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RESUMO

A mastite é um processo inflamatorio que ocorre na glandula mamaria do animal,
apresenta carater etiolégico complexo e multifatorial e acarreta grandes prejuizos
para a cadeia produtiva do leite. A identificacdo rotineira de patdgenos dela é
baseada na avaliagdo morfolégica do microrganismo, seu crescimento em diferentes
meios de cultivo e em caracteristicas bioquimicas do mesmo, que sao
procedimentos trabalhosos, demorados, e que, em alguns casos, ndo o diferencia
em espécies. Nos ultimos anos, houve um grande aumento no uso da técnica de
MALDI-TOF MS (lonizagdo por dessorcao a laser assistida por matriz seguida por
analisador tipo tempo de voo) em laboratérios de microbiologia. A rapidez dos
resultados, a precisdo e os baixos custos operacionais de um sistema MALDI-TOF
MS permitem analises em uma escala que nao era possivel até recentemente. O
objetivo deste estudo foi avaliar a utilizagdo da técnica de MALDI-TOF MS na
identificacdo de bactérias isoladas de mastite bovina e compara-la aos testes
bioquimicos e ao sequenciamento do gene 16S rRNA. Para isso, 380 estirpes
bacterianas isoladas de leite de vacas com ou sem sinais de mastite, mantidas na
colecdo de Microrganismos de Interesse da Agroindustria e Pecuaria da Embrapa,
foram identificadas pela técnica de MALDI-TOF MS, e os resultados comparados a
identificacdo morfologica e bioquimica ou aos do sequenciamento do gene 16S
rRNA. A taxa de identificagdo por MALDI-TOF MS foi de 99,2%, 95,5% em nivel de
espécie e de 3,7% de género. Ao todo, foram identificados 12 géneros e 37 espécies
de patégenos de mastite bovina por MALDI-TOF MS: 13 espécies do género
Staphylococcus, oito de Streptococcus, quatro espécies de Enterococcus, duas de
Lactococcus, uma espécie de Aerococcus e nove de bactérias Gram-negativas. Os
testes morfoldgicos e bioquimicos utilizados neste estudo foram apropriados para a
identificacdo em nivel de espécie de Streptococcus agalactiae e, de género, de
bactérias Gram-negativas. Os mesmos testes ndo foram, entretanto, suficientes ou
acurados para a identificacdo de cocos Gram-positivos catalase negativos diferentes
de Streptococcus agalactiae, nem para a diferenciacdo entre os géneros
Streptococcus, Enterococcus, Aerococcus € Lactococcus. Os resultados da
identificacdo obtida por MALDI-TOF MS de 193 estirpes de Staphylococcus foram
comparados com a identificacdo pelo sequenciamento do gene 16S rRNA, realizada
em estudo anterior, e a concordancia entre as duas técnicas foi de 93,2%. A técnica



de MALDI-TOF MS mostrou-se adequada para o reconhecimento rapido de um
grande numero de microrganismos isolados de leite de vacas com mastite, e ideal

para ser utilizada na identificagdo de estirpes depositadas em colegdes bioldgicas.

Palavras-chave: Staphylococcus. Streptococcus. Bactérias. Gram-negativas. Mastite

bovina. Espectrometria de massa.



ABSTRACT

Mastitis is an inflammatory process that occurs in the mammary gland of the
animal, has a complex and multifactorial etiological character and causes great
damage to the milk production chain. The routine identification of mastitis pathogens
is based on the morphological evaluation of the microorganism, its growth on
different culture media and its biochemical characteristics, which is laborious, time-
consuming, and in some cases do not differentiate microorganisms in species. In
recent years there has been a great increase in the use of the MALDI-TOF MS
technique (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass
Spectrometry) in microbiology laboratories. The speed of the results, the precision
and the low operating costs of a MALDI-TOF MS system allow analysis on a scale
that was not possible until recently. The aim of this study was to evaluate the use of
MALDI-TOF MS in the identification of bacteria isolated from bovine mastitis and to
compare it to biochemical tests and 16S rRNA gene sequencing. For this, 380
bacterial strains isolated from milk of cows with or without signs of mastitis, kept into
Embrapa’s Collection of Microorganisms of Interest to Agroindustry and Livestock,
were identified by MALDI-TOF MS and the results compared with them obtained by
morphological and biochemical identification and by 16S rRNA sequencing. The
identification rate by MALDI-TOF MS was 99.2%, 95.5% at the species level and
3.7% at the gender level. Altogether 12 genera and 37 species of bovine mastitis
pathogens were identified by MALDI-TOF MS: 13 species of the genus
Staphylococcus, eight species of the genus Streptococcus, four species of
Enterococcus, two species of Lactococcus, one species of Aerococcus and nine
species of Gram-negative bacteria. The morphological and biochemical tests used in
this study were appropriate for the identification at the species level of Streptococcus
agalactiae and identification at the genus level of Gram-negative bacteria. The same
tests were not, however, sufficient or accurate for the identification of Gram-positive
catalase negative cocci other than Streptococcus agalactiae, nor for the
differentiation between Streptococcus, Enterococcus, Aerococcus and Lactococcus
genera. The results of the identification obtained by MALDI-TOF MS from 193
Staphylococcus strains were compared with the identification by 16S rRNA gene
sequencing, carried out in a previous study, and the agreement between the two
techniques was from 93.2%. MALDI-TOF MS proved to be suitable for the rapid



identification of a large number of microorganisms isolated from milk of cows with
mastitis, and ideal for use in the identification of strains deposited in biological

collections.

Key-words: Staphylococcus. Streptococcus. Gram-negative. Bacteria. Bovine

mastitis. Mass espectrometry.
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1 INTRODUGAO

A mastite € um processo inflamatério que ocorre na glandula mamaria do
animal, apresenta carater etiolégico complexo e multifatorial que envolve a acao de
diversos microrganismos e, uma vez instalada no rebanho, pode trazer sérios
prejuizos a produgédo de leite. Para eliminar os microrganismos do rebanho, é
necessario primeiramente identifica-los para posteriormente tomar as medidas de
controle ou erradicacdo. Para isso, existe a identificagcao rotineira em laboratérios,
que é baseada na avaliagdo morfolégica do microrganismo, seu crescimento em
diferentes meios de cultivo e em suas caracteristicas bioquimicas. Porém, esses
procedimentos sdo trabalhosos, demorados e, em alguns casos, néo diferenciam os
microrganismos em nivel de espécies e subespécies.

Para identificar e caracterizar microrganismos de forma mais acurada, existem
técnicas de biologia molecular, tais como reagao em cadeia da polimerase (PCR) e o
sequenciamento do gene do 16S rRNA, que é usado com finalidade taxonémica e
filogenética. Embora sejam sensiveis e especificas, e muitas vezes utilizadas como
padrao-ouro na identificagdo de microrganismos, essas técnicas sado dificeis de
serem adaptadas em laboratorios de diagnostico, devido ao alto custo dos reagentes
e equipamentos e a necessidade de pessoal amplamente qualificado, fazendo com
que a aplicagao rotineira delas torne-se inviavel.

Nos ultimos anos, novas técnicas de identificacdo e classificacdo de
microrganismos tém surgido, com o objetivo de atender aos requisitos de rapidez,
baixo custo de reagentes e uma identificagdo mais detalhada, o que é mais dificil de
ser atingido com testes bioquimicos. Novos meétodos tém sido pesquisados e
utilizados na identificagcdo de microrganismos, tais como a espectroscopia do
infravermelho, a espectroscopia Raman e a espectrometria de massas. Artigos
cientificos recentes descrevem essa ultima como promissora para a identificacdo
precisa e de baixo custo de microrganismos isolados de diferentes origens.

A espectrometria de massas consiste na ionizagdo de atomos ou moléculas de
uma amostra, separacao deles em funcdo da sua relagcdo massal/carga (m/z),
seguida de identificagdo e quantificagdo. A técnica de MALDI-TOF MS (Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry / lonizagao

por dessorcao a laser assistida por matriz seguida por analisador tipo tempo de voo)
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tem sido muito utilizada em laboratorios de microbiologia, no diagndstico de rotina
em laboratorios clinicos, veterinarios, farmacéuticos e de analise de alimentos. A
rapidez dos resultados, a precisdo e os baixos custos operacionais de um sistema
MALDI-TOF MS permitem analises em uma escala que nao era possivel até
recentemente.

Assim, o presente trabalho tem como objetivo identificar diferentes patégenos
isolados de mastite bovina, utilizando testes bioquimicos tradicionais e a técnica de
MALDI-TOF MS, e comparar os resultados obtidos pelas duas técnicas e com o
sequenciamento do gene 16S rRNA para o género Staphylococcus. Os resultados
da identificagado obtida pela técnica de MALDI-TOF MS serdo inseridos em banco de

dados da Embrapa e as informacgdes poderao ser utilizadas em estudos posteriores.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho apresenta objetivos geral e especificos, os quais serdo

descritos a seguir:

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a utilizagcdo da técnica de MALDI-TOF MS na identificagdo de
bactérias isoladas de mastite bovina, comparando-a aos testes bioquimicos e ao

sequenciamento do gene 16S rRNA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Identificar espécies de Staphylococcus por testes bioquimicos e
MALDI-TOF MS e comparar os resultados aos obtidos pelo sequenciamento do
gene 16S rRNA.

v Identificar cocos Gram-positivos catalase negativos e bactérias Gram-
negativas por testes bioquimicos e MALDI-TOF MS e comparar os resultados

obtidos as duas técnicas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Este trabalho realizou uma revisdo de literatura na abordagem da Mastite
Bovina; Principais Patdogenos Causadores de Mastite Bovina (em Géneros, Bactérias
Gram-Negativas, Fungos, algas e leveduras) e Identificagdo dos Patdégenes de

Mastite, descritos a seguir:

3.1 MASTITE BOVINA

Mastite é a inflamacgéo da glandula mamaria, cujos principais causadores sao
0s microrganismos, tais como bactérias, consideradas os agentes mais importantes,
fungos, leveduras e algas. A resposta inflamatéria da glandula mamaria tem como
objetivo a eliminagdo do microrganismo causador, a neutralizagdo de toxinas e a
regeneragao dos tecidos danificados (SANTOS; FONSECA, 2019).

Ao atravessar o canal do teto e colonizar a glandula mamaria, os
microrganismos se multiplicam no interior dos tecidos, liberando toxinas que sao
capazes de danificar o tecido glandular e provocar traumatismo fisico e quimico.
Com a permeabilidade vascular alterada, havera migragao de leucdcitos do sangue
para o leite, para que o agente possa ser eliminado e, dessa forma, os sinais de
inflamacao evidenciados (ACOSTA et al., 2016; SANTOS; FONSECA, 2019).

A mastite pode ser classificada em dois tipos, de acordo com sua
manifestagdo. A primeira pode ocorrer de forma clinica, em que os sinais da
inflamagao no ubere sao perceptiveis a olho nu, havendo presenca de grumos no
leite, os quais podem ser detectados por meio do teste da caneca de fundo preto,
além de rubor, edema, endurecimento da glandula mamaria, dentre outros. Ja na
manifestagdo subclinica ndo €& possivel visualizar alteragbes do processo
inflamatoério. Testes de campo, como o California Mastitis Test (CMT), ou
laboratorial, como a contagem de células somaticas (CCS), sdo necessarios para
identificar a mastite subclinica. Neste tipo de mastite, ha aumento de CCS, de
proteinas séricas e nédo existem sinais evidentes da doenca, apenas diminui¢cdo da
produgcdo de proteinas (caseina), lactose e solidos nao gordurosos do leite
(ACOSTA et al., 2016).
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Além das formas de manifestacdo clinica e subclinica, a mastite bovina
também pode ser classificada em contagiosa ou ambiental, sendo essa primeira
ocasionada por microrganismos que colonizam o ubere, se multiplicam na glandula
mamaria infectada e é transmitida de animal para animal. Ja a segunda, causada
por microrganismos que se encontram no ambiente onde vivem os animais, capazes
de invadir a glandula mamaria e gerar respostas inflamatérias (SANTOS; FONSECA,
2019).

Segundo Arcanjo e colaboradores (2017), a mastite contagiosa tem como
principal consequéncia perdas econbémicas, uma vez que ha diminuigdo na
quantidade e qualidade do leite produzido, necessidade de uso de antibidticos e
descarte de animais. Os principais agentes causadores sao Staphylococcus aureus
e Streptococcus agalactiae, que ao colonizar o epitélio elevam a CCS. A
apresentacao da mastite se da de forma subclinica, com longa duragdo e alguns
casos clinicos isolados.

A transmissao pode ocorrer entre vacas, entre quartos mamarios durante a
ordenha, ou ainda pela manipulacdo do ordenhador, através de equipamentos,
panos ou esponja utilizados durante a ordenha. Com isso, melhorias nas praticas de
ordenhamento e sanidade do ubere devem ser aplicadas, como fazer uso de
desinfetantes de teto antes e apds a ordenha (pré e pds-dipping); tratar os casos
clinicos durante a lactacdo; utilizar antibioticoterapia na secagem do animal;
higienizar e manter adequadamente o funcionamento de equipamentos de ordenha;
identificar e descartar animais cronicamente afetados, além de manter um ambiente
limpo e seco para os animais (ARCANJO et al., 2017).

Em relagdo a mastite ambiental, o principal prejuizo em termos econémicos
esta ligado a ocorréncia de casos clinicos, redugao na producéo leiteira, descarte de
leite com residuos de antibidticos e aos gastos com medicagdo. Os microrganismos
ambientais sao Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes,
Proteus spp., Pseudomonas spp., Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae,
leveduras, algas e fungos (LANGONI et al., 2017), que colonizam ambientes com
esterco, barro, camas organicas e o trato gastrointestinal das vacas. Os casos sao
de incidéncia clinica, com curta duracdo e as manifestagdes agudas ocorrem,

principalmente, nos periodos de pré e pds-parto.
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A propagacgao dos patégenos ocorre no periodo entre as ordenhas ou quando
ha problemas em equipamentos. Sendo assim, controlar a exposigao dos agentes
no meio ambiente e aumentar a resisténcia do animal por meio de vacinacao,
alimentagao e utilizacdo de antibioticoterapia, contribuem para reducdo da mastite
ambiental nos rebanhos leiteiros (SANTOS; FONSECA, 2019).

3.2 PRINCIPAIS PATOGENOS CAUSADORES DE MASTITE BOVINA

Os Géneros Staphylococcus, Streptococcus; Enterococcus, Lactococcus e
Aerococcus; Corynebacterium e Trueperella; Mycoplasma spp; Bactérias Gram-
negativas; Fungos, algas e leveduras foram identificados como principais

patdgenos causadores de mastite bovina e serdo detalhadamente descritos:

3.2.1 Género Staphylococcus

As bactérias pertencentes ao género Staphylococcus s&o divididas em
Staphylococcus coagulase positiva (SCP) e Staphylococcus coagulase negativa
(SCN). Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius e algumas estirpes de
Staphylococcus hyicus sao classificadas como coagulase positivos (NMC, 2004).
Staphylococus agnetis € uma espécie coagulase variavel isolada de mastite bovina
(TAPONEN et al., 2012).

Staphylococcus sao cocos Gram-positivos catalase positivos. As colénias de
S. aureus em agar sangue sao cremosas, branco-acinzentadas ou amarelo
douradas, com zona tipica de hemolise completa ou incompleta. Os SCN dao origem
a colénias grandes, lisas, de cor branca, acinzentada ou amarela. Algumas podem
ser rugosas e de aparéncia irregular, e a maioria nao apresenta hemodlise (NMC,
2004).

