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APRESENTACAO

Para que se tenha o alimento posto a mesa, é necessaria uma série de etapas em que
se inicia com a produgdo do mesmo no campo, beneficiamento na industria, distribuicdo e
comercializagdo. A ciéncia e tecnologia de alimentos se faz presente em todas as etapas,
buscando cada vez mais a sustentabilidade na producao desses alimentos.

A sustentabilidade estda em destaque devido a crescente conscientizagdo da populagéo
por um mundo mais saudavel, em que todos buscam qualidade de vida, preservando o
meio ambiente. Com isso, a sustentabilidade esta cada vez mais presente nas industrias
alimenticias, adaptando-se a novos processos de producédo, utilizando recursos de modo
racional, usando tecnologias limpas nos processos tecnoldgicos, produzindo alimentos
visando o melhor aproveitamento da matéria-prima e a reducéo de residuos, preservando
dessa maneira o0 meio ambiente.

Com uma temética tdo importante o e-book “Sustentabilidade em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos” traz 16 artigos cientificos com assuntos atuais na area, visando disseminar
o0 conhecimento e promover reflexdes sobre os temas. Por fim, desejamos a todos uma
excelente leitura!

Vanessa Bordin Viera e Natiéli Piovesan
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Sustentabilidade em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

RESUMO: A mastite subclinica € uma doenca
que ocasiona redugcdo na producdo do
leite, devido a elevada contagem de células
somaticas. Além disso, casos de MS estao
associados com a deterioracdo da qualidade
do leite, como por exemplo a diminuicdo
da percentagem de proteina verdadeira e
lactose. A espectrometria de massas tem se
mostrado uma boa alternativa para analises
de identificacdo de bactérias mais rapidas
nos laboratérios de diagnosticos de rotina.
O estudo objetivou a avaliagdo de diferentes
protocolos cultura-independentes (direto do
leite) para identificacdo de Staphylococcus
aureus causador de mastite subclinica por
MALDI-TOF MS. Amostra composta de leite
oriunda de caso de mastite subclinica (CCS>
200x103cels/mL) e cultura positiva para S.
aureus (CBT> 10 UFC/mL) foi selecionada para
a avaliacdo dos protocolos de identificacdo
por MALDI-TOF MS. Dez protocolos foram
avaliados apresentando diferengas na etapa de
disruptura celular. Brevemente, 400 uL de leite
foram centrifugados por 1 min a 13000 rpm. O
pellet foi ressuspendido em 200 yL de TE ou
PBS e submetido a centrifugacdo, em seguida
foi lavado e transferido para microtubo contendo
beads de zircénia ou granada. O microtubo
foi alocado em disruptor para extracdo das
proteinas ribossomais bacterianas. Por fim, 1 yL
do extrato foi aplicado no spot da placa MALDI-
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TOF seguido da aplicagdo de 1 yL acido férmico 70% e 1 yL de matriz HCCA. A leitura da
placa foi realizada de acordo com as especificagdes para identificacdo, e o processamento
por meio do software MALDI Biotyper 4.1.70. A técnica possibilitou a identificacdo de
Staphylococcus aureus direto de amostras de leite quando adotado protocolo de extragcéo
de proteinas ribossomais utilizando para lavagem da amostra solugéo de PBS, associado a
disruptura celular. Portanto, comparado a metodologia convencional, € possivel a obtencéo
de diagnostico rapido (ap6s 4 h) e confiavel (escore >1.8), sem a necessidade de cultura
microbioldgica.

PALAVRAS-CHAVE: cultura-independente, qualidade, leite, espectrometria.

EVALUATION OF NON-CULTURE-BASED PROTOCOLS FOR IDENTIFICATION OF
Staphylococcus aureus SUBCLINICAL MASTITIS-CAUSING BY MALDI-TOF MS

ABSTRACT: Mastitis is one of the most common diseases of dairy cattle. The majority
of mastitis is of bacterial origin. Bacterial infections affect the yield of total milk and milk
component causing severe economic losses. However, the identification of mastitis-causing
bacteria by means of conventional microbiology can take from 2 to 7 days for the complete
diagnosis at the species level. Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS) has been utilized as a rapid and precise identification. In
this context, the current study aimed to compare ten non-culture-based protocols (direct
from milk samples) for identification of Staphylococcus aureus by MALDI. A milk composite
sample obtained from one subclinical mastitis case (CCS> 200x103 cels/mL) with culture-
positive result for Staphylococcus aureus (CBT> 10 UFC/mL) was selected. Briefly, 400 pL
of milk were centrifuged. The pellet was resuspended and an extra centrifugation step was
performed. After that, the pellet was washed and transferred to a microtube containing beads.
Then, the microtube was allocated in a disruptor for extraction of bacterial ribosomal proteins
and different aliquots (for the same sample) were subjected to different protocols. Lastly, 1
uL of the extract was applied to the MALDI plate, followed by the application of 1 yL of formic
acid (70%) and 1 pyL of HCCA matrix. The analysis was performed according to the standard
specifications and the processing was done using the MALDI Biotyper 4.1.70 computer
software adopting sepsityper mode with score > 1.8 for identification at the species level. It
was possible to obtain identification of Staphylococcus aureus direct from milk samples when
using the cell disruption protocol with 3 zirconium beads at 3,000 rpm for 2 cycles of 60s
combined with MALDI-TOF MS. Besides, it is possible to obtain a reliable (score >1.8) and a
rapid diagnose (after 4 h) in comparison with conventional microbiology.

