sendo capaz de analisar
amostra com menos de 10* UFC.

Se por um lado o MALDI-TOF se
apresenta como uma metodologia inovadora,
de facil execucdo e resultados precisos, por
outro existem alguns fatores relacionados a
técnica que podem causar algumas dificuldades
na identificacdo de amostras. O primeiro deles
seria a necessidade prévia para cultivo dos
micro-organismos. Portanto, para micro-
organismos de fastidioso desenvolvimento in
vitro esta técnica pode ndo ser a mais indicada.
Relatos sobre problemas na identificacdo
de novos micro-organismos geralmente
sdo centrados na auséncia de informagdes
no banco de dados no que se diz respeito
a diversidade microbiana. Dessa forma, se
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fazem necessarios a atualizacdo, criagdo e
refinamento de banco de dados a partir da
incorporagdo de PFM’s de outras origens
(VELOO et al., 2016; SEUYLEMEZIAN et
al., 2018).

Outro problema relatado por alguns
autores se deve a dificuldade que a técnica
pode apresentar em distinguir espécies que
sdo muito relacionadas. Segundo Paauw et
al. (2015), a diferenciagdo entre Shigella
spp. e Escherichia coli pode ser um exemplo
desse empecilho, uma vez que ambas se
apresentam muito proximas, do ponto de
vista filogenético. Da mesma forma, ja foram
descritos dificuldades na discriminagao
de bactérias do género Streptococcus, de
diferentes amostras de Staphylococcus
aureus e Enterococcus faecium e na distingao
entre Bacillus cereus e B. anthracis (LASCH
et al., 2014; MARIN et al., 2017; PAUKER
etal., 2018).

A natureza quimica dos constituintes da
parede celular microbiana é um fator capaz
de modificar a acuracia da identificacao
pelo MALDI-TOF, pois de acordo com a
composi¢do dessa estrutura, ¢ necessario
que seja realizado um preparo adequado
na amostra para uma caracterizagdo mais
fidedigna. Bactérias que se coram como Gram
negativo geralmente podem ser identificadas
diretamente, ao se coletar uma unica coldnia
e transferi-la diretamente para a placa
contendo a matriz. Para a analise de micro-
organismos que se coram como Gram
positivo, Staphylococcus spp. e bactérias ndo
fermentadoras de acucares, ¢ desejavel que
as amostras sejam previamente tratadas com
acido formico para aumentar a capacidade de
identificagdo pelo MALDI-TOF (ALATOOM
etal.,2011; SAFFERT et al.,2011).

Aplica¢do do MALDI-TOF na andlise

microbiologica de leite e derivados

Angelakis et al. (2011) investigaram
a acuracia e viabilidade da aplicagdo do

MALDI-TOF para identificacio de BAL
presentes em leites fermentados. Como
padrdo comparativo, as amostras também
foram caracterizadas por testes moleculares
como sequenciamento dos genes fuf e rRNA
16S. Comparando os resultados obtidos pelas
diferentes metodologias, pode-se perceber uma
semelhanga entre 92% das identificagdes. A
diferenca entre identificacdes foi observada
em uma unica amostra, na qual o micro-
organismo encontrado, segundo o MALDI-
TOF, era L. paracasei, enquanto que as técnicas
moleculares (sequenciamento dos genes fuf
e TRNA 16S) o classificaram como L. casei.
Embora os resultados mostrem uma diferenca
na identificag@o, alguns estudos demonstraram
que, filogeneticamente, ambos os lactobacilos
apresentam uma consideravel semelhanga
(BOTTARI et al., 2017). Conforme ja abordado,
a analise por MALDI-TOF de amostras muito
proximas geneticamente pode levar a alguns
vieses na identificagdo, principalmente quando
isso se associa a auséncias de informagdes
mais refinadas no banco de dados (PAAUW
etal, 2015).

Duskova et al. (2012) identificaram
amostras de Lactobacillus spp. provenientes de
leite de ovelha, queijos, lacteos fermentados,
manjar branco (sobremesa feita a base de
leite e creme) e produtos carneos, pelos
métodos de PCR e MALDI-TOF. Como
padrdo comparativo, as amostras também
foram submetidas a identificagdo pelo
sequenciamento do gene rRNA 16S. Os
resultados encontrados pelos autores podem
ser observados na Tabela 1.

Apesar das altas congruéncias entre
a PCR e o MALDI-TOF, foram observadas
taxas de sucesso na identificagdo de espécies
de 77% para PCR e 93% para o MALDI-TOF,
utilizando a técnica de sequenciamento do
gene TRNA 16S como padrdo comparativo.
Com isso, os pesquisadores concluiram que
o MALDI-TOF pode ser utilizado como um
método simples e rapido para identificacdo de
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Lactobacillus. Entretanto, problemas com a
discriminacao entre espécies de lactobacilos
muito préximas geneticamente também
foi um ponto levantado pelos autores, que
ainda destacaram a necessidade de combinar
o MALDI-TOF com outras técnicas de
genotipagem para uma identificagdo mais
confiavel.