S. aureus é um dos principais agentes responsaveis pela mastite contagiosa.
A bactéria esta presente na pele do ubere e pode colonizar e se multiplicar
rapidamente no canal do teto. Uma vez instalado no quarto mamario, pode acarretar
processo inflamatoério crénico, com altas contagens de células somaticas no leite,
além de infecgbes subclinicas e casos clinicos, dependendo da patogenicidade. A
area lesionada pode se transformar em tecido fibrosado e levar a ineficacia do
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tratamento, visto que a fibrose impede a distribuicdo dos antimicrobianos aplicados,
bem como a agdo sobre os microrganismos, resultando em sua permanéncia no
animal e no rebanho (NERO; MOREIRA, 2015).

S. aureus também pode provocar mastite gangrenosa, pois € capaz de
produzir toxinas que destroem 0s vasos sanguineos, o que compromete a irrigagcéo
local e resulta em necrose e gangrena do tecido. Esse patégeno também representa
risco aos consumidores de leite e derivados, pois pode produzir enterotoxinas que
sdo termoestaveis e se mantém viaveis apos o processamento térmico (NERO;
MOREIRA, 2015).

Para diferenciar SCP de SCN, utiliza-se o teste da coagulase em tubo, que
consiste na capacidade da coagulase estafilococica extracelular de coagular o
plasma, por meio da transformagao do fibrinogénio em fibrina (SANTOS et al.,
2016).

Os SCN séao classificados como agentes oportunistas da mastite, os quais
habitam a pele do teto e, consequentemente, podem invadir a glandula mamaria e
ocasionar infecgbes. Sao patdégenos secundarios, que causam infecgdes subclinicas
e a transmissao entre animais é considerada rara (SANTOS; FONSECA, 2019).

O género Staphylococcus inclui 54 espécies e 28 subespécies descritas
(LPSN, 2020), e grande parte dessas espécies sao coagulase negativas. De
Visscher et al. (2014) sugerem a existéncia de espécies de SCN associadas ao
hospedeiro e de outras ao ambiente. Em estudo conduzido por esses autores em
rebanhos leiteiros da Bélgica, S. chromogenes, S. simulans e S. xylosus foram as
especies mais prevalentes isoladas das glandulas mamarias dos animais, enquanto
S. haemolyticus, S. sciuri, S. cohnii, S. fleurettii e S. equorum as mais presentes em
amostras do ambiente.

Dentre os SCN, S. chromogenes é a espécie que provoca maiores incidéncias
de casos relacionados a mastite bovina nos rebanhos leiteiros, a qual ndo é
hemolitica, esta associada a infecgbes persistentes, altas CCS no leite, pode
produzir biofilme e alguns isolados podem coagular o plasma (ISRAEL et al., 2018).
A capacidade que algumas estirpes de S. chromogenes apresentam de coagular o
plasma in vitro foi demonstrada em estudo realizado por Santos et al. (2016), com
estirpes isoladas de rebanhos bubalinos de Minas Gerais.
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As espécies S. epidermidis e S. simulans também s&o encontradas com maior
frequéncia nas amostras de leite, causam alta CCS no leite, reduzem a producéo de
leite e ocasionam mastite clinica e subclinica, que pode estar relacionada a falta de
higiene no momento da ordenha ou das maos do manipulador (CHAGAS et al.,
2012).

3.2.2 Género Streptococcus, Géneros Enterococcus, Lactococcus e

Aerococcus

Espécies do género Streptococcus sao cocos Gram-positivos, catalase
negativos e anaerobios facultativos, as quais colonizam a pele e as mucosas e
podem ser isolados do trato respiratorio, gastrointestinal e genital de varias espécies
animais. As Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae subsp.
dysgalactiae e Streptococcus uberis estdo predominantemente relacionadas a
agentes causadores da mastite bovina (NMC, 2004; SANTOS et al., 2007).

Diagnosticar e diferenciar as espécies de Streptococcus nos rebanhos
leiteiros € importante e necessario, principalmente S. agalactiae, pois uma vez
diagnosticado, o animal pode ser tratado e o microrganismo erradicado do rebanho.
S. agalactiae causa mastite contagiosa e esta localizado principalmente no interior
da glandula mamaria. Infecta inicialmente a cisterna e o sistema de ductos da
glandula e em alguns casos pode haver a substituicdo do tecido secretor por fibroso
(SANTOS; FONSECA, 2019).

Por apresentar maiores casos de mastite subclinica em que nédo ha sinais
clinicos evidentes, as infecgbes por S. agalactiae podem se tornar crbénicas, com
aumento da CCS, bem como da contagem total de bactérias (CTB) no leite. A
disseminagao ocorre de forma rapida, facilitada por meio da ordenha, do ambiente e
de utensilios e, se diagnosticada rapidamente, perdas de quartos mamarios e do
proprio animal podem ser evitadas (SANTOS; FONSECA, 2019).

A identificacdo de S. agalactiae por meio de testes bioquimicos se baseia nas
caracteristicas das colbnias em agar sangue; na hemdlise; na reagcao positiva do
teste de CAMP (Christie, Atkins e Munch-Peterson) e no resultado negativo da
hidrélise da esculina. Aproximadamente 3% das amostras de S. agalactiae beta-
hemoliticos podem apresentar resultado negativo no teste de CAMP. Nesse caso,
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testes soroldgicos devem ser realizados para verificar se pertencem ao grupo B de
Lancefield e posteriormente classifica-las como S. agalactiae (BRITO; BRITO, 1999).

A espécie Streptococcus dysgalactiae foi dividida em duas subespécies, S.
dysgalactiae subsp. dysgalactiae e S. dysgalactiae subsp. equisimilis. A primeira se
comporta como agente ambiental e contagioso, apresenta efetividade por longo
periodo no local, é responsavel por infecgdes intramamarias, esta presente no ubere
infectado, no ambiente e também é capaz de sobreviver na boca, vagina e pele de
animais saudaveis, em camas e pastagens. Além disso, a presenga do patégeno no
Ubere pode ocasionar mastite persistente, sem especificidade de sinais, somente
alteracdes no leite, febre e inflamagao do ubere por alguns animais (LANGONI et al.,
2017).

Quanto S. dysgalactiae subsp. Equisimilis, infecta suinos e equinos, pode
ocasionar mastite em bovinos, porém com menor frequéncia e faz parte dos grupos
A, C e G de Lancefield e é beta-hemolitico (SANTOS et al., 2007).

A identificacdo da espécie S. dysgalactiae se da por meio da reagao negativa
no teste de CAMP, se enquadram no grupo C ou L de Lancefield, podem ser alfa-
hemoliticos ou ndo hemoliticos e n&o hidrolisam esculina e hipurato de sodio.

Outro grupo de Streptococcus presente no ambiente possui a capacidade de
hidrolisar a esculina e, com isso, sdo classificados como estreptococos esculina
positivos e incluem: S. uberis, S. equinus, S. saccharolyticus e 0 género
Enterococcus (BRITO; BRITO, 1999; SANTOS et al., 2007).

Classificado como agente ambiental e contagioso, S. uberis esta presente no
solo, esterco, pele, glandula mamaria e area genital e oral de vacas leiteiras. A
transmissao pode ocorrer de um animal para outro, bem como durante a ordenha,
por meio de utensilios e manipulagdo do ordenhador. Os casos podem ocorrer na
forma clinica ou subclinica, o agente pode ser isolado de vacas lactantes ou nao e,
pelo fato de apresentar dupla via de transmissao, a infecgao pode perdurar, levando
a perdas econbémicas e ardua eliminagao do rebanho (LANGONI et al., 2017).

Streptococcus equinus é uma das espécies pertencentes ao grupo
Streptococcus bovis. A taxonomia desse grupo sofreu diversas modificacbes nas
ultimas duas décadas, devido ao advento de métodos de identificagdo com maior
poder de discriminacdo, e o sistema de classificacdo atual ndo é universalmente

adotado pela comunidade cientifica. Assim, atualmente inclui-se sete divisées no
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grupo de Streptococcus D: S. equinus, S. infantarius subsp. coli (biotipo 11/1 ou S.
lutetiensis), S. infantarius subsp. infantarius (biotipo 1l/1), S. alactolyticus, S.
gallolyticus subsp. gallolyticus (biotipo 1), S. gallolyticus subsp. pasteurianus (biotipo
[I/2) e S. gallolyticus subsp. macedonicus (SPELLERBERG; BRANDT, 2011;
DEKKER; LAU, 2016). Neste trabalho, sera utilizada a nomenclatura S. equinus,
adotada pelo National Mastitis Council (NMC, 2004).

Considerado como um recente integrante do género Streptococcus,
Streptococcus pluranimalium pode ser isolado de multiplos hospedeiros. Em
animais, tem poder de causar mastite subclinica e doencgas reprodutivas em bovinos,
tais como aborto, vulvite, vaginite e metrite. Essa espécie também pode ocasionar
endocardite valvar e septicemia em animais, além de endocardite infecciosa humana
e abcesso cerebral. Entretanto, as propriedades bioldgicas e 0s mecanismos
utilizados por esse patdégeno ainda sdo desconhecidos (PAN et al., 2018).

Enterococcus sao cocos Gram-positivos, catalase negativos e anaerdbios
facultativos, cuja origem se deu a partir da reclassificagdo de Streptococcus faecalis
e Streptococcus faecium e que sdo microrganismos comensais e oportunistas que
podem causar infecgdes no homem. Eles estdo presentes no solo, agua, plantas,
alimentos, animais e insetos, uma vez que suas caracteristicas intrinsecas permitem
seu crescimento e sobrevivéncia em ambientes desfavoraveis, além disso,
produzem hemolisinas e citotoxinas, que podem lisar eritrécitos do homem, coelhos
e cavalos. A disseminagao do patdogeno entre os animais pode ocorrer através da
contaminacgao da glandula mamaria no intervalo entre as ordenhas ou durante o
periodo seco. Esses patdégenos também apresentam maior resisténcia aos
antimicrobianos se comparados as espécies do género Streptococcus (SANTOS et
al., 2007).

Espécies de Lactococcus sao cocos Gram-positivos catalase-negativos.
Doencgas oportunistas relacionadas ao género Lactococcus eram pouco reportadas,
mas atualmente, L. garvieae e L. lactis sao considerados patdgenos emergentes que
causam mastite bovina, infecgdbes em humanos, peixes e aves. Estudos anteriores
isolaram algumas espécies de L. garvieae, L. lactis subsp. lactis e L. raffinolactis de
amostras de vacas que apresentavam alta CCS. Estirpes de L. lactis tém sido
utilizadas como fermento na industria de fabricagdo de queijos e leites fermentados
(SANTOS et al., 2007; PLUMED-FERRER et al., 2013).
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Espécies do género Aerococcus também sao cocos Gram-positivos, catalase
negativos, podem se apresentar isolados ou em grupos, sdo anaerébios facultativos
e habitam o trato urinario do ser humano. Inicialmente, foi descrita a espécie A.
viridans, mais tarde, quatro novas espécies foram identificadas: A. urinae, A.
christensenii, A. sanguicola e A. urinaehominis.

A. viridans ja foi isolado de leite de vacas com mastite subclinica, porém
estudos ainda ndo comprovaram sua implicacdo na mastite bovina, na alteracdo da

contagem de células somaticas (CCS) e na composic¢ao do leite (SUN et al., 2017).

3.2.3 Géneros Corynebacterium, Trueperella e Mycoplasma spp.

Os microrganismos que pertencem ao género Corynebacterium sao
classificados em aerdbios ou anaerébios facultativos, Gram-positivos e apresentam
formas irregulares. O Corynebacterium bovis é frequentemente encontrado no leite
de vacas com infeccdo intramamaria, € considerado um causador de mastite
contagiosa, promove o aumento moderado da CCS e diminui¢do na producéo de
leite. Embora altamente contagioso, € de baixa patogenicidade, e os casos sao
quase sempre subclinicos e leves, o que determina a sua classificagdo como
patégeno secundario. Outras espécies de Corynebacterium como C. amycolatum, C.
minutissimum, C. pseudotuberculosis e C. ulcerans podem ser isoladas de vacas
com mastite clinica e subclinica (NMC, 2004; SANTOS; FONSECA, 2019).

A Dbactéria Trueperella pyogenes, ha alguns anos denominada de
Arcanobacterium pyogenes, apresenta forma de bastonete, € Gram-positiva e
coloniza a superficie mucosa da cavidade oral, nasofaringe, sistema urogenital e
trato gastrointestinal dos animais. Quando presente em bovinos, caprinos e ovinos
pode causar mastite crénica ou aguda, pneumonia supurativa, abcessos nos tecidos,
infecgdes umbilicais e em ferimentos (GARINO JR et al., 2012).

A mastite bovina ocasionada por T. pyogenes ocorre principalmente no
periodo seco e em menor frequéncia nas vacas em lactagdo. E classificada como
mastite de verao, pois as moscas sao veiculos de transmissdo para as vacas nos
periodos do ano em que as temperaturas e a pluviosidade estdo altas. A
disseminagao do microrganismo ocorre por meio de moscas que pousam em tetos e

uberes feridos, além de objetos perfurocortantes e equipamentos de ordenha
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contaminados. A manifestagdo da infeccdo por T. pyogenes se da por meio de
edemas, formacgao de nddulos, abscessos nas mamas, presenca de pus no leite e,
em casos mais severos, febre, agalaxia e anorexia também podem ocorrer (MOTTA
etal., 2011).

Mycoplasma spp. € um patdgeno altamente contagioso que pode causar
mastite, pneumonia, artrite e €& resistente a antibidticos. Apresenta rapida
transmissao entre os rebanhos, queda na producdo de leite e sao raros os sinais
sistétmicos de infecgdo originados pelo patégeno. Ha duas espécies mais
conhecidas que causam mastite bovina, séo elas: Mycoplasma bovis e Mycoplasma
californicum, sendo M. bovis causador de mastite em todo o mundo. Animais
contaminados por esse patégeno, inicialmente desenvolvem mastite clinica, que se
nao tratada pode evoluir para sua forma crénica. A transmissdo da bactéria ocorre
principalmente durante a ordenha, em ambientes sem higiene adequada e através
do contato entre animais. Como controle da doenca, a entrada de animais no
rebanho deve ser limitada e aqueles com resultados positivos para o patdgeno,
separados e descartados do rebanho. Todavia, no Brasil ainda se sabe pouco sobre
a prevaléncia de casos da doenga, com isso é relevante que mais estudos sejam
realizados (MANZI et al., 2018; SA et al., 2018).

3.2.4 Bactérias Gram-negativas

As bactérias Gram-negativas podem causar mastite bovina ambiental,
apresentam morfologia de bastonetes ou coco-bacilos e formam colbnias lisas e
bem desenvolvidas em &agar sangue. Os coliformes sao representados pelas
espécies Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Enterobacter aerogenes. Outras
bactérias Gram-negativas que causam mastite incluem os géneros Serratia,
Pseudomonas, Proteus e Pasteurella (BRITO; BRITO, 1999; NMC, 2004).

Os coliformes sao agentes oportunistas, pertencem ao grupo das bactérias
causadoras de mastite ambiental, causam sinais clinicos de mastite, principalmente
no periodo seco ou nas duas primeiras semanas que antecedem a lactagao
(SANTOS; FONSECA, 2019).

As bactérias Gram-negativas tém lipopolissacarideos na camada externa da
parede celular, que, também denominados endotoxinas, quando s&o liberadas
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provocam mudancas na permeabilidade vascular e causam sinais clinicos de mastite
(RIBEIRO et al., 2008). O animal infectado pode apresentar febre, perda de peso,
diminui¢cdo na producao de leite, secrecao lactea com aspecto aquoso e inchago nos
quartos mamarios. Havendo disseminag¢ao do patégeno para a circulagéo sistémica,
€ possivel que ocorra bacteremia e/ou septicemia (RIBEIRO et al., 2008; SANTOS;
FONSECA, 2019).

A mastite por bactérias Gram-negativas é mais prevalente em vacas com
baixa CCS (menor que 150.000 células/mL), sem infeccdo mediada por outros
microrganismos. A infecgdo se inicia por meio da propagagdo do microrganismo na
glandula mamaria, através do canal do teto, durante as ordenhas, e pelo contato dos
tetos com o ambiente, fezes, agua ou serragem. Além disso, destaca-se que a
transmissdo ndo se da de um animal para o outro (RIBEIRO et al., 2008; SANTOS;
FONSECA, 2019).