KEYWORDS: non-culture-based, quality, milk, spectrometry.
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11 INTRODUCAO

A mastite subclinica (MS) é a doenca em que nédo ha alteragéo visivel do leite e sinais
clinicos da vaca. Entretanto, a MS ocasiona reducao na producao de leite, devido a quebra
das jungdes celulares do tecido epitelial onde o leite é produzido, como consequéncia da
resposta imune (elevada contagem de células somaticas, CCS) frente ao patégeno causador
da infeccdo (Halasa, 2007). A MS pode ser caracterizada como crénica quando apresenta
persisténcia, em outras palavras, as vacas infectadas, por esta forma da doenca, podem se
comportar como fonte de infec¢éo para o rebanho (cultura positiva e alta CCS mensais).

De acordo com Fagundes e Oliveira (2004), as perdas na producao leiteira no Brasil
variam de 12 a 15%, além disso, rebanhos sem medidas preventivas apresentam de 38 a
71% das vacas infectadas. Por ser um patégeno de dificil tratamento, com resisténcia aos
antibidticos, consequentemente o mais frequente em leite cru, estudos sobre métodos de
prevencao e diagnéstico de Staphylococcus aureus sao muito importantes. Vale ressaltar, que
além das altas taxas de contaminacgao, as infec¢des intramamarias causadas por S. aureus
tem impactos negativos, ndo apenas nos rebanhos, mas também devem ser consideradas
problemas de saude publica, quando algumas cepas do patdbgeno produzem toxinas, mesmo
que a simples existéncia nao implique na producao de toxinas, quando produzidas podem
permanecer estaveis no leite e derivados oferecidos aos consumidores.

Sendo assim, analises microbiolégicas sao indispensaveis por possibilitarem a adogéo
de medidas especificas de controle e tratamento, como exemplo a implementacdo de
programas de monitoramento da mastite no rebanho (Bueno, 2003). Alguns estudos sugerem
a coleta de amostras de leite de vacas com MS, utilizando o ponto de corte de CCS >200.000
células/mL (Bueno, 2003, Ceballos-Marquez et al., 2013). Isto tem sido recomendado, uma
vez que vacas com CCS menor que o ponto de corte supracitado apresentam menor chance
de estarem infectadas (Martins et al., 2017). A cultura microbiolégica associada aos dados
de CCS, por meio do ponto de corte previamente citado, possibilita diagnosticar 80% dos
casos de mastite corretamente (Ceballos-Marquez et al., 2013).

A espectrometria de massas de ionizagao por dessorcao a laser assistida por matriz
(MALDITOF-MS) tem sido considerada uma tecnologia de sucesso devido ao uso simples,
confiavel e com consumiveis de baixo custo (Goulart; Resende, 2013). A técnica consiste na
mistura da matriz (HCCA) com proteinas ribossomais oriundas de amostras alvo, sendo esta
aplicada sobre uma placa de metal condutora. Apds, no espectro de massas, recebe breves
pulsos de laser. Assim, as substancias da amostra formam espectros de massa, de acordo
com a razdo massal/carga. Para a identificagdo, os espectros bacterianos sdo comparados
com um banco de dados que contém as “impressodes digitais” de diversas bactérias (Croxatto;
Prodhom; Greub, 2012).

Atualmente, o acompanhamento mensal da CCS ¢ algo que tem sido aplicado na rotina
dos rebanhos brasileiros, o que possibilitaria, em associagdo com resultados da cultura
bacteriana, o diagnostico de casos de MS crénica. A demora no diagnostico dos patégenos
causadores de infec¢do intramamaria pela cultura impacta negativamente a tomada de
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decisdo do produtor, o que pode levar ao uso de antibidticos nao especificos. Diante disso,
o presente estudo tem como proposta a avaliacao de protocolos cultura-independentes para
identificacéo de patdgenos causadores de mastite subclinica crénica, por MALDI-TOF MS.