No estudo de Nacef ez al. (2017) foram
realizadas as identifica¢des, por MALDI-
TOF, de BAL mesofilicas isoladas de queijo
Maroilles, produzido na Franga. Foram
realizados os cultivos, em agar MRS, da
casca e do meio dos queijos produzidos com
leite cru e pasteurizado, obtendo 105 colonias
nos queijos elaborados com leite cru (38 na
casca e 67 no meio) e 92 nos queijos com leite
pasteurizado (39 na casca e 53 no meio). Dentre
essas amostras, o MALDI-TOF identificou
trés géneros pertencentes ao grupo das BAL:
Lactobacillus, Enterococcus e Leuconostoc.
Lactobacillus spp. foram os micro-organismos
mais presentes, representado pelas sete
espécies encontradas, como L. plantarum,
L. paracasei, L. curvatus, L. rhamnosus, L.
fructivorans, L. parabuchneri e L. brevis.

Devido a alta correlacdo desses resultados,
com o obtido pelo sequenciamento do rRNA
16S, foi possivel concluir que o MALDI-
TOF se mostrou como uma metodologia
mais agil, econdmica, robusta e confiavel,
sendo uma alternativa atraente aos métodos
para caracterizacdo bacteriana utilizada em
pesquisas e industrias.

Da mesma forma, foram isolados
669 micro-organismos do queijo Parenica
produzido na Eslovaquia. A analise de
MALDI-TOF indicou que as bactérias mais
presentes foram Acinetobacter baumannii,
Bacillus cereus, Micrococcus luteus €
Staphylococcus warneri. Escherichia coli e
Enterobacter cloacae foram os representantes
de coliformes mais abundantes, seguidos dos
géneros Citrobacter, Hafnia e Klebsiella.
Entre as BAL, os géneros identificados foram
Lactobacillus, Lactococcus € Leuconostoc,
sendo Lactococcus lactis, Lactobacillus
plantarum, L. coryniformis, L. fructivorans as
espécies mais predominantes. K/uyveromyces
lactis, Candida zeylanoides e Yarrowia
lipolytica foram as leveduras mais frequentes
(KACANIOVA et al., 2018).

Tabela 1 — Identificacdo de espécies de lactobacilos isolados de produtos de origem animal por
PCR e MALDI-TOF e congruéncia entre os métodos (DUSKOVA et al.,2012)

) ) Identificagdes .
Espécies de Lactobacillus Congruéncia (%)
PCR MALDI-TOF
L. brevis 9 88
L. curvatus 17 15 88
L. delbrueckii 5 100
L. fermentum 3 75
L. fructivorans 0 2 -
L. johnsonii 11 11 100
L. paracasei 18 17 94
L. plantarum 7 6 86
L. rhamnosus 38 37 97
L. sakei 6 6 100
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Em queijos artesanais da Sérvia,
Macrococcus caseolyticus foi o micro-
organismo mais identificado pela analise
protedmica de colonias ndo-estafilocdcicas que
desenvolveram no agar Baird-Parker, seguida
de Enterococcus faecalis, Corynebacterium
aurimucosum, C. glutamicum e Cronobacter
sakazakii e Enterococcus faecium. Entre
as colonias de BAL nao-lactobacilos
oriundas do agar MRS, foram encontrados
Leuconostoc mesenteroides, Enterococcus
faecalis, Lactococcus lactis, Enterococcus
durans, Lactococcus garvieae, Leuconostoc
pseudomesenteroides e Pediococcus
pentosaceus (LEDINA et al., 2018).

Garcia-Cayuela et al. (2017) iden-
tificaram 100 amostras de Lactococcus lactis
isolados de queijos elaborados com leite
cru de cabra e ovelha. Desses, foi possivel
caracterizar trés amostras como produtoras
de bacteriocinas como lacticina 481, lacticina
3147 e nisina. Com isso, determinou-se que
0 MALDI-TOF poderia ser usado como uma
técnica rapida e confiavel para rastrear um
grande numero de Lactococcus capazes de
produzir os lantibioticos.

Mahajan et al. (2017) isolaram 220
amostras de BAL provenientes de produtos
lacteos indianos como leite, coalhada e queijo.
A analise por MALDI-TOF indicou que as
BAL pertenciam a 17 diferentes espécies
pertencentes aos géneros Lactobacillus,
Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc e
Streptococcus, sendo o resultado confirmado
pelo sequenciamento do gene rRNA 16S.