Os géneros Klebsiella e Enterobacter estao presentes no solo, agua, no trato
intestinal de animais e, assim como Escherichia coli, habitantes do trato
gastrointestinal daqueles de sangue quente (RIBEIRO et al., 2006).

A mastite ocasionada por E. coli pode se manifestar de forma aguda ou
hiperaguda no inicio da lactagao e se nao tratada, causar a morte do animal. Casos
de mastite subclinica tém ocorrido em rebanhos em que ha controle da mastite
contagiosa, tanto no periodo de lactacdo quanto no seco. Salienta-se ainda que o
fornecimento de minerais para os animais e a vacinagao sao medidas de controle
para o rebanho (SA et al., 2018).

Quanto Pseudomonas spp., sdo bacilos Gram-negativos, aerdbios, oxidase
positivos e catalase negativos, presentes no ambiente. A agua contaminada ¢é a
principal via de transmissao do agente para a glandula mamaria, pois € utilizada
para lavar os tetos dos animais, os insufladores (teteiras), utensilios e o alojamento.
A mastite ocasionada por esse patdogeno ocorre de forma aguda, podendo levar o
animal & morte (SA et al., 2018).

Apesar de nao serem frequentes os casos de mastite bovina ocasionados por
Pasteurella multocida, quando acometidos, os animais podem apresentar sinais
clinicos graves, agudos ou hiperagudos, evoluindo para auséncia de leite nos
quartos mamarios, fibrose e atrofia do parénquima. Os sinais sistémicos sao febre,

taquicardia, respiracao dificultada, grumos e aspecto aquoso do leite, e o principal
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veiculo de infeccdo das vacas se da por meio da microbiota da orofaringe de
bezerros via ascendente, pelo ducto do teto, durante a amamentagao e também pelo
canal do teto, utilizando materiais contaminados durante as ordenhas (RIBEIRO et
al., 2010).

Quando isoladas em agar sangue, as col6nias de Serratia, Pseudomonas e
Proteus apresentam caracteristicas distintas das espécies de coliformes. Coldnias
de Serratia marcescens incubadas a 37°C em agar sangue possuem diametro de 2
a 3 milimetros, coloragdo cinza para amarelo, e se assemelham as colénias de
Staphylococcus. Por sua vez, as Pseudomonas spp. produzem colénias brancas ou
cinzas, com bordas irregulares, sao geralmente hemoliticas e com odor
caracteristico. Ja as colbnias de Proteus sao acinzentadas, tém odor fétido similar

ao das coldnias de Pasteurella, que séo cinzas e mucoides (NMC, 2004).

3.2.5 Fungos, algas e leveduras

Microrganismos como fungos, algas e leveduras séo capazes de ocasionar
mastite bovina e, em alguns casos, a doenga pode ser severa e nao responder ao
tratamento (BRITO; BRITO, 1999). Embora estejam por toda parte na natureza, os
fungos filamentosos séo raramente isolados de mastite, ja as leveduras sao isoladas
de infecgdes intramamarias com maior freqiéncia, conforme salientado por
Spanamberg et al. (2009).

Ja Prototheca sp., destaca-se como algas unicelulares, aclorofiladas, que
causam infegcdes na glandula mamaria do bovino e, quando presentes no uUbere,
contribuem para o aumento da CCS e para a diminuicdo da producao leiteira. As
alteragdes teciduais sao caracteristicas de mastite crénica granulomatosa e pode se
manifestar sob forma de surtos, de casos isolados ou ainda de forma clinica e
subclinica, aguda ou crbnica, sendo a crénica a mais frequente e originada pela
espécie P. zopfi. Quando o animal ndo responde ao tratamento com
antibioticoterapia, a secagem dos quartos mamarios infectados e/ou descarte do
animal, sdo medidas mais adotadas pelos produtores. Nesse sentido, Gasparotto et
al. (2015) abordam que a falta de higiene dos tetos na pré-ordenha, a permanéncia
dos animais em locais umidos e com barro, contribuem para a disseminagao desses

microrganismos unicelulares nos rebanhos.
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3.3 IDENTIFICAGAO DOS PATOGENOS DE MASTITE

Os patégenos de mastite salientados foram identifcados através dos testes de

Identificagdo bioquimica e Identificagdo por MALDI-TOF MS:

3.3.1 Identificagao bioquimica

A identificacdo bioquimica consiste na confirmagdo das transformagdes
quimicas que ocorrem num substrato por meio da agdo do microrganismo e é
utilizada para auxiliar na identificagdo dos géneros e espécies microbianas. Cada
microrganismo produz alteragdes nos meios em que se desenvolve, em virtude das
atividades metabdlicas, e essas agdes sao devido a atuagcao enzimatica ocasionada
pelos microrganismos. Todo microrganismo apresenta sistema enzimatico especifico
(perfil bioquimico), que resulta em propriedades bioquimicas diversas e uteis na
pratica para sua caracterizacdo. Essas se baseiam em fenbmenos como a utilizagao
de fontes de carbono, carboidratos, alcodis, glicosideos e também de nitrogénio,
entre eles peptideos, aminoacidos e outras substancias nitrogenadas. De acordo
com Ribeiro e Soares (1998), a identificacdo de determinado microrganismo consiste
na comparagdo das caracteristicas bioquimicas desse desconhecido com as

apresentadas por um microrganismo ja descrito.

3.3.2 Identificagdo por MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry) Espectrometria de
massa com fonte de ionizagdo e dessorgcao a laser assistida por matriz e

analisador de massa do tipo tempo-de-voo

A espectrometria de massa é uma técnica analitica que possibilita a
identificacdo de microrganismos, como bactérias, fungos e actinomicetos, por
exemplo. Sua utilizacdo nessa fungao teve inicio nos anos de 1970, mas o grande
desenvolvimento se deu em 1987, por meio do quimico Coichi Tanaka, que foi capaz
de ionizar grandes moléculas por laser, utilizando uma matriz composta por cobalto
e glicerol (JUNIOR et al, 2014).
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O espectrémetro de massa € constituido por trés partes principais: fontes de
ions, um ou mais analisadores de massa e detector. A primeira atua na ionizagao
das moléculas, transformando as neutras em ions; ja a segunda parte, por sua vez,
€ responsavel por separara-los de acordo com a relagdo massa/carga (m/z), por
meio de campos elétricos e magnéticos, e, por fim, o detector capta os ions que
chegam dos analisadores de massa, amplifica-os e gera correntes elétricas, que séo
inseridas em um software e, posteriormente, transformadas em espectro de massa
(SOUZA, 2008).

O principio da técnica de MALDI-TOF pode ser caracterizado da seguinte
maneira: ions com carga e massas diferentes, quando submetidos a um campo
elétrico se movimentam e a distancia percorrida em determinado tempo representa a
relagdo massal/carga (m/z). Inicialmente, a amostra € misturada com a matriz em
uma placa metalica, seguida da evaporagdo dos solventes e da cristalizagdo da
matriz com a amostra que posteriormente € inserida no espectrdbmetro de massa.
Cada amostra ¢é irradiada por feixe de laser UV- representado por determinado
comprimento de onda- a matriz absorve a energia proveniente dele e ocorre a
vaporizagao da amostra e formagao de ions com diferentes massas. Aqueles com
carga positiva movimentam-se sob agao do campo elétrico, atravessam a grade de
extragdo, passam pelo tubo de voo até atingir o detector, sendo que os ions
menores chegam primeiro a ele. O tempo de voo gasto por cada particula até o
detector é utilizado para calcular a massa. Conforme Carbonnelle; Nassif (2011), a
soma dos ions forma o espectro de massa, o0 eixo das abscissas representa a
relacdo massa/carga, e o das ordenadas corresponde a intensidade do sinal, que
esta relacionado a quantidade de ions de mesma massal/carga.

O principio da técnica esta ilustrado na Figura 1 e foi apresentado por Croxatto,
Prod’hom, Greub (2012).
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Figura 1. Principios da técnica de espectrometria de massa (MALDI-TOF MS)
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Fonte: Croxatto, Prod’hom, Greub (2012).

A ionizacdo consiste na transformacao fisico-quimica de um atomo ou
molécula em ions, por meio da adicdo ou remocdo de cargas. E um processo
essencial para a espectrometria de massa, pois possui a capacidade de produzir
ions, transportar para dentro do espectrémetro e conduzir até o detector. Quando o
ion € produzido, apresenta carga positiva, o elétron ligado ao atomo ou molécula
gera energia suficiente para se desligar do nucleo, rompe a barreira elétrica e é
langado para a eletrosfera. Ja o ion com carga negativa é formado quando o elétron
livre se choca com o atomo, o qual, entdo, é capturado e armazenado no interior do
potencial elétrico (BARREIRO, 2015).

A amostra utilizada na ionizagao por MALDI (lonizagcéo por dessorgao a laser
assistida por matriz) deve ser misturada a uma matriz especifica, que propicia a
absorcao da energia do laser e a formagao de ions com massas diferentes. As
matrizes mais utilizadas sdo o acido 2,5-dihidroxibenzdéico (DHB); a-ciano-4-
hidroxicindmico (CHCA); acido sinapico (AS); acido ferulico (AF) e o acido 2,4-
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hidroxifenilbenzoico, sendo AS, AF e CHCA as mais eficazes para identificacdo de
proteinas, conforme descrito por Croxatto, Prod"Hom, Greub (2012).

No analisador do tempo de voo (TOF), ions com cargas iguais apresentam
energia cinéticas iguais e s&o inversamente proporcionais a raiz quadrada da
massa. No entanto, se dois ions de cargas iguais e massas diferentes aceleram no
campo elétrico com potencial constante, as velocidades serdo dependentes das
massas e, com isso, chegardo ao detector em tempos de voo diferentes. A esse
respeito, Souza (2008) ressalta que os ions de menores massas chegarao primeiro
ao detector, enquanto os de maiores levardo mais tempo.

Na espectrometria de massa, o detector identifica os ions que chegam,
transforma-os em sinas elétricos que podem ser armazenados e convertidos em
espectros gerados por amostra. Ao analisar os picos compreendidos entre 2.000 e
20.000 (m/z), as proteinas ribossomais sao colocadas em evidéncia e um software
realiza a comparacdo do espectro obtido com um banco de dados que contém
espectros de cepas de referéncia (SOUZA, 2008).

Conforme aborda Murray (2012), por apresentar alta evolugao nos resultados,
essa tecnologia tem sido aplicada no diagnéstico de rotina em laboratérios clinicos,
veterinarios, farmacéuticos e de analise de alimentos, pois é altamente especifica,
pode identificar bactérias que sao dificeis de cultivar, apresenta baixos custos

operacionais e rapidez nos resultados de identificagao.

4 MATERIAL E METODOS

Utilizou-se como material estirpes bacterianas (retiradas da colegcao de
microganismos da Embrapa e, posteriormente, replicadas e estocadas para este
estudo) e realizou-se o isolamento, testes bioquimicos, sequenciamento e
identificacao por MALDI-TOF MS.

4.1 ESTIRPES BACTERIANAS E ESTOQUES DE TRABALHO

O experimento foi realizado com 380 estirpes bacterianas isoladas de

amostras de leite, obtidas de quartos mamarios de vacas com ou sem sinais de

mastite, de rebanhos leiteiros das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do pais,
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entre os anos de 1994 e 2018. Tais estirpes fazem parte da Colecdo de
Microrganismos de Interesse da Agroindustria e Pecuaria, da Embrapa Gado de
Leite, sediada em Juiz de Fora, Minas Gerais.

O isolamento das estirpes inseridas na Colegédo foi feito em agar sangue
(Agar Soja Tripticaseina, TSA, Oxoid, Basingstoke, Hants, Reino Unido, adicionado
de 5% de sangue desfibrinado de carneiro), em seguida, realizaram-se esfregagos
que foram corados pelo método de Gram, para verificar a morfologia e coloragao do
microrganismo, e cocos Gram-positivos, diferenciados pelo teste da catalase.
Posteriormente, estirpes cocos Gram-positivos catalase positivos foram classificadas
no género Staphylococcus e cocos Gram-positivos catalase negativos, nos géneros
Streptococcus e Enterococcus.

A partir dos estoques da Colecao, disponibilizados para este estudo pelo
Curador da Colecao, foram preparados estoques de trabalho em 1 mL de leite
desnatado (Skim Milk, Difco, Sparks, MD, EUA) com glicerol a 10% (Cromoline,
Diadema, SP, Brasil) em microtubos e acondicionados em freezer com temperatura
de -20°C para as analises posteriores. O material, ainda congelado, foi coletado do
tubo da Colecdo com o auxilio de uma alga de inoculagdo e inoculado em Agar BHI
(Himedia, Mumbai, india). Apds o cultivo a 35°C por 18-24 horas (ou mais, quando
necessario), a amostra foi examinada quanto a pureza, e todo o crescimento
bacteriano, coletado com um suabe estéril e transferido para o meio de cultura de
congelamento (leite desnatado com glicerol). Em seguida, as amostras foram
acondicionadas a -20°C.

Para controle dos testes bioquimicos e da identificagao por MALDI-TOF MS

foram utilizadas cepas-padrao, apresentadas no Quadro 1.



Quadro 1- Cepas-padrao utilizadas como controles nos testes bioquimicos e na

identificacdo por MALDI-TOF MS.
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Identificacao

N° Bactérias Gram-positivas
1 Arcanobacterium pyogenes ATCC 49698 (Nome atual: Trueperella
pyogenes)
2 Corynebacterium fimi NCTC 7547T (Nome atual: Cellulomonas fimi)
3 Enterococcus faecalis ATCC 29212
4 Lactococcus lactis Apg 1201
5 Listeria monocytogenes ATCC 11117
6 Staphylococcus aureus ATCC 51651
7 Staphylococcus capitis ATCC 35661
8 Staphylococcus carnosus TM 300
9 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
10 Staphylococcus gallinarum ATCC 700401
11 Staphylococcus haemolyticus ATCC 299707
12 Staphylococcus hyicus ATCC 112497
13 Staphylococcus intermedius ATCC 296637
14 Staphylococcus lentus ATCC 700403
15 Staphylococcus lugdunensis ATCC 49576
16 Staphylococcus saprophyticus ATCC 153057
17 Staphylococcus sciuri ATCC 29061
18 Staphylococcus simulans ATCC 27851
19 Staphylococcus warneri ATCC 49454
20 Staphylococcus xylosus ATCC 299717
21 Streptococcus agalactiae ATCC 12386
22 Streptococcus bovis ATCC 333177
23 Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis ATCC 123887
24 Streptococcus equi subsp. equi ATCC 333987
25 Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 430797
26 Streptococcus gallolyticus ATCC 49147
27 Streptococcus pyogenes ATCC 12384
28 Streptococcus uberis ATCC 700407
Bactérias Gram-negativas
29 Enterobacter sakazakii CDC 7006 (Nome atual: Cronobacter sakazakii)
30 Enterobacter cloacae CDC 3430
31 Escherichia coli ATCC 11229
32 Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
33 Salmonella Braenderup ATCC BAA-664
34 Salmonella Typhi IAL 1251
35 Salmonella Typhimurium IAL 1412

Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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4.2 IDENTIFICACAO DAS ESTIRPES POR TESTES BIOQUIMICOS

Através de testes bioquimicos foram identificados os géneros Staphylococcus

spp. e Streptococcus spp. e Enterococcus spp. e Bactérias Gram-negativas.