2| METODOLOGIA

Foram utilizadas amostras de leite do Laboratério de pesquisa em qualidade do
leite (QualiLeite), Departamento de Nutricdo e Producdo Animal, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (VNP-FMVZ/USP). Para padronizacéo
dos resultados, foram selecionadas apenas amostras compostas de leite oriunda de caso
de mastite subclinica (CCS > 200x103cels/mL), que apresentaram cultura positiva para
Staphylococcus aureus com contagem bacteriana total CBT > 10 UFC/mL.

Para o procedimento de isolamento e identificacao de patégenos causadores de mastite,
realizou-se a metodologia recomendada pelo Conselho de Mastite dos Estados Unidos
(National Mastitis Council, 2017). As amostras de leite foram degeladas em temperatura
ambiente. De cada amostra de leite, foram estriados 0,1 mL em %2 de placa de agar sangue
com 5% de sangue bovino desfibrinado. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24h,
e apos incubacéo foram feitas leituras das unidades formadoras de colbénias. Foram feitas
analises de espectrometria de massas por MALDI-TOF das colbnias isoladas, com o intuito
de garantir que as amostras de leite utilizadas apresentassem apenas um microrganismo
(colbnia pura) (Oliver et al., 2004).

Foram testados 10 protocolos de extracéo de proteinas ribossomais direto de amostras
de leite. O protocolo inicial teve como base as recomendacdes de Barreiro et al. (2004).
Brevemente, aliquotas de 1 mL de leite com 200 pL de solugcé&o tampéao salino fosfato foram
centrifugadas por 2 minutos a 13000 rpm. Apés a centrifugagdo descartou-se o sobrenadante
e adicionou-se 1 mL de agua mili-Q e 200 pL de solugcéo tampéo salino fosfato. Centrifugou-
se a amostra novamente por 2 min a 13000 rpm. O sobrenadante foi descartado por inversao
de tudo e 0 excesso retirado com auxilio de micropipeta. O pellet formado foi ressuspendido
em 1 mL de solug&o tampao salino fosfato, uma terceira etapa de centrifugagao por 2 minutos
a 13000 rpm foi realizada, sendo o sobrenadante descartado e apenas o pellet mantido no
tubo. Deixou-se secar por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds o periodo de secagem,
foi adicionado uma solugdo de 30 uL contendo acido férmico a 70% de modo com que
cobrisse totalmente o pellet. Em seguida, foi adicionado 30 uL de acetonitrila 100%. Ao final,
foi feito uma centrifugacdo para separacdo dos sedimentos bacterianos do sobrenadante,
contendo as proteinas ribossomais. ApOs as etapas de extracao de proteinas, 1 pL do extrato
bacteriano (sobrenadante) foi aplicado em uma placa contendo 96 poc¢os. ApOs a secagem
a temperatura ambiente, foi acrescido 1 pL de solugédo matriz composta de acido alfa-ciano-
4-hidroxi-cinamico (HCCA).

Para os protocolos P2 a P10, foi adicionada uma etapa de disruptura celular para
extracdo de proteinas ribossomais. Quando comparado ao protocolo P1, foi alterado o volume
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da aliquota de leite utilizada de 1 mL para 400 pL, as etapas de centrifugacéo foram 1 min
a 13000 rpm e o acido formico (70%) foi adicionado apds a aplicacao do extrato bacteriano
na placa. Nos protocolos P2 a P5 a etapa de disrupcéo foi realizada por 10 ciclos de 60s a
4000 rpm, foram avaliadas alteracdes entre as solugdes de lavagem e as beads utilizadas,
sendo elas: (P2) solucéo de Tris-EDTA (TE) e beads de granada; (P3) solucéo de TE e beads
de zircbnia; (P4) solucao fosfato salina (PBS) e beads de granada; (P5) solucdo de PBS e
beads de zircénia. Nos protocolos P6 a P10, com base em analises prévias, foi padronizada
a lavagem com solucao de PBS e foram realizadas alteragbes nas condi¢des de disrupcéo
celular, de acordo: (P6) 2 beads de zirconia por 4 ciclos de 60s a 4000 rpm para disrupcéo
celular; (P7) 2 beads de zircdnia por 3 ciclos de 60s a 4000 rpm; (P8) 3 beads de zirconia por
3 ciclos de 60 s a 4000 rpm; (P9) 3 beads de zirconia por 3 ciclos de 60s a 3000 rpm; (P10)
3 beads de zircénia por 2 ciclos de 60s a 3000 rpm. As diferengas entre os protocolos foram
organizadas na Figura 1.