Ao analisarem graos de kefir brasi-
leiro, Viana et al. (2019) encontraram uma
populac@o microbiana composta, em ordem
decrescente de concentragdo, por L. paracasei,
Saccharomyces cerevisiae, L. plantarum,
Acetobacter pasteurianus ¢ A. syzygii. De
acordo com os autores, a aplicacdo de tal
metodologia se mostrou rapida e precisa,
podendo ser uma ferramenta importante para o
controle microbioldgico de culturas iniciadoras.

MALDI-TOF também pode se apre-
sentar como uma alternativa viavel para a
identificacdo de micro-organismos isolados no
leite, potencialmente causadores de mastite,
como Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
bactérias do grupo coliforme, Enterococcus
spp., Trueperella pyogenes, Bacillus spp.,
Corynebacterium spp., Pasteurella multocida,
Proteus spp., Pseudomonas spp., Serratia spp.
e Candida spp. (SVENNESEN et al., 2018;
NONNEMANN et al., 2019). Nesse sentido,
espécimes de patdgenos envolvidos em casos
de mastite também puderam ser identificados
por essa metodologia em amostras de leite
bovino, como Staphylococcus aureus (n=119),
Corynebacterium bovis (n=48), Staphylococcus
coagulase-positivo (n = 37), Streptococcus
agalactiae (n = 33), Streptococcus uberis
(n = 26) e Streptococcus dysgalactiae (n =
1) (BRAGA et al., 2018). Da mesma forma,
Santos et al. (2019) identificaram, por meio
de MALDI-TOF, patdgenos potencialmente
causadores de mastite em amostras de leite
caprino, como Staphylococcus simulans
(n = 11), Staphylococcus aureus (n = 4),
Staphylococcus chromogenes (n = 3), Bacillus
spp- (n = 3), Staphylococcus epidermidis
(n = 2), Staphylococcus caprae (n = 1) e
Staphylococcus warneri (n = 1). Associado
a isso, os autores também observaram que,
estatisticamente, existia uma relacdo dire-
tamente proporcional entre a contagem de
células somaticas (CCS) e a presenga de tais
micro-organismos nas amostras.

MALDI-TOF também se mostrou
eficiente na identificag@o de micro-organismos
relacionados a DTA que podem ser veiculadas
por leite e derivados. Amostras de S. aureus
foram identificadas de produtos lacteos
produzidos na Italia, como leite, queijo,
manteiga ¢ soro. Baseado no espectro
formado pela avaliagdo das 36 amostras de
S. aureus analisadas, foi possivel formar
um dendrograma e agrupa-las em oito
grupos baseadas na similaridade entre os
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picos obtidos (BOHME et al., 2012b). Ao
pesquisar a presenga de patdgenos em cinco
amostras de queijo mugarela, Béhme et al.
(2016) identificaram Staphylococcus aureus,
Candida albicans e Debaryomyces hansenii
por MALDI-TOF. Da mesma forma, na
literatura cientifica ¢ destacada a possibilidade
de identificacdo, por espectrometria de massa
MALDI-TOF, de Listeria monocytogenes em
produtos de origem animal como leite, queijos
e carne (JADHAV et al., 2014). Nesse sentido,
Artursson et al. (2018) ao analisarem amostras
de leite cru provenientes de 41 fazendas
produtoras de leite bovino e 11 fazendas
produtoras de leite caprino, identificaram L.
monocytogenes em, respectivamente, quatro e
uma amostras. Amostras de leite cru também
foram submetidas a analise de MALDI-TOF
no estudo de Demirci ef al. (2019). Os autores
identificaram a presenca de Salmonella spp.
em 2,16% e Shigella spp. em 0,87% do total
de 231 amostras analisadas.

CONSIDERACOES FINAIS

A espectrometria de massa MALDI-TOF
tem se apresentado como uma metodologia
muito promissora quanto sua aplicacdo na
area da microbiologia. A identificagdo de
amostras microbianas por tal método, além
de ser rapida e pratica, também mostrou
resultados equiparaveis aos obtidos na
avaliagdo por métodos moleculares que sdo
considerados “padrdo ouro” no quesito, como
o sequenciamento do gene rRNA 168.

Quanto a utilizag¢do do MALDI-
TOF na avaliacdo microbioldgica de leite
e derivados, embora os resultados obtidos
também demonstrem que a pratica seja
muito promissora, existe um nimero muito
limitado de estudos nesse sentido. Dessa
forma, € justificavel e necessaria a exploragao
de estudos nessa area para a maior difusdo
da técnica e construgdo de banco de dados
especificos.
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