4.2.1 Staphylococcus spp.

As estirpes de Staphylococcus foram recuperadas em Agar BHI e incubadas
em estufa bacterioléogica a 35°C por 24 horas. Utilizou-se 203 estirpes de
Staphylococcus, ja identificadas pelo sequenciamento parcial do gene 16S rRNA em
estudo anterior (LANGE et al., 2015). A seguir, serdo descritos os testes que foram
utilizados para a identificagdo primaria dos Staphylococcus, identificados como S.
aureus, SCP ou SCN.

Os testes descritos abaixo classificam os estafilococos em coagulase
positivos (SCP) ou coagulase negativos (SCN) e identificam, presuntivamente, a
espécie S. aureus, normalmente coagulase e VP positiva. Em virtude da dificuldade
de identificagdo das outras espécies de Staphylococcus por meio de testes
bioquimicos, serdo utilizadas estirpes de Staphylococcus ja identificadas pelo

sequenciamento do gene 16S rRNA.

4.2.1.1 Teste da Catalase

O peréxido de hidrogénio (H20.) é utilizado para detectar a produgéo da
catalase bacteriana. Uma colbnia bacteriana foi transferida para uma lamina de vidro
limpa e sobre ela foi adicionada uma gota do perdxido de hidrogénio. O
borbulhamento imediato indica uma reacao positiva (ATLAS; SNYDER, 2011). Como
controle positivo, foi utilizada a cepa Staphylococcus aureus ATCC 51651 e como

negativo, a Streptococcus agalactiae ATCC 12386.
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4.2.1.2 Teste da Coagulase em Tubo

O plasma de coelho desidratado (Coagu-Plasma, Laborclin, Pinhais, Parana)
foi utilizado para detectar a coagulase produzida pelas espécies de Staphylococcus.
Para esse teste, 0,5 mL do plasma desse animal reidratado foram adicionados a um
tubo estérii e, com auxilio de uma alca também estéril, uma coldénia do
microrganismo foi inoculada no plasma. O tubo foi incubado a 35° C por 24 horas.
As observacbes sobre coagulagdo devem ser feitas dentro das primeiras quatro
horas, pois os estafilococos produzem fibrolisina, que pode dissolver o coagulo.
Caso nao haja coagulagao nesse periodo, o tubo deve ser incubado novamente e a
coagulagao observada apds 24 horas de incubagao (ATLAS; SNYDER, 2011). Como
controle positivo, foi utilizada a cepa Staphylococcus aureus ATCC 51651 e como

negativo, a Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

4.2.1.3 Teste de Voges-Proskauer (VP)

Esse teste é utilizado para determinar a habilidade do microrganismo em
produzir um composto neutro, o acetilmetilcarbinol (acetoina), a partir da
fermentacao da glicose. A bactéria foi incubada a 35°C por um periodo de dois a
cinco dias. Para fazer a leitura, foram retirados 2,5 mL do meio e a esse volume,
adicionado 0,6 mL da solugéo alfa-naftol a 5% e 0,2 mL de KOH a 40%. Os tubos
foram agitados suavemente para misturar o alfa-naftol ao KOH e para o oxigénio
atmosférico penetrar e oxidar a acetoina em diacetila. Uma coloragdo rosa a
vermelho indica resultado positivo, e a cobre, negativo (RIBEIRO; SOARES, 1998).
Como controle positivo foi utilizada a cepa Staphylococcus aureus ATCC 51651 e

como negativo, a Staphylococcus hyicus ATCC 11249.

4.2.2 Streptococcus spp. e Enterococcus spp.

As estirpes dos géneros Streptococcus e Enterococcus foram recuperadas
em Agar BHI e incubadas em estufa bacterioldgica a 35°C por 24 horas.
Inicialmente, observou-se a pureza da cultura e, em seguida, oito caracteristicas

foram analisadas por meio de provas bioquimicas, sao elas: tipo de hemodlise;
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crescimento em agar bile-esculina; tolerancia a 6,5% de NaCl; hidrdlise da esculina
e do hipurato de sddio; utilizacdo de inulina e de trealose e teste de CAMP (Christie,

Atkins e Munch-Peterson).

4.2.2.1 Tipo de Hemdlise e Teste de CAMP (Christie, Atkins e Munch-Peterson)

A hemodlise das col6nias de Streptococcus spp. foi observada em agar
sangue. Conforme aborda Quinn et al. (1999), os tipos de hemalise produzidos pelas
espécies de Streptococcus podem variar e sdo classificados em: hemdlise beta,
quando ocorre uma zona clara de hemoélise em torno da colénia; hemdlise alfa, que
se apresenta como uma zona esverdeada ou de hemdlise parcial; e hemdlise gama,
quando ndo ha presencga de hemolise em torno da colbnia.

De acordo com Barrow; Feltham (1993) e Spellerberg; Brandt (2011), a
reacao do fator CAMP foi descrita em 1944, por Christie, Atkins e Munch-Peterson e
se refere ao rompimento de eritrocitos pela beta-hemolisina de Staphylococcus
aureus e da proteina extracelular de S. agalactiae. A expressao dessa caracteristica
€ encontrada na maioria das estirpes de S. agalactiae, mas CAMP-negativas podem
ocorrer. A estirpe a ser testada e uma de S. aureus beta-hemolitico foram inoculadas
em uma placa de agar sangue em um angulo de 90° e incubadas a 35°C por 18-24
horas. Ainda segundo esses estudos, a reagao positiva € indicada pela presenca de
uma zona triangular da beta-hemolise na zona de difusdo da beta-hemolisina do S.
aureus e do fator CAMP. Como controle positivo foi utilizada a cepa Streptococcus

agalactiae ATCC 12386 e como negativo, Enterococcus faecalis ATCC 29212.

4.2.2.2 Crescimento em Agar Bile Esculina, Tolerancia a 6,5% de NaCl e Hidrdlise

da Esculina

O meio Bile Esculina (Oxoid, Basingstoke, Hants, Reino Unido), distribuido
em tubos inclinados, foi inoculado com uma a trés colénias da estirpe a ser testada e
incubado a 35°C por até 48 horas. O escurecimento total ou da metade do meio de
cultura indica que o teste € positivo e, em alguns casos, as reagcbes podem ser
fracas, tornando dificil a interpretagdo do teste, de acordo com os estudos de
Barrow; Feltham (1993) e Spellerberg; Brandt (2011). Como controle positivo, foi
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utilizada a cepa Enterococcus faecalis ATCC 29212 e como negativo, a
Streptococcus agalactiae ATCC 12386.

Este teste é utilizado para diferenciar Streptococcus spp. tolerantes ao sal. A
tolerancia a 6,5% de NaCl foi testada em Caldo de Infusdo de Coragdo (Heart
Infusion Broth, HI, Difco, Sparks, MD, EUA), contendo cloreto de sdédio, glicose e
purpura de bromocresol (como indicador). O meio foi incubado a 35°C por 48 horas
(BARROW; FELTHAM, 1993; ATLAS; SNYDER, 2011). Como controle positivo do
teste, foi utilizada a cepa Enterococcus faecalis ATCC 29212 e como negativo,
Streptococcus equi ATCC 33398.

A hidrélise da esculina a esculetina foi detectada em Agar TSA, acrescido de
esculina e cloreto férrico (ambos da Vetec Quimica, Rio de Janeiro), e € indicada
pelo escurecimento do meio apds incubagdo por 18-24 horas a 35°C. A leitura é
realizada apds 24 horas de incubacao e os tubos sdao examinados diariamente por
até cinco dias. Quando n&o ha alteragdo no meio, o resultado é considerado
negativo, conforme salientam Barrow; Feltham, (1993); Atlas; Snyder, (2011) e
Spellerberg; Brandt (2011). Como controle positivo do teste, utilizou-se a cepa
Enterococcus faecalis ATCC 29212 e como negativo, Streptococcus agalactiae
ATCC 12386.

4.2.2.3 Hidrolise do Hipurato de Sddio

A hidrolise do hipurato de sodio a acido benzoico e glicina é um teste
empregado na identificacdo presuntiva de S. agalactiae. Foi utilizado o Caldo HI,
adicionado de Hipurato de Sddio (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha). Baseado
nos estudos de Smibert; Krieg (1981); Barrow; Feltham (1993), Atlas; Snyder (2011)
e Spellerberg; Brandt (2011), o resultado é positivo quando ocorrer a formagao de
um precipitado forte apds a adicdo de solucao de cloreto férrico acidificado, o que
indica a presenga de acido benzdico, resultante da hidrolise do hipurato. Como
controle positivo, utilizou-se a cepa Streptococcus agalactiae ATCC 12386 e como

negativo, Streptococcus pyogenes ATCC 12384.
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4.2.2.4 Utilizagdo de Inulina e Trealose

A formagao de acido a partir dos carboidratos inulina e trealose foi observada
em meio base para fermentagdo de carboidratos (Purple Broth Base, Difco, Sparks,
MD, EUA), adicionado desses agucares, ambos da marca Merck (Darmstadt,
Alemanha). O meio ndo inoculado apresenta a coloragdo purpura. A mudanga de
coloragdo do meio para amarelo indica a utilizagdo do agucar (QUINN et al., 1999).
Para ambos os agucares foram utilizados como controle positivo Streptococcus

uberis ATCC 700407 e como negativo, Streptococcus equi subsp. equi ATCC 33398.

4.2.3 Bactérias Gram-negativas

As estirpes foram recuperadas em Agar BHI e incubadas em estufa
bacteriolégica a 35°C por 24 horas. Examinou-se a pureza das culturas e em
seguida as amostras foram inoculadas nos meios de identificagdo presuntiva para
bactérias Gram-negativas. Para a identificagcdo, utilizou-se os seguintes testes:
crescimento em Agar MacConkey, produgdo de acidos em Agar Triplice Acucar-
Ferro (TSI), teste do vermelho de metila (VM), de Voges-Proskauer (VP), utilizagao
de citrato, teste de oxidagao/fermentacdo da glicose (O/F), teste de motilidade,

producgao de sulfeto de hidrogénio (H2S) e producéo de indol.

4.2.3.1 Crescimento em Agar MacConkey

O Agar MacConkey (Merck, Darmstadt, Alemanha) & um meio de
plaqueamento diferencial para selecionar e isolar membros da familia
Enterobacteriaceae e bacilos Gram-negativos entéricos. Esse meio contém sais
biliares e cristal violeta, que inibem o crescimento de bactérias Gram-positivas e de
algumas Gram-negativas. A lactose € o unico carboidrato presente, com isso,
bactérias fermentadoras produzem colénias com coloracdo em tons vermelho,
devido a viragem do indicador vermelho neutro, e as bactérias nao-fermentadoras de
lactose sdo incolores ou transparentes. Para realizagdo do teste, uma col6nia
isolada deve ser estriada na placa, contendo o meio diferencial, e incubada a 35°C
por 24 horas (WINN JR. et al., 2008). Como controle positivo do teste, foi utilizada a
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cepa Escherichia coli ATCC 11229 e como negativo, Salmonella Typhimurium |AL
1412.

4.2.3.2 Teste do Agar Triplice Agticar-Ferro (TSI) e Utilizagado de Citrato

O meio de cultura TSI contém trés agucares, glicose (0,1%), lactose (1%) e
sacarose (1%), e o indicador de pH vermelho de fenol e sulfato ferroso ou citrato de
amoénio férrico com tiossulfato de sodio, detectam a producdo de sulfureto de
hidrogénio. O meio € vermelho quando inoculado ou se reagdes alcalinas ocorrerem,
e amarelo quando acontecem reacgdes acidas. Esse meio € essencial para a
identificacdo presuntiva de Salmonella, mas também ¢é util para a diferenciacéo de
outros membros da familia Enterobacteriaceae (QUINN et al., 1999).

Tubos contendo Agar TSI (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) foram
inoculados com auxilio de uma agulha bacterioldgica, a colbnia foi tocada com a
extremidade da agulha de inoculagao e introduzida na profundidade do tubo. Apds a
retirada da agulha, efetuou-se a inoculagéo da superficie inclinada com movimentos
de zigue-zague e, em seguida, os tubos foram incubados a 35°C durante 18 a 24
horas. Como resultados, sdo possiveis diferentes reagcées. A maioria das salmonelas
apresenta a superficie inclinada alcalina (vermelha), a base acida (amarela) e o
escurecimento do meio, em fungédo da producao de sulfureto de hidrogénio. E. coli
apresenta reagdo acida em todo o meio e producdo de gas, sem qualquer
escurecimento (QUINN et al., 1999). Como controles do teste foram utilizadas as
cepas Escherichia coli ATCC 11229 e Salmonella Typhimurium IAL 1412.

O principio do teste consiste em determinar a capacidade de um
microrganismo utilizar citrato de sddio como unica fonte de carbono para seu
crescimento e alcalinizagdo. Uma colénia do microrganismo foi inoculada na
superficie inclinada do Agar Citrato de Simmons (Biobras, Montes Claros, Brasil),
que contém sais de aménia inorganica. O aparecimento de coloragao azul no meio,
ap6s 24 horas de incubagdao a 35°C, indica resultado positivo e presenca de
produtos alcalinos. Por sua vez, a cor verde e sem crescimento visivel do in6culo ao
longo do meio, mostra um resultado negativo (RIBEIRO; SOARES, 1998). Utilizou-se
a cepa Salmonella Typhimurium IAL 1412 como controle positivo do teste e
Escherichia coli ATCC 11229 como negativo.
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4.2.3.3 Teste do Vermelho de Metila (VM) e Teste de Voges-Proskauer (VP)

O teste do vermelho de metila possibilita identificar espécies de bactérias que
produzem acidos fortes a partir da glicose. Assim, € pesquisada a fermentagao acida
mista, em que as bactérias utilizam glicose como substrato e liberam uma grande
concentragdo de acidos como produto final. Esse teste exige um periodo de
incubacgao de dois a cinco dias, a 35°C. Para a leitura, foi utilizada uma aliquota de
2,5 mL do caldo inoculado e a esse volume, acrescentadas cinco gotas da solugéo
hidroalcodlica de vermelho de metila. De acordo com os estudos de Ribeiro e
Soares (1998), a coloragao vermelha indica resultado positivo (pH de 4,4) e a
amarela (pH 6,0), negativo. Foi utilizada a cepa Escherichia coli ATCC 11229 como
controle positivo e como controle negativo do teste, Enterobacter cloacae CDC 3430.

E o mesmo teste utilizado para a identificacdo de Staphylococcus, com a
adicdo de Fosfato de Potassio Bibasico (Merck, Darmstadt, Alemanha) na férmula,
para a identificacdo de bactérias Gram-negativas. A cor rosa a vermelho indica
resultado positivo, e a cobre revela resultado negativo (RIBEIRO; SOARES, 1998).
Para monitorar o teste, utilizou-se a cepa Enterobacter cloacae CDC 3430 como

controle positivo e Escherichia coli ATCC 11229 como negativo.

4.2.3.4 Teste de Oxidagao-Fermentagédo da glicose (O/F)

E um teste utilizado para avaliar o metabolismo do microrganismo, se
oxidativo ou fermentativo. Para a realizagdo do teste, sdo necessarios dois tubos
com um carboidrato, geralmente glicose, sendo que em um deles 0 meio € exposto
ao ar, enquanto no outro, o microrganismo inoculado € coberto com 6leo mineral.
Quando o microrganismo € oxidativo, utiliza a glicose em presencga de oxigénio, com
isso, produz acido somente no tubo exposto ao oxigénio atmosférico. Ja se ele for
fermentativo, é utilizada a glicose na presenga ou auséncia de oxigénio, ou seja, nos
dois tubos (WINN JR. et al., 2008). Com o auxilio de uma agulha estéril, o
microrganismo foi inoculado nos tubos, sendo que em um deles adicionou-se cinco

gotas de 6leo mineral estéril e, em seguida, ambos foram incubados a 35°C por 24



43

horas. A cepa Escherichia coli ATCC 11229 foi utilizada como controle positivo para

as reagdes de oxidacao e fermentacéo.