[ Centrifugou-se 400 pL de leite por 1 min & 13000 rpm (igual para todas etapas de centrifugagao) |

‘ Pellet ressuspendido em 200 pL de TE e Pellet ressuspendido em 200 pL de PBS e submetido a |
submetido a centrifugagao. J centrifugagao.

i 4

Pellet transferido para microtubo 1 |
contendo 300 pL de TE e:

¥ =¥ F | nd 1 1

Pellet transferido para microtubo contendo 300 pL de PBS e: |

r N S ¢ \
03gde | 03gde 0.3gde | 03gde | ;0.6 de zirconia. ] { 3 beads de zircénia.
beads de beads de beads de beadsde (|~~~ |~
| granada. | zirconia. | | gramada. | zircémia. | Po l' F'Tl P l Psl j F'ﬂ]n'v
\ FAY J X AN
~ : 4ciclos | 3ciclos 3 ciclos 2 ciclos
- : ! Disruptor B0s 60s 60s ‘ 60s
e i:'s a40001PM: | “ceniar | 4000 pm: J| 4000 rpm: )| 3000 pm: J| 3000 rpm:
[ 1 h de decantagdo;
. ____I

[ 1 pL do sobrenadante foi aplicado no spot da placa MALDI-TOF;

4

[ Aplicagao de 1 pL acido férmico a 70% e 1 yL de matriz HCCA.

Figura 1. Exemplificagédo dos protocolos P2 &4 P10

Para obtencéo de espectros de todos os protocolos utilizou-se um espectrometro de
massas Microflex (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Os espectros foram compostos
por picos proteicos, sendo utilizado faixa de massa de 2.000 a 20.000 Daltons. Os espectros
foram obtidos na funcéo sepsityper e comparados com os dados da biblioteca de referéncia
MALDI Byotiper (MBT, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Os resultados da identificacao
bacteriana foram gerados pelo software MBT 4.1.7 contendo 7311 entradas, em que
resultados com escore = 1,6 foram considerados confiaveis para a identificacao do género,
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e os escores = 1,8 foram considerados confiaveis para identificacdo de género e espécie.

3 1 RESULTADOS

Nao foi possivel capturar espectros oriundos da extracdo de amostras de leite
submetidas ao protocolo P1.Ap6s analises similares, Barreiro etal. (2017) obtiveram espectros
para esse protocolo adicionando periodos de incubacéo, elevando a quantidade de colbnias
na amostra, porém estes pesquisadores citam a dificuldade de avaliar esses resultados em
amostras de leite provenientes de mastite, podendo haver ampliacdo dos ruidos do leite.
Zimmermann (2015) sugere que isso se deve ao fato de a parede celular bacteriana ter sido
mantida intacta, ndo ocorrendo; portanto, extracdo das proteinas ribossomais bacterianas.

Os espectros foram obtidos por fungdo manual, em que é possivel selecionar o local de
atuacéo do laser e selecionar os espectros a serem avaliados. Nessa funcéo, os resultados s&o
considerados confiaveis para género e espécie quando os escores >2. Apenas 0s protocolos
associados a lavagem com PBS, contendo beads de zircénio ou beads de granada (P4 e P5)
apresentaram escore >2 (Figura 2). Foi escolhido o protocolo baseado no uso de PBS em
associacao com beads de zircénio para as demais analises, pois o protocolo baseado no uso
de beads de granada demanda maior tempo devido a necessidade de etapa de decantacao
das amostras.

Os resultados obtidos pelos protocolos P6, P7, P8, P9 e P10, sugeriram a captacao
de espectros “limpos” (sem muito ruido). Consequentemente, foram obtidos com o uso
destes ultimos protocolos avaliados, mais picos de massa em comparag¢ao aos protocolos
anteriores. Todos apresentaram resultados de identificacdo para o género Staphylococcus
spp. Apenas os protocolos P7 e P10 tiveram resultado de identificacao para Staphylococcus
aureus com confirmacéo da espécie. Entretanto, somente o protocolo P24 obteve resultado
confiavel (escore>1.8) (Figura 3).
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Figura 3. Espectros de massa obtidos pelos protocolos P6, P7, P8, P9, P10, respectivamente.
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41 CONCLUSAO

A técnica de espectrometria de massas por MALDI-TOF possibilita a identificacéo de
Staphylococcus aureus direto de amostras de leite quando adotado protocolo de extracao
de proteinas ribossomais, utilizando PBS para lavagem da amostra associado a disruptura
celular com 3 beads de zircbnia, por 2 ciclos de 60s a 3000 rpm. Portanto, comparado a
metodologia convencional, é possivel a obteng¢ao de diagnéstico rapido (apds 4 h) e confiavel
(escore >1.8), sem a necessidade de cultura microbioldgica. Para dar prosseguimento,
sdo recomendados estudos complementares para avaliagao da repetibilidade em escala
laboratorial e aplicacdo do protocolo a amostras de leite com diferentes patogenos.
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