4.2.3.5 Teste de Motilidade, Teste de Produgdo de Sulfeto de Hidrogénio e
Producgéo de Indol

O teste de motilidade, bem como os de producdo de sulfeto de hidrogénio e
de producgao de indol, foram realizados no meio SIM, (Merck, Darmstadt, Alemanha)-
nome que indica as caracteristicas “Sulfeto”, “Indol” e “Motilidade”- o qual possibilita
avaliar essas trés caracteristicas no mesmo tubo.

A motilidade da bactéria € um fator importante na identificagcédo final de uma
especie, interpretado pelo exame macroscépico de uma zona difusa de crescimento,
a partir da linha de inoculacao, possibilita verificar se a bactéria € movel ou imovel
(WINN JR. et al., 2008). Foi utilizada a cepa Escherichia coli ATCC 11229 como
controle positivo do teste e Cronobacter sakazakii CDC 7006 como negativo.

Esse teste também foi realizado no meio de cultura SIM (Merck, Darmstadt,
Alemanha) e determina a liberagcdo de sulfeto de hidrogénio (H2S) por acgéo
enzimatica nos aminoacidos sulfurados (cisteina), que produzem uma coloragéo
negra no meio. As bactérias podem metabolizar aminoacidos que contém enxofre
(cisteina) ou degradar o tiossulfato de sédio (substrato) em ambiente acido, com a
producédo de sulfeto de hidrogénio, que é incolor e, por sua vez, pode reagir com
ions férricos presentes no meio, formando como produto o sulfeto ferroso, composto
insoluvel que da origem a cor negra. Ressalta-se que o escurecimento do meio SIM
indica resultado positivo e, sua coloragdo amarela, negativo (RIBEIRO; SOARES,
1998).

O indol é um produto da degradacdo do metabolismo do aminoacido
triptofano, e bactérias que possuem a enzima triptofanase sao capazes de clivar o
triptofano produzindo indol, acido pirdvico e amdnia. O aparecimento da coloracao
vermelha apés a adigao da solugdo contendo p-dimetilaminobenzaldeido (reagente
de Kovacs) € indicativo da presencga de indol no meio contendo triptofano. O meio
SIM inoculado foi incubado por 24 horas a 35°C e 24 horas em temperatura
ambiente. No momento da leitura, foram adicionadas trés gotas do reagente de
Kovacs (p-dimetilaminobenzaldeido em &lcool amilico e HCI concentrado) e, em
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seguida, observada a reagdo (BARROW; FELTHAM, 1993; WINN JR. et al., 2008).
Como controle positivo do teste, utilizou-se a cepa Escherichia coli ATCC 11229 e,

Cronobacter sakazakii CDC 7006, como controle negativo.

4.3 IDENTIFICACAO DAS ESTIRPES DE STAPHYLOCOCCUS PELO
SEQUENCIAMENTO PARCIAL DO GENE 16S rRNA

A identificagdo das estirpes de Staphylococcus por esta técnica foi realizada
em estudo anterior por Lange et al. (2015) e a extracdo do DNA bacteriano, de
acordo com Hesselbarth; Schwarz (1995). E importante ressaltar que o DNA foi
quantificado em espectrofotdbmetro (GeneQuantpro, Amersham Biosciences) e as
quantidades ajustadas para a reagao de PCR (50-100 ug/ul). Além disso, amplificou-
se 0 DNA por PCR, com os oligonucleotideos 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' e
5'-GTATTACCGCGGCTGCTG-3", que amplificam um produto de 536 pb. O
programa de PCR iniciou-se com uma etapa de desnaturagédo de 5 min., seguida de
35 ciclos de 95°C por 30 seg., 55°C por 30 seg. e 74°C por 2 min., com uma
extensao final de 74°C por 5 min. Os produtos obtidos foram purificados com um kit
de purificagdo (illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit, GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK), de acordo com as especificagées do fabricante.
Uma aliquota de 200 ng do DNA purificado foi usada como matriz para as reagoes
de sequenciamento, nas quais utilizou-se o kit de sequenciamento DYEnamic™ ET
Dye Termi-nator Cycle Sequencing Kit (GE Healthcare, NYSE, Germany) e 0,5 uM
do mesmo oligonucleotideo empregado para a reagao de PCR.

As reagdes de sequenciamento foram precipitadas com etanol, inseridas no
equipamento MegaBACE 1000 DNA sequencer (GE Healthcare, NYSE, Germany),
submetidas a 6 kV por 160 min e preparadas, separadamente, com os dois
oligonucleotideos iniciadores, de modo a se obter duas sequéncias para cada
amostra analisada. Os pares de sequéncias foram editados e reunidos, utilizando-se
o software SeqMan (LaserGene package, DNASTAR), e as sequéncias resultantes,
comparadas as bacterianas depositadas na base de dados do National Center for

Biotechnology Information (NCBI).
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4.4 IDENTIFICACAO DAS ESTIRPES PELA TECNICA DE MALDI-TOF MS

A técnica de MALDI-TOF MS foi executada no Laboratério de Investigagao
em Microbiologia Médica (LIMM), localizado no Instituto de Microbiologia Paulo de
Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, onde esta instalado o
espectrometro de massas MALDI-TOF Microflex LT (Bruker Daltonics, MA, EUA), o
qual é equipado com um laser de nitrogénio de 337 nm, de caminho linear. A
espectrometria foi registrada pelo programa CelFlex Control 3.3 e as analises
espectrais, pelo software MALDI Biotyper Realtime Classification 3.1.2 (Bruker
Daltonics, MA, EUA). O procedimento foi realizado em duplicata e o maior escore
atribuido pelo programa a cada col6nia analisada, selecionado para confirmar a

identificacdo de bactérias, na qual se utilizou a configuragao padrao.

4.4.1 Preparagao das amostras bacterianas

A preparacao das amostras foi realizada de acordo com Coimbra-e-Souza et
al. (2019). Dessa forma, as amostras bacterianas foram inoculadas em Agar BHI e
incubadas 35°C por 24 horas. Com auxilio de um palito de madeira, o material de
uma ou mais colbnias de cada amostra foi depositado na placa de ago inoxidavel do
equipamento, com capacidade para acomodar 96 amostras. As amostras foram
aplicadas em duplicata, sendo possivel analisar 46 em cada placa. A cepa
Escherichia coli DH5a foi utilizada como controle interno do equipamento, ou seja,
empregou-se o0 espectro das proteinas ribossdmicas dessa cepa como referéncia.
Além disso, o equipamento também fez a leitura em duplicata, de modo que ao final
foram obtidas quatro diferentes identificacbes da mesma amostra.

ApoOs a aplicagcdo das amostras, a placa foi mantida em repouso até a
completa secagem do material depositado. Sobre cada uma, adicionou-se 1 yL de
acido férmico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), que atuou na lise da parede
bacteriana, e, em seguida, as amostras foram submetidas a uma segunda secagem.

Apos essa segunda secagem, foi depositado sobre cada amostra 1 yL da
matriz [solugdo saturada de acido a-ciano-4-hidroxicindmico contendo acetonitrila a
50% (v/v) e acido trifluoroacético a 2,5% (v/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)].

A matriz agiu juntamente com a cristalizagdo da amostra e com a dessor¢ao de ions,
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e a solucdo de acetonitrila extraiu as proteinas presentes nas células bacterianas.
Apds mais uma etapa de secagem, a placa foi inserida no equipamento para a

leitura das amostras.

4.4.2 Obtencao dos dados espectrais e interpretacao dos resultados

Os dados espectrais de massa foram coletados dentro da faixa de proporcéo
massa/carga de 2.000 a 20.000 Da, e os resultados, adquiridos e gerados pelo
programa computacional CelFlex Control 3.3. Como sugerido pelo fabricante do
software, escores iguais ou maiores que 2,3 foram considerados como identificagéo
altamente provavel para a espécie; entre 2,0 e 2,29 obtiveram identificagdo segura
para género e provavel para espécie; escores entre 1,7 e 1,9 foram considerados
como identificagdo provavel apenas para género, enquanto que escores de
identificacdo abaixo de 1,69 foram considerados como nao confiaveis.

As amostras nao identificadas ou que nao apresentaram escore igual ou superior a
2,0, através do procedimento de extragcao diretamente na placa, foram submetidas a
um procedimento de extracdo com acido formico anterior a aplicagdo na placa,
baseado em protocolo fornecido pelo fabricante do equipamento, com modificagdes

sugeridas pela equipe do LIMM, descrito no item 4.3.3.

4.4.3 Procedimento de extragado de proteinas com acido férmico

As estirpes foram cultivadas em Agar BHI a 35°C por 24 horas e, com o
auxilio de uma algca estéril, uma a duas coldnias isoladas de cada amostra,
depositadas em 50 pL da solugdo acido formico a 70% (v/v) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA), o material foi homogeneizado, e adicionados mais 50 pL de
acetonitrila a 100% (v/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A mistura foi
novamente homogeneizada e centrifugada a 12.000 x g por 2 minutos. O
sobrenadante foi separado do sedimento, a seguir, congelado a -20°C e,
posteriormente, depositou-se 1 UL dele sobre a placa-alvo do equipamento, seguido
da completa secagem. Apds essa, foi depositado 1 pL da matriz (descrita no item
4.3.1) sobre cada amostra e, depois de nova secagem, a leitura foi realizada no

espectrdmetro de massas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, foram analisadas 380 estirpes bacterianas, 203 do género
Staphylococcus, 156 cocos Gram-positivos catalase negativos, classificados
inicialmente nos géneros Streptococcus e Enterococcus e 21 bactérias Gram-
negativas. Os cocos Gram-positivos catalase negativos e as bactérias Gram-
negativas foram identificadas por testes bioquimicos e pela técnica de MALDI-TOF
MS. As estirpes do género Staphylococcus foram analisadas por MALDI-TOF MS, e
os resultados, comparados aos do sequenciamento do gene 16S rRNA, realizado
em estudo anterior. Para controle dos dados levantados dos testes bioquimicos e da
técnica de MALDI-TOF MS, foram analisadas também 35 cepas-padrao,
relacionadas no Quadro 1, apresentada em material e métodos. Os resultados

obtidos estao descritos a seguir.

5.1 CEPAS-PADRAO

As trinta e cinco cepas-padrdao de bactérias, incluindo 28 Gram-positivas e
sete Gram-negativas, foram identificadas corretamente pela técnica de MALDI-TOF
MS, com escores acima de 2,0, com algumas diferengcas na nomenclatura das
cepas, em fungado das mudangas taxondmicas ocorridas.

Assim, Streptococcus bovis ATCC 333177 foi identificado como Streptococcus
lutetiensis. De acordo com informacgdes do software do equipamento, as espécies
Streptococcus equinus, S. gallolyticus, S. infantarius e S. lutetiensis possuem
padrdes muito similares, e por esse motivo, a diferenciagdo entre elas € dificil. A
taxonomia de bactérias do género Streptococcus e géneros relacionados
(Enterococcus, Lactococcus, entre outros) sofreu indmeras mudancgas nos ultimos
anos, em virtude de estudos gendémicos, incluindo o sequenciamento do gene 16S
rRNA. Mudangas taxonémicas significativas também ocorreram no grupo
Streptococcus bovis, um patdégeno responsavel por doengas no homem e nos
animais (SPELLERBERG; BRANDT, 2011). O sistema taxondmico atual do grupo
Streptococcus bovis, que segue descobertas recentes publicadas na literatura, mas

gue ainda nao esta universalmente aceito pela comunidade cientifica, inclui sete
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divisdes dentro do grupo: S. equinus, S. infantarius subsp. coli (S. lutetiensis), S.
infantarius subsp. infantarius, S. alactolyticus, S. gallolyticus subsp. gallolyticus, S.
gallolyticus subsp. Pasteurianus e S. gallolyticus subsp. macedonicus (DEKKER;
LAU, 2016).

Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis ATCC 123887 foi identificado
somente em nivel de espécie, ja Streptococcus equi subsp. equi ATCC 33398" e
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 430797 foram identificados até
subespécie.

As cepas Enterobacter sakazakii CDC 7006 (atual Cronobacter sakazakii),
Salmonella Typhi IAL 1251, Salmonella Typhimurium IAL 1412 e Salmonella
Braenderup ATCC BAA-664 foram identificadas somente em nivel de género.
Segundo informagdes do software do equipamento, Cronobacter e Salmonella sé
podem ser reconhecidas em nivel de género pela técnica de MALDI-TOF MS.

Enterobacter cloacae CDC 3430 foi identificada como Enterobacter asburiae,
que € um membro do complexo Enterobacter cloacae, juntamente com as espécies
E. cloacae, E. asburiae, E. hormaechei, E. kobei e E. xiangfangensis. Ainda de
acordo com o fabricante do equipamento, Escherichia coli, Escherichia fergusonii e
Shigella sp. sao bactérias intimamente relacionadas e ndo podem ser distinguidas
entre si pela técnica de MALDI-TOF MS até o momento. Ressalta-se ainda que

Klebsiella pneumoniae € demasiadamente associada a bactéria Klebsiella variicola.

5.2 GENERO STAPHYLOCOCCUS

As 203 estirpes do género Staphylococcus identificadas pela técnica de
MALDI-TOF MS ja haviam sido identificadas pelo sequenciamento do gene 16S
rRNA em estudo anterior por Lange et al. (2015). Do total de 203 estirpes analisadas
por MALDI-TOF MS, 192 (94,5%) foram reconhecidas com escore acima de 2,0, que
significa uma identificagcao provavel de espécie. Em alguns casos, foi necessaria a
repeticdo do procedimento e/ou a utilizagdo de extracdo de proteinas com acido
férmico, para obter uma identificagcdo com escore acima de 2,0. Nove estirpes foram
identificadas com escores entre 1,7 e 1,9, que significa uma identificacdo provavel
de género, mesmo apds a utilizacdo do procedimento de extracdo de proteinas.
Identificou-se essas nove estirpes com escores abaixo de 2,0, como S. haemolyticus
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(3), S. aureus (2), S. sciuri (2), S. auricularis (1) e S. hyicus (1). Ademias, duas
estirpes nado foram identificadas por MALDI-TOF MS.

Os resultados da identificacdo pelo sequenciamento e pela técnica de
MALDI-TOF MS podem ser visualizados na Tabela 1. Todas as estirpes identificadas
como S. aureus (n=35), S. simulans (n=8), S. pasteuri (n=1) e S. succinus (n=1),
pelo sequenciamento do gene 16S rRNA, repetiram a mesma identificacdo pela
técnica de MALDI-TOF MS. Nesse sentido, S. sciuri, S. haemolyticus e S. auricularis
também exibiram a mesma identificacdo pelo sequenciamento e por MALDI-TOF
MS, entretanto, algumas estirpes apresentaram escores abaixo de 2,0.

Identificagdes divergentes ocorreram com as espécies S. chromogenes, S.
epidermidis, S. hyicus, S. agnetis, S. caprae e S. intermedius. As quatro estirpes de
S. agnetis foram identificadas como S. hyicus, pela técnica de MALDI-TOF MS,
possivelmente porque essa espécie nao consta no banco de dados do software de
identificacdo. Conforme aborda Taponen et al. (2012), a espécie S. agnetis é
intimamente relacionada as espécies S. hyicus e S. chromogenes e, provavelmente
por este motivo, ela tenha sido identificada como S. hyicus por MALDI-TOF MS.

Além disso, S. caprae foi identificado como S. hyicus, e S. intermedius, como
S. pseudintermedius. Trés estirpes identificadas como S. chromogenes pelo
sequenciamento do gene 16S rRNA foram reconhecidas como S. haemolyticus (n=2)
e S. epidermidis (n=1) por MALDI-TOF MS. Por outro lado, duas estirpes,
identificadas como S. epidermidis pelo sequenciamento do 16S rRNA, foram
constatadas como S. chromogenes (n=1) e S. haemolyticus (n=1) por MALDI-TOF
MS.
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Tabela 1-Comparacgao dos resultados de identificagao de 203 Staphylococcus
spp. por sequenciamento do gene 16S rRNA e MALDI-TOF MS

Sequenciamento 16S MALDI-TOF MS Concordancia de
rRNA (n° estirpes) (n° estirpes) resultados MALDI-TOF
MS/sequenciamento
S. chromogenes (82) S. chromogenes (79) 79/82 (96,3%)
S. haemolyticus (2)
S. epidermidis (1)
S. aureus (35) S. aureus (35) 35/35 (100%)
S. epidermidis (28) S. epidermidis (26) 26/28 (92,8%)
S. chromogenes (1)
S. haemolyticus (1)
S. sciuri (11) S. sciuri (11)* 11/11 (100%)
S. hyicus (10) S. hyicus (9)* 9/10 (90%)
S. capitis (1)
S. haemolyticus (9) S. haemolyticus (9)* 9/9 (100%)
S. simulans (8) S. simulans (8) 8/8 (100%)
S. agnetis (4) S. hyicus (4) 0/4
S. auricularis (1) S. auricularis (1)* 1/1
S. caprae (1) S. hyicus (1) 0/1
S. devriesei (1) Nao identificada (1) 0N
S. intermedius (1) S. pseudintermedius (1) 0/1
S. pasteuri (1) S. pasteuri (1) 1/1
S. succinus (1) S. succinus (1) 11

S. xylosus/S. saprophyticus  S. xylosus (4)
(4)

S. haemolyticus/S. devriesei S. haemolyticus (1)

(1)

S. haemolyticus/S. S. haemolyticus (1)*
warneri/S. auricularis (1)

S. haemolyticus/S. S. haemolyticus (1)
devriesei/S. auricularis/S.

warneri (1)

Nao identificadas (3) Nao identificada (1)

S. aureus (2)*

*Presenca de estirpes com escore de identificacdo abaixo de 2,0.
Fonte: Elaborada pela autora (2020).

O unico isolado de S. devriesei nao foi identificado por MALDI-TOF MS, por
nao constar no banco de dados do software. De acordo com Cameron et al. (2017),
Schmidt et al. (2018) e Wilson et al. (2019), os espectros de massa de S. devriesei
ainda nao foram colocados no banco de dados do equipamento. Cameron et al.
(2017) inseriram nele espectros de massa obtidos por MALDI-TOF MS de oito
espécies de SCN, aumentando a acuracia da técnica. Wilson et al. (2019) também
adicionaram em seu estudo espectros de massa obtidos por MALDI-TOF MS das
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espécies S. devriesei, S. haemolyticus e S. agnetis, isoladas pelo grupo de
pesquisa, ao software do equipamento.

De acordo com Nonnemann et al. (2018), o banco de dados de massa
espectral da Bruker Daltonics consiste em mais de 7.000 espectros de referéncia,
mas existe a necessidade de uma expansao continua nesses bancos de dados,
levando em consideragdo também a origem da amostra bacteriana, humana, animal
ou do ambiente, pois a fonte ou origem da amostra pode ser causa de diferenga nos
espectros de uma mesma espécie. Cameron et al. (2017) defendem a importancia
de um grande numero de espectros de algumas espécies de Staphylococcus no
banco de dados do equipamento, como por exemplo S. haemolyticus, em virtude da
grande heterogeneidade genética dessas espécies.

As estirpes com mais de uma identificagao possivel pelo sequenciamento do
16S rRNA foram identificadas como S. xylosus ou S. haemolyticus no MALDI-TOF
MS. E das trés amostras nao identificadas pelo sequenciamento do 16S rRNA, uma
também nao o foi pelo MALDI-TOF MS e duas foram como S. aureus, mas com
escores abaixo de 2,0. Na realidade, as trés amostras consideradas né&o
identificadas pelo sequenciamento apresentaram 98% de similaridade com a
espécie S. aureus, entretanto, essa porcentagem de similaridade nao permite a
identificacdo em nivel de espécie, por meio do sequenciamento do 16S rRNA, S.
aureus, sO é possivel se a porcentagem de similaridade for igual ou superior a 99%
(CLSI, 2008). Além disso, essas trés amostras nao foram identificadas de forma
inequivoca em nivel de espécie, nem pelo sequenciamento do gene 16S rRNA, nem
por MALDI-TOF MS.

Pelo sequenciamento do gene 16S rRNA, foram identificadas 14 espécies de
Staphylococcus e por MALDI-TOF MS 13 espécies. Considerando as 193 estirpes
de Staphylococcus com identificagao inequivoca pelo sequenciamento do gene 16S
rRNA, a concordancia entre esse e a técnica de MALDI-TOF MS para
Staphylococcus foi de 93,2% (180/193). Cameron et al. (2017) reportaram uma
acuracia de 99,5% na identificagdo de SCN de mastite bovina por MALDI-TOF MS,
utilizando o banco de dados comercial do equipamento.

Avellar-Costa e colaboradores (2019) utilizaram quatro técnicas para
identificar estirpes de Staphylococcus chromogenes isoladas de mastite em bufalos,
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dentre elas o sequenciamento do gene 16S rRNA e a técnica de MALDI-TOF MS,
reportando 97,7% de acuracia da técnica de MALDI-TOF MS.

As espécies de Staphylococcus identificadas no presente estudo ja foram
reportadas em anteriores, que também utilizaram a técnica de MALDI-TOF MS para
a identificagdo de Staphylococcus isolados de mastite bovina, com destaque para
Moser et al. (2013) ; Tomazi et al. (2014); Cameron et al. (2017) e Nonnemann et al.
(2018).

5.3 COCOS GRAM-POSITIVOS CATALASE NEGATIVOS

Os cocos Gram-positivos catalase negativos estavam identificados por
caracteristicas morfolégicas e bioquimicas. Foram feitos testes bioquimicos para a
confirmacdo da identidade destas estirpes, e os resultados podem ser visualizados
na Tabela 2.

Os testes morfolégicos e bioquimicos utilizados neste estudo permitiram a
identificacdo de dois géneros de cocos Gram-positivos catalase negativos,
Streptococcus (n= 122) e Enterococcus (n=34), e quatro espécies de Streptococcus,
S. agalactiae (n=50), S. equinus (=28) , S. dysglactiae (n=15) e S. uberis (n=7). As
identificagbes das estirpes nos géneros Streptococcus e Enterococcus basearam-se
na apresentagado das caracteristicas abaixo, de acordo com informagdes contidas
em documento do National Mastitis Council (NMC, 2004):

(1) Estirpes CAMP positivas e esculina negativas foram identificadas como S.
agalactiae. Com algumas excessodes, todas as estirpes dessa espécie hidrolisam o
hipurato de sodio.

(2) Estirpes com reagbes positivas nos testes de esculina, bile-esculina e
crescimento em 6,5% de NaCl, foram identificadas como Enterococcus spp.
Algumas espécies de Enterococcus hidrolisam o hipurato.

(3) Estirpes com reacdes positivas nos testes de esculina e bile-esculina, mas sem
crescimento em 6,5% de NaCl foram identificadas como S. equinus. A hidrdlise do
hipurato € variavel nessa espécie.

(4) Estirpes com reagdes positivas nos testes de esculina, negativa no teste de bile-
esculina e CAMP variavel foram identificadas como S. uberis. Essa espécie
geralmente ndo cresce em 6,5% de NaCl, mas hidrolisa o hipurato.
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(5) Estirpes com resultados negativos nos testes de esculina, bile-esculina, CAMP,
hipurato e auséncia de crescimento em 6,5% de NaCl foram identificadas como S.
dysgalactiae. Eventualmente, essa espécie pode hidrolisar a esculina.

(6) Estirpes que nao apresentaram o conjunto de caracteristicas, como descrito nos
cinco itens anteriores, foram identificadas como Streptococcus sp.

Cento e cinquenta e seis estirpes de cocos Gram-positivos catalase
negativos foram submetidas a identificagdo pela técnica de MALDI-TOF MS. Do total
de 156 estirpes analisadas, 150 (96,2%) foram identificadas com escore acima de
2,0. Em alguns casos, foi necessaria a repeticdo do procedimento e/ou a utilizagao
de extracao de proteinas com acido férmico, para quebrar as células bacterianas, de
modo que as proteinas ficassem expostas, um espectro mais ajustado fosse obtido e
que houvesse uma identificacdo com escore acima de 2,0. Cinco estirpes foram
identificadas como S. equinus/S. lutetiensis (3), S. uberis (1) e L. garvieae (1) e
apresentaram escores entre 1,7 e 1,9, que significa uma identificagao confiavel de
género, mesmo apos o procedimento de extragao de proteinas.

Algumas estirpes de cocos Gram-positivos catalase negativos foram
cultivadas em agar sangue, pois revelaram pouco ou nenhum crescimento em agar
BHI ap6s 24 horas de cultivo. Entretanto, de acordo com Wenning et al. (2014),
mudancgas no meio de cultivo n&o interferem na identificacdo por MALDI-TOF MS.

Pela técnica de MALDI-TOF MS foram identificados quatro géneros de cocos
Gram-positivos catalase negativos: Streptococcus (n=121), Enterococcus (n=20),
Lactococcus (n=12) e Aerococcus (2). Dessa forma, do género Streptococcus
identificou-se oito espécies: S. agalactiae (n=50), S. uberis (n=43), S. dysgalactiae
(n=17), S. pluranimalium (n=5), S. equinus/S. lutetiensis (n=3), S. gallolyticus (n=1),
S. parauberis (n=1) e S. oralis (n=1). Quanto ao género Enterococcus encontrou-se
as espécies: E. faecalis (n=13), E. faecium (n=5), E. avium (n=1) e E. hirae (n=1). Ja
de Lactococcus foram identificadas as espécies L. lactis (n=6) e L. garvieae (n=6),
enquanto do género Aerococcus identificou-se a espécie A. viridans (n=2). No total,
foram encontrados quatro géneros e 15 diferentes espécies de cocos Gram-positivos
catalase negativos por MALDI-TOF MS.
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Tabela 2-Comparacgao dos resultados de identificagcao de 156 cocos Gram-

positivos catalase negativos por meio de testes bioquimicos e MALDI-TOF MS

Identificagcao testes bioquimicos
(n° estirpes)

Identificagao MALDI-TOF MS
(n° estirpes)

Streptococcus agalactiae (50)

Enterococcus spp. (34)

Streptococcus equinus (28)

Streptococcus spp. (22)

Streptococcus dysgalactiae (15)

Streptococcus uberis (7)

Streptococcus agalactiae (48)
Streptococcus pluranimalium (1)
Streptococcus uberis (1)

Enterococcus faecalis (12
Enterococcus faecium (5)
Enterococcus avium (1)
Enterococcus hirae (1)
Lactococcus lactis (4)
Lactococcus garvieae (1)
Aerococcus viridans (1)
Streptococcus uberis (8)
Streptococcus pluranimalium (1)

)

Streptococcus uberis (16)
Streptococcus equinus/S. lutetiensis
(3)

Streptococcus gallolyticus (1)
Lactococcus garvieae (5)
Lactococcus lactis (2)

Nao identificado (1)

Streptococcus uberis (12)
Streptococcus dysgalactiae (4)
Streptococcus agalactiae (2)
Streptococcus parauberis (1)
Streptococcus oralis (1)
Enterococcus faecalis (1)
Aerococcus viridans (1)

Streptococcus dysgalactiae (13)
Streptococcus uberis (1)
Streptococcus pluranimalium (1)

Streptococcus uberis (5)
Streptococcus pluranimalium (2)

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Ressalta-se ainda que os géneros e espécies identificados neste estudo

foram também reportados por Devriese et al. (1999a), Werner et al. (2012), Raemy
et al. (2013), Schabauer et al. (2014), Cameron et al. (2016), Nonneman et al. (2018)
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e Silva et al. (2018), com cocos Gram-positivos catalase negativos isolados de
mastite bovina, e identificados por diferentes metodologias, como testes
bioquimicos, MALDI-TOF MS, espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), PCR e sequenciamento do gene 16S rRNA.

5.3.1 Streptococcus agalactiae e Streptococcus dysgalactiae

Das cinquenta estirpes identificadas como S. agalactiae, por testes
bioquimicos, 48 apresentaram a mesma identificacdo por MALDI-TOF MS, uma foi
identificada com S. uberis e uma como S. pluranimalium. Todas as estirpes
apresentaram reacao de CAMP positiva e nao hidrolisaram a esculina, razao pela
qual foram reconhecidas como S. agalactiae. Por outro lado, duas estirpes que eram
Streptococcus sp. pelos testes bioquimicos, foram identificadas como S. agalactiae

por MALDI-TOF MS e n&o apresentaram reagdo CAMP positiva (Tabela 3).

Tabela 3-Caracteristicas bioquimicas de 50 estirpes identificadas como S.
agalactiae por MALDI-TOF MS.

N° Hem CAMP Esc BE Hip NaCl Inu Trea Identificagdo

estirpes MALDI-TOF MS

22 - + - - + + + +ou S. agalactiae
ND

14 beta + - - + + + +ou S. agalactiae
ND

7 beta + - - + - + +ou S. agalactiae
ND

2 - + - - + - + + S. agalactiae

1 - + - - - + + ND S. agalactiae

1 - + - - + + + - S. agalactiae

1 beta + - - + + + - S. agalactiae

1 beta - - - + + + ND S. agalactiae

1 - - - - + + + + S. agalactiae

Hem: hemdlise; CAMP: teste de CAMP; Esc: hidrélise da esculina; BE: crescimento em agar
bile-esculina; Hip: hidrolise do hipurato; NaCl: crescimento em 6,5% de NaCl; Inu: inulina;
Trea: trealose; ND: ndo determinado.

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Levando em consideracdo somente a espécie S. agalactiae, houve
concordancia de identificacdo entre os testes bioquimicos e a técnica de MALDI-
TOF MS em 48 estirpes. Por MALDI-TOF MS foram identificadas 50 estirpes de S.
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agalactiae. Considerando a técnica de MALDI-TOF MS mais acurada que a
identificagdo bioquimica, os testes bioquimicos identificaram 48 de 50 estirpes de S.
agalactiae, resultando numa concordancia de 96%.

Raemy et al. (2013) compararam os resultados obtidos com o
sequenciamento do gene 16S rRNA e com a técnica de MALDI-TOF MS na
identificacdo de estreptococos isolados de mastite bovina, e reportaram uma
concordancia de 100% para as espécies S. agalactiae e S. uberis. Esses autores
também reportaram reacéo positiva ao teste de CAMP, negativa no de hidrdlise de
esculina e auséncia de hemolise alfa em todos os isolados identificados como S.
agalactiae, assim como observado no presente estudo. Entretanto, em relagdo ao
crescimento na presenca de NaCl, utilizacdo de inulina e hidrélise do hipurato, foram
constatadas diferencgas entre os dois estudos. Neste, 49 estirpes (98%) hidrolisaram
o hipurato de sédio, 41 (82%) cresceram em meio com NaCl e todas utilizaram
inulina, enquanto que no estudo de Raemy et al. (2013), todos as estirpes
hidrolisaram o hipurato, nenhuma delas cresceu em meio com 6,5% de NaCl e nem
utilizou inulina. Em relagdo ao crescimento em meio contendo NaCl, a diferenca
pode estar na metodologia, pois no presente estudo o teste foi realizado em meio
liquido, enquanto que em Raemy et al. (2013), em meio sdlido.

Das 15 estirpes identificadas como S. dysgalactiae pelos testes bioquimicos,
13 apresentaram a mesma identificacdo pela técnica de MALDI-TOF MS. As outras
duas estirpes foram identificadas como S. uberis (n=1) e S. pluranimalium (n=1). De
acordo com informacgdes contidas no software do equipamento, as espécies S.
dysgalactiae, S. canis e S. pyogenes possuem perfis muito semelhantes, o que torna
a sua diferenciacao pela técnica de MALDI-TOF MS muito dificil. Outras quatro
estirpes, reconhecidas por testes bioquimicos como Streptococcus spp., foram
identificadas como S. dysgalactiae por MALDI-TOF MS. As caracteristicas
bioquimicas das 17 estirpes identificadas como S. dysgalactiae por MALDI-TOF MS
podem ser visualizadas na Tabela 6. Todas as 17 estirpes identificadas como S.
dysgalactiae por MALDI-TOF MS apresentaram resultados negativos nos testes de

CAMP, esculina, bile-esculina e hipurato de sédio.
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Tabela 4-Caracteristicas bioquimicas de 17 estirpes identificadas como S.
dysgalactiae por MALDI-TOF MS

N° Hem CAMP Esc BE Hip NaCl Inu Trea Identificagcao
estirpes MALDI-TOF MS
9 - - - - - - - + ou S. dysgalactiae

ND
2 alfa - - - - - - + S. dysgalactiae
2 - - - - - - + ND S. dysgalactiae
2 - - - - - + + + ou S. dysgalactiae
ND
1 beta - - - - - - ND S. dysgalactiae
1 - - - - - + - ND S. dysgalactiae

Hem: hemdlise; CAMP: teste de CAMP; Esc: hidrdlise da esculina; BE: crescimento em agar
bile-esculina; Hip: hidrélise do hipurato; NaCl: crescimento em 6,5% de NaCl; Inu: inulina;
Trea: trealose; ND: ndao determinado.

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Hassan et al. (2003) conseguiram diferenciar S. dysgalactiae [das
subespécies dysgalactiae (sorogrupos C e L) e equisimilis (sorogrupo G)] das
espécies S. canis e S. pyogenes por PCR, utilizando oligonucleotideos que
amplificam a regiao intergénica entre 16S e 23S rDNA. Essa diferenciagdo nao é
possivel com a técnica de MALDI-TOF MS, de acordo com a informacéo fornecida
pelo software do equipamento e reportada na literatura (Raemy et al., 2013). No
presente estudo, a cepa-padrao Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis ATCC

12388 foi identificada somente em nivel de espécie.

5.3.2 Streptococcus uberis

Por meio dos testes bioquimicos, sete isolados foram identificados como S.
uberis, enquanto que por MALDI-TOF MS, 43 isolados classificados como S. uberis.
Pela metodologia tradicional, foram considerados S. uberis as estirpes com reagao
positiva no teste de esculina, negativa no teste de bile-esculina e CAMP variavel.
Entretanto, 36 estirpes, das 43 identificadas como S. uberis por MALDI-TOF MS
(83,7%), cresceram e hidrolisaram a esculina no agar bile-esculina. De acordo com
NMC (2004), 80% ou mais das estirpes de S. uberis apresentam reagao negativa em
agar bile-esculina. Entretanto, considerando os resultados obtidos pela técnica de
MALDI-TOF MS, o crescimento em agar bile-esculina ndo pode ser uma
caracteristica de exclusao da espécie.
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Como pode ser observado na Tabela 5, as amostras de S. uberis
apresentaram uma grande variabilidade nas caracteristicas bioquimicas, mostrando,
ao todo, 22 perfis bioquimicos. Em estudo conduzido por Odierno et al. (2006),
nenhum dos isolados de S. uberis cresceu em 6,5% de NaCl, contrastando com o
presente estudo, em que oito deles apresentaram tolerancia a 6,5% de NaCl. Os
isolados que apresentam tolerancia ao sal ndo podem ser diferenciados de espécies
dos géneros Enterococcus, Lactococcus e Aerococcus.

No presente estudo, das 43 amostras identificadas como S. uberis por
MALDI-TOF MS, 19 (44,2%) foram CAMP-positivas, duas amostras (4,6%)
apresentaram hemolise alfa, duas (4,6%) hemolise beta e 39 (90,7%) n&do hemdlise.
Contrastando com os resultados aqui apresentados, Asfour et al. (2016) reportaram
6,2% de S. uberis positivos para a reacdo de CAMP, 87,5% alfa-hemoliticos, 6,2%
beta-hemoliticos e 6,2% n&o-hemoliticos. Quatro amostras do presente estudo
(9,3%) nao hidrolisaram esculina, contrastando com o resultado de Raemy et al.
(2013), que reportaram 100% de S. uberis esculina-positivos. Além disso, Raemy et
al. (2013) também reportaram uma baixa porcentagem de S. uberis alfa-hemoliticos,
3%, semelhante a observada no presente estudo. Neste ainda, 44,2% das estirpes
identificadas como S. uberis foram CAMP-positivas, contrastando com 9% de

amostras CAMP-positivas reportadas no estudo de Raemy et al. (2013).



Tabela 5-Caracteristicas bioquimicas de 43 estirpes identificadas como S.

uberis e uma estirpe identificada como S. parauberis por MALDI-TOF MS.
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N° Hem CAMP Esc BE Hip NaCl Inu Trea Identificagao
estirpes MALDI-TOF MS
7 - - + - + + S. uberis
5 - - + - + +ou S uberis
ND
4 - + + - + +ou S uberis
ND
4 - - + - - +ou S uberis
ND
3 - + + - - ND S. uberis
2 - + + + - ND S. uberis
2 - - + + - + S. uberis
2 beta + + + - ND S. uberis
1 - + - - - ND S. uberis
1 - - - - + ND S. uberis
1 - + - - - ND S. uberis
1 - + + - + ND S. uberis
1 - - + - - ND S. uberis
1 - - + - - ND S. uberis
1 - + + - - ND S. uberis
1 - + - - - ND S. uberis
1 - - + - - + S. uberis
1 - + + + - + S. uberis
1 - - + - + + S. uberis
1 - - + - - + S. uberis
1 alfa + + - - ND S. uberis
1 alfa + + + - ND S. uberis
1 - - + - - ND S. parauberis

Hem: hemdlise; CAMP: teste de CAMP; Esc: hidrélise da esculina; BE: crescimento em agar

bile-esculina; Hip: hidroélise do hipurato; NaCl: crescimento em 6,5% de NaCl; Inu: inulina;
Trea: trealose; ND: ndo determinado.
Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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Somente uma amostra deste estudo foi identificada por MALDI-TOF MS
como S. parauberis, cuja unica caracteristica positiva dessa foi a hidrolise da
esculina, apresentando resultados negativos nos demais testes. Essa espécie foi
proposta por Williams e Collins (1990) para as amostras entdo denominadas S.
uberis tipo Il, diferenciando-a de S. uberis, entdo designado de S. uberis tipo |.
Ambas as espécies causam mastite em bovinos e a diferenciagcdo entre elas foi
obtida com o sequenciamento do 16S rRNA, com o uso de transcriptase reversa. De
acordo com Williams e Collins (1990), S. parauberis pode ser fracamente alfa-
hemolico ou n&do hemolitico; ndo cresce em 6,5% de NaCl; hidrolisa a esculina; a
hidrélise do hipurato de sédio é variavel e pode produzir acido a partir de inulina e
trealose. A diferenciacdo entre as duas espécies sO é possivel com a utilizacdo de
técnicas moleculares, pois as caracteristicas bioquimicas e soroldgicas das duas
espécies sao indistinguiveis. Jayarao et al. (1991) propuseram a distingado das duas
espécies por PCR do gene 16S rDNA, seguido de analise de perfis de restricao.
Hassan et al. (2001) diferenciaram as espécies S. uberis e S. parauberis por PCR,
utilizando como alvos os genes 16S, 23S e a regido intergénica 16S-23S. Os
resultados obtidos no presente estudo indicam que a técnica de MALDI-TOF MS

possui a capacidade de diferenciar as duas espécies.

5.3.3 Streptococcus equinus e Streptococcus gallolyticus

Pelos testes bioquimicos, identificou-se 28 estirpes como S. equinus,
entretanto, somente trés delas foram identificadas como S. equinus (ou S.
lutetiensis) por MALDI-TOF MS. A identificagdo bioquimica baseou-se nas reagdes
positivas nos testes de esculina e bile-esculina e auséncia de crescimento em 6,5%
de NaCl. As outras 25 estirpes foram identificadas por MALDI-TOF MS como S.
uberis (n=16), S. gallolyticus (n=1), Lactococcus garvieae (n=5), Lactococcus lactis
(n=2) e uma estirpe nao foi identificada. As trés estirpes apontadas como S.
equinus/S. lutetiensis por MALDI-TOF MS, apresentaram escores abaixo de 2,0,
mas a estirpe S. gallolyticus mostrou escore acima de 2,0. Como a acuracia de
identificagdo da técnica de MALDI-TOF MS é fortemente dependente do banco de
dados do equipamento (DEKKER; LAU, 2016), é provavel que os problemas

taxondmicos encontrados no grupo S. bovis reflitam na pouca acuracia dessa.
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Pela Tabela 6 pode-se observar que uma estirpe identificada como S.
equinus e a estirpe S. gallolyticus sao indistinguiveis pelas caracteristicas
bioquimicas analisadas.

Cameron et al. (2016) também relataram uma baixa discriminagcdo de
estirpes de S. equinus/S. lutetiensis e S. gallolyticus, e a identificacdo de duas

espécies diferentes para a mesma amostra bacteriana.

Tabela 6-Caracteristicas bioquimicas de trés estirpes identificadas como S.

equinus e uma estirpe identificada com S. gallolyticus por MALDI-TOF MS

N° Hem CAMP Esc BE Hip NaCl Inu Trea Identificagao

estirpes MALDI-TOF MS
2 alfa - + + - - + + S. equinus

1 - - + + - - + ND S. equinus

1 - - + + - - + - S. gallolyticus

Hem: hemdlise; CAMP: teste de CAMP; Esc: hidrdlise da esculina; BE: crescimento em agar
bile-esculina; Hip: hidrolise do hipurato; NaCl: crescimento em 6,5% de NaCl; Inu: inulina;
Trea: trealose; ND: ndo determinado.

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

5.3.4 Streptococcus pluranimalium e Streptococcus oralis

Quatro estirpes foram identificadas por MALDI-TOF MS como S.
pluranimalium e os resultados dos testes bioquimicos podem ser vistos na Tabela 7.
Todas as quatro estirpes apresentaram hemodlise alfa e utilizaram inulina, mas
diversos resultados em relagdo as outras caracteristicas. A espécie S. pluranimalium
foi descrita por Devriese e colaboradores em 1999, pode ser isolada de diferentes
animais (bovinos, cabra, gato, canario) e de distintas partes do corpo de bovinos,
como glandula mamaria, tonsilas e trato genital. Esta associada a mastite subclinica
e doengas reprodutivas em bovinos, doengcas em aves, peixes € no ser humano,
como endocardite e abcesso cerebral (PAN et al., 2018). De acordo com Devriese et
al. (1999b), S. pluranimalium produz hemdlise alfa, hidrolisa a esculina e cresce em
6,5% de NaCl, mas a variabilidade nas caracteristicas bioquimicas €& tipica da
espécie, fato que pode estar relacionado aos diferentes habitats da bactéria. Ainda
de acordo com esses autores, pode ser faciimente confundida com S. bovis,
Enterococcus e Lactococcus.
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Tabela 7-Caracteristicas bioquimicas de quatro estirpes identificadas como S.

pluranimalium e uma estirpe identificada como S. oralis por MALDI-TOF MS.

N° Hem CAMP Esc BE Hip NaCl Inu Trea Identificagao
estirpes MALDI-TOF MS
1 alfa - + - - - + + S. pluranimalium
1 alfa - + - + - + ND S. pluranimalium
1 alfa + - - + - + ND S. pluranimalium
1 alfa - + - + + + ND S. pluranimalium
1 alfa - - - + - + - S. oralis

Hem: hemdlise; CAMP: teste de CAMP; Esc: hidrélise da esculina; BE: crescimento em agar
bile-esculina; Hip: hidrdlise do hipurato; NaCl: crescimento em 6,5% de NaCl; Inu: inulina;
Trea: trealose; ND: ndo determinado.

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Uma estirpe deste estudo foi identificada como Streptococcus oralis., que
trata-se de um membro do grupo Streptococcus mitis. Membros desse grupo sao
comensais da cavidade oral, do trato gastrintestinal e do trato genital feminino, e
podem ser encontrados como microbiota transiente da pele. Podem causar
endocardites em seres humanos, e sepse e pneumonia em individuos
imunodeprimidos, além de estarem presentes na placa dental, pela capacidade de
produzir biofime (VERMELHO et al., 2008; SPELLERBERG; BRANDT, 2011).
Geralmente, sado alfa hemoliticos, caracteristica observada na unica estirpe
identificada como S. oralis neste estudo.

A identificagao de Streptococcus do grupo viridans e de S. oralis a partir de
leite de vacas com mastite, por meio de provas bioquimicas classicas, pelo sistema
VITEK, por sequenciamento do gene 16S rRNA e por MALDI-TOF MS, ja foi
reportada anteriormente por Groothuis (1981); Nam et al.(2009); Raemy et al,,
(2013) e Cameron et al. (2016).

Raemy et al. (2013) relatam a identificagdo de Streptococcus do grupo
viridans a partir de infecgdes intramamarias bovinas, mas nao detalham as espécies
identificadas. De acordo com Spellerberg e Brandt (2011), o grupo denominado
Streptococcus viridans inclui S. pneumoniae e cerca de outras 30 espécies de
Streptococcus, que estao subdivididas em outros cinco grupos, sendo eles: S. mitis,
S. anginosus, S. mutans, S. salivarius e grupo S. bovis, mas mudangas taxonémicas

e identificagdo de novas espécies ainda estdo ocorrendo.
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5.3.5 Géneros Enterococcus, Lactococcus e Aerococcus

Trinta e quatro estirpes foram identificadas por MALDI-TOF MS em espécies
dos géneros Enterococcus, Lactococcus e Aerococcus. Como pode ser observado
na Tabela 8, a maioria das estirpes desses géneros apresentaram reagao positiva
nos testes de esculina, bile-esculina e crescimento em 6,5% de NaCl. Essas
caracteristicas, entretanto, ndo sio suficientes para diferenciar essas espécies de

Streptococcus uberis.
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Tabela 8-Caracteristicas bioquimicas de 34 estirpes identificadas nos géneros

Enterococcus, Lactococcus e Aerococcus por MALDI-TOF MS

Hem CAMP Esc BE Hip NaCl Inu Trea Identificacao
N° MALDI-TOF MS
estirpes
8 - + + + + +ou Enterococcus
ND faecalis
2 - + + + - + Enterococcus
faecalis
1 - + + + + - Enterococcus
faecalis
1 alfa + + + + + Enterococcus
faecalis
1 alfa - - - - - Enterococcus
faecalis
2 - + + + + +ou Enterococcus
ND faecium
1 - + + + - ND Enterococcus
faecium
1 alfa + + + + + Enterococcus
faecium
1 beta + + + + ND Enterococcus
faecium
1 - + + + + ND Enterococcus avium
1 - + + + - ND Enterococcus avium
4 - + + - + +ou Lactococcus
ND garvieae
1 - + + + - ND Lactococcus
garvieae
1 alfa + + - + + Lactococcus
garvieae
2 - + + + + +ou Lactococcus lactis
ND
2 - + + - + + Lactococcus lactis
1 - + + + - ND Lactococcus lactis
1 beta + + + + + Lactococcus lactis
1 - - + + + ND Aerococcus viridans
1 alfa + + + + ND Aerococcus viridans

Hem: hemdlise; CAMP: teste de CAMP; Esc: hidrélise da esculina; BE: crescimento em agar

bile-esculina; Hip: hidrolise do hipurato; NaCl: crescimento em 6,5% de NaCl; Inu: inulina;

Trea: trealose; ND: ndo determinado.
Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Cameron et al. (2016) identificaram amostras de estreptococos ambientais

isoladas, de leite de vacas de rebanhos leiteiros do Canada, por MALDI-TOF MS. As

espécies mais isoladas foram S. uberis, A. viridans, S. dysgalactiae, varias espécies
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de Enterococcus, além de L. garvieae e L. lactis. De acordo com esses autores, até
recentemente isolados de Enterococcus e Lactococcus eram identificados como
“outros estreptococos”, mas a utilizacdo da técnica de MALDI-TOF MS esta
possibilitando a especiagdo, de forma acurada, de varios membros do grupo
denominado estreptococos ambientais.

Braga et al. (2018) analisaram patdégenos de mastite bovina subclinica
isolados de fazendas leiteiras do Estado de S&o Paulo pela microbiologia tradicional
e por MALDI-TOF MS, reportando 89% de concordancia entre as duas técnicas.
Sgundo esses autores, os resultados discordantes ocorreram principalmente entre
espécies dos géneros Streptococcus e Enterococcus.

Nao foi possivel identificar de forma acurada os cocos Gram-positivos
catalase negativos com as oito caracteristicas fenotipicas utilizadas neste estudo,
nem em nivel de género. O grande numero de diferentes géneros e espécies de
cocos Gram-positivos catalase negativos que estdo presentes no leite com mastite e
a diversidade de caracteristicas encontradas entre individuos da mesma espécie,
sao alguns dos fatores que tornam a diferenciagdo desse grupo de microrganismos
bastante dificil, a partir de um pequeno numero de caracteristicas bioquimicas.

Schabauer et al. (2014) compararam resultados da identificagcdo de cocos
Gram-positivos catalase negativos isolados, de mastite bovina, por MALDI-TOF MS
e técnicas moleculares (PCR espécie-especifico e sequenciamento do 16S rRNA), e
reportaram uma acuracia de identificagcao de 95,2%.

Neste estudo, a espécie que apresentou maior concordancia de resultados
entre as duas metodologias de identificagdo foi S. agalactiae, ou seja, 96%. Tal
resultado é bem préximo do reportado por Cherkaoui et al. (2011), que encontraram
uma concordancia de 88% entre os resultados de testes bioquimicos (VITEK®2) e
da técnica de MALDI-TOF MS , para S. agalactiae isolados de infecgdes humanas, e
também dos reportados por Raemy et al. (2013), os quais obtiveram uma
concordancia de 100% entre os testes bioquimicos e MALDI-TOF MS para S.
agalactiae isolados de mastite bovina.

Analkip et al. (2014) utilizaram o sistema automatizado VITEK®2
(BioMérieux), que utiliza 43 diferentes testes bioquimicos, para identificar
Streptococcus isolados de leite de vacas com mastite, e compararam os resultados
obtidos ao sequenciamento do gene 16S rRNA. Considerando o sequenciamento
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como o método padrao-ouro, 62,5% dos isolados foram identificados corretamente
pelo sistema VITEK®2, enquanto que 37,5%, incorretamente, em nivel de género.
Esses resultados sugerem que mesmo utilizando um grande numero de testes
bioquimicos, a identificagdo precisa de estirpes de Streptococcus e géneros
relacionados, baseada em caracteristicas bioquimicas, € dificil. A interpretagdo dos
resultados dos testes bioquimicos envolve julgamentos subjetivos, e pequenas
alteracdes na realizagdo de um teste podem dar origem a resultados falsos como
sugerido por Alnakip et al. (2014).

Por outro lado, Wilson et al. (2019) sugerem que os métodos de identificagéo
bioquimica tradicional sao suficientes para identificar patdgenos de mastite em nivel
de género ou de grupos, e apropriados para tomadas de decisdo em relagdo ao
manejo na fazenda, uma vez que os resultados da identificagdo bioquimica
concordaram em grande parte com os obtidos com MALDI-TOF MS e

sequenciamento do 16S rRNA.

5.4 BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS

Foram identificadas 21 bactérias Gram-negativas por testes bioquimicos e
MALDI-TOF MS, e a identificagao foi correspondente em 19 estirpes (90,5%), pelo
menos em nivel de género (Tabela 9). Por testes bioquimicos, as bactérias foram
identificadas somente até género, com excec¢ao de Escherichia coli, e por MALDI-

TOF MS, até espécie, exceto do género Salmonella.
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Tabela 9-Resultados da identificagao bioquimica e por MALDI-TOF MS de 21

bactérias Gram-negativas isoladas de mastite bovina

N°da Lac VM VP H.S Indol Mot Cit O/F TSI Identificagdo Identificacao
estirpe bioquimica MALDI-TOF MS
23 + - + - - +/+ A'A Escherichia Escherichia
H.S-  coli coli

50 + - + + - +/+ A A  Enterobacter Leclercia
H>S-  sp. adecarboxylata

219 + - + - - ++ AA Escherichia Escherichia
H.S-  coli coli

220 + - - - - +/+ AA Klebsiellasp. Klebsiella
H2S- pneumoniae

2333 - - - - + +/- VV? Pseudomonas Pseudomonas
H2S-  sp. aeruginosa

2558 - - + + + +/- VV  Pseudomonas Pseudomonas
H2S-  sp. aeruginosa

3397 + - + + - +/+ A A  Escherichia Escherichia
H.S-  coli coli

3535 + - + - + +/+ AA Klebsiellasp. Klebsiella
H.S- oxytoca

3536 + - + - - +/+ A A  Escherichia Escherichia
H.S- coli coli

3888 + - + + - +/+ A A  Escherichia Escherichia
H.S- coli coli

3890 + - + + - +/+ A A  Escherichia Escherichia
H.S- coli coli

3922 + - + - - +/+ A A  Escherichia Escherichia
H.S- coli coli

3945 + + - + + ++ AA Citrobacter Citrobacter
H.S+  sp. freundii

3946 - - - + + +/- VV  Pseudomonas Pseudomonas
H.S-  sp. aeruginosa

3951 + - - + + +/+ A A Klebsiella sp. Enterobacter
H.S- cloacae

5255 - + - + + +/+ VA  Salmonella Salmonella sp.
H.S+  sp.

5300 - + - + + +/+ VA  Salmonella Salmonella sp.
H.S+  sp.

5432 - + - + - +/+ VA  Salmonella Salmonella sp.
H.S+  sp.

7313 + - - - + +/+ A A Klebsiellasp. Klebsiella
H.S- variicola

8905 + - + + - +H+ AA Escherichia Escherichia
H.S- coli coli

10117 + - + - - +H+ AA Escherichia Escherichia
H.S- coli coli

Lac: lactose; VM: vermelho de metila; VP: teste de Voges-Proskauer; H2S: acido sulfidrico; Mot:
motilidade; Cit: citrato; O/F: oxidagao/fermentagao; TSI: Triple Sugar Iron Agar — Agar com trés
agucares e ferro; a primeira letra se refere a coloragdo do apice, a segunda letra se refere a coloragéo
da base e H:S se refere a produgdo ou nio de gas sulfidrico; ' A: amarelo; 2 V: vermelho.

Fonte: Elaborada pela autora (2020).



68

As 21 bactérias Gram-negativas isoladas de leite de vacas com mastite
foram identificadas por MALDI-TOF MS em nove diferentes espécies/género:
Escherichia coli (n=9), Pseudomonas aeruginosa (n=3), Salmonella sp. (n=3),
Leclercia adecarboxylata (n=1), Klebsiella pneumoniae (n=1), Klebsiella oxytoca
(n=1), Klebsiella variicola (n=1), Citrobacter freundii (n=1) e Enterobacter cloacae
(n=1). De acordo com o software do equipamento, espécies do género Citrobacter
possuem padrées muito similares e, por isso, a diferenciagao entre elas é dificil. O
mesmo ocorre com Klebsiella oxytoca e as espécies K. ornithinolytica, K. planticola,
K. terrigena e o género Raoultella.

Neste estudo houve a identificagdo de trés estirpes de Salmonella por testes
bioquimicos e MALDI-TOF MS. As duas primeiras foram isoladas da mesma
propriedade rural em Minas Gerais, mas de animais distintos, € com um més de
intervalo entre os isolamentos. A terceira amostra foi isolada de outra fazenda, a 50
Km de distancia da primeira, e 30 dias apds o segundo isolamento. Isolar Salmonella
sp., a partir de leite coletado diretamente da glandula mamaria, € um evento
incomum. Jobim et al. (2010) reportaram o isolamento de uma amostra de
Salmonella sp. de leite de vaca em um estudo, para determinar os agentes
etiolégicos de mastite bovina, conduzido em propriedades leiteiras da regidao Sul do
Brasil.

Uma estirpe foi identificada por testes bioquimicos como Enterobacter sp. e
por MALDI-TOF MS como Leclercia adecarboxylata. Outra por testes bioquimicos
como Klebsiella sp. e por MALDI-TOF MS, como Enterobacter cloacae.

Leclercia adecarboxylata € um membro da familia Enterobacteriaceae,
encontrada infrequentemente em amostras clinicas. Essa espécie bacteriana é
ubiqua e pode ser encontrada em alimentos, agua e em animais, como cobras e
lesmas, e € um patégeno oportunista para o0 homem e animais, conforme aborda
Abbott (2011). Estudos recentes indicam que pelo menos algumas estirpes podem
ser patogénicas (ABOTT, 2011), principalmente para pacientes
imunocomprometidos (SPIEGELHAUER et al., 2019). A bactéria € modvel, nao
produz acetoina, mas acido e gas a partir de carboidratos, caracteristicas essas que
tornam dificil a sua diferenciacdo de Enterobacter e de outras enterobactérias,
utilizando os testes descritos na tabela 8, Lima et al. (2018) isolaram L.
adecarboxylata de leite de cabras com mastite em Minas Gerais, em porcentagem
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baixa (0,5%), e Choudhary et al. (2018) isolaram o patdogeno de um bovino
acometido por uma doenca respiratéria na india.

Foram também identificados Citrobacter freundii, Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Klebsiella penumoniae, Klebsiella oxytoca e Pseudomonas
aeruginosa , a partir de amostras de leite de vacas com mastite, por MALDI-TOF
MS, por Rodrigues et al. (2016) em rebanho leiteiro no Estado do Rio de Janeiro, e
por Nonneman et al. (2018), na Dinamarca.

A identificacdo de todas as bactérias Gram-negativas por MALDI-TOF MS foi
obtida na primeira tentativa, ndo sendo necessario repetir o procedimento de
identificacdo. Comparando os resultados dos testes bioquimicos e da técnica de
MALDI-TOF MS das 21 estirpes analisadas, somente duas nao apresentaram a
mesma identificacdo, demostrando que os testes bioquimicos utilizados permitiram

uma identificacéo satisfatoria em nivel de género.

5.5 CONSIDERAGOES SOBRE OS RESULTADOS DOS TESTES BIOQUIMICOS E
DA TECNICA DE MALDI-TOF MS

No presente estudo, foram identificados 12 géneros e 37 espécies de
patégenos de mastite bovina por MALDI-TOF MS, 13 espécies do género
Staphylococcus, 15 de cocos Gram-positivos catalase negativos e nove de bactérias
Gram-negativas. Os resultados da identificagdo por MALDI-TOF foram comparados
aos dos testes bioquimicos de cocos Gram-positivos catalase negativos de bactérias
Gram-negativas, e a identificacdo por sequenciamento do gene 16S rRNA de
espécies de Staphylococcus.

Neste estudo foi utilizada a aplicagao direta da colonia bacteriana na placa
do equipamento. Em alguns casos foi necessaria a repeticdo do procedimento e
inclusive a utilizagdo de extracdo de proteinas com acido férmico para obter uma
identificacdo com escore acima de 2,0. No final, de 380 estirpes analisadas, trés
(0,8%) nao foram identificadas (dois Staphylococcus e um coco Gram-positivo
catalase negativo) e 14 estirpes (3,7%) foram identificadas com escores entre 1,7 e
1,9 (nove Staphylococcus e cinco Streptococcus).

A taxa de identificagdo por MALDI-TOF MS foi de 99,2%, 95,5% em nivel de
espécie e de 3,7% em nivel de género. Esses resultados sdao semelhantes aos
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relatados por Nonnemann et al. (2018), que identificaram 500 patdgenos isolados de
glandulas mamarias bovinas por MALDI-TOF MS, obtiveram 93,5% de identificacao
em nivel de espécie e 6,5% de género. No estudo de Nonneman et al. (2018), um
total de 24 géneros e 61 espécies foram identificados, a maioria pertencente aos
géneros Staphylococcus e Streptococcus, além de enterobactérias e corineformes.
Esses autores recomendam a realizagdo de testes bioquimicos ou o
sequenciamento do gene 16S rRNA para a identificagdo das espécies nao
identificadas por MALDI-TOF MS.

Wilson et al. (2019) compararam os resultados de identificagdo de
microrganismos isolados de leite bovino por testes bioquimicos, MALDI-TOF MS e
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, relatando uma concordancia de 94%
entre os trés métodos. A concordancia entre MALDI-TOF MS e sequenciamento do
16S rRNA foi de 98% e a concordancia entre os testes bioquimicos com cada um
dos outros dois métodos, de 95%.

Taxas de identificacdo de espécies bacterianas de 75% a 93,5% sao
relatadas com a aplicacdo direta da coldnia bacteriana na placa do equipamento,
conforme aborda Nonnemann et AL. (2018). De acordo com esses autores, a
utilizacdo de um protocolo com uso de etanol, acido férmico e acetonitrila é
necessaria para a identificagdo de espécies bacterianas dos géneros Bacillus e
Acinetobacter. Cameron et al. (2017) reportaram uma taxa de identificacdo de 92%,
utilizando a aplicagao direta da colonia bacteriana na placa do equipamento. Neste
estudo, uma modificagdo do protocolo de extragdo de proteinas com acido féormico
foi necessaria para identificar algumas espécies de Staphylococcus e de
Streptococcus.

A concordancia entre os resultados do sequenciamento do gene 16S rRNA e
da técnica de MALDI-TOF MS foi de 93,2% para espécies do género
Staphylococcus. Em virtude da praticidade e da rapidez na obtencao dos resultados,
considerou-se a técnica de MALDI-TOF MS apropriada para identificacdo de
espécies do género Staphylococcus.

Sendo o objetivo da identificacdo de patdégenos da mastite orientar tomadas
de decisdo nas fazendas leiteiras, os testes bioquimicos descritos neste estudo
permitem a diferenciagao dos dois patégenos contagiosos prevalentes nos rebanhos
brasileiros, Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, e dos demais
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patogenos como grupos, SCN, estreptococos ambientais e bactérias Gram-
negativas. Entretanto, para uma identificagdo de outras espécies de Staphylococcus
e Streptococcus, e a especiacdo de bactérias Gram-negativas, testes mais
acurados, como sequenciamento e MALDI-TOF MS, entre outros, devem ser
utilizados.

Em relacdo aos resultados da identificagdao por MALDI-TOF MS das 380
estirpes analisadas neste estudo, esses serdo inseridos na base de dados
AleloMicro da Embrapa, uma vez que as estirpes analisadas pertencem a Colegao

de Microrganismos de Interesse da Agroindustria e Pecuaria.
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6 CONCLUSAO

Os testes morfolégicos e bioquimicos utilizados no presente estudo foram
satisfatorios para a identificagdo, em nivel de espécie, dos patdogenos contagiosos
como Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, e de género, de bactérias
Gram-negativas. Foram também apropriados para a identificagado de Staphylococcus
coagulase negativos e de representantes do grupo de estreptococos ambientais.
Nao foram satisfatérios para a especiagédo de Staphylococcus e de Streptococcus
diferentes de S. aureus e S. agalactiae, nem para a diferenciagado entre os géneros
Streptococcus, Enterococcus, Aerococcus e Lactococcus.

Ja a técnica de MALDI-TOF MS se mostrou adequada para a identificagcdo em
nivel de espécie de patdégenos de mastite bovina dos géneros Staphylococcus,
Streptococcus e bactérias Gram-negativas, propicia para identificacdo rapida de um
grande numero de microrganismos e de estirpes depositadas em colegdes

biolégicas que ainda carecem de uma identidade acurada em nivel de espécie.
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