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Resumo
A espectrometria de massas do tipo 

MALDI-TOF vem sendo utilizada para a 
identificação de micobactérias, tanto de 
espécies ambientais quanto de espécies 
causadoras de tuberculose. Neste 
estudo utilizou-se MALDI-TOF para a 
identificação de espécies pertencentes 
ao gênero Mycobacterium, com foco 
em Mycobacterium bovis, o patógeno 
causador de tuberculose em bovinos. 
Foi desenvolvido um novo protocolo para 
extração de proteínas de micobactérias 
para MALDI-TOF, através do qual foi 
possível a aquisição de espectros de 
massas mais informativos e confiáveis, 
quando comparado com os obtidos pelo 
método de maior consenso descrito na 
literatura até o momento. Além disso, 
a adoção de espectros de massas 
referência para M. tuberculosis e M. 

bovis próprios, gerados neste trabalho, 
permitiu alcançar escores de identificação 
confiável também para M. bovis, 
após análise de isolados bacterianos, 
obtidos após cultivo em meio sólido, 
provenientes de amostras de tecidos de 
bovinos e bubalinos, do Norte e Sul do 
Brasil. O aperfeiçoamento do método de 
extração de proteínas e o incremento da 
biblioteca de espectros aqui relatados 
possibilitaram identificar de modo correto 
e confiável 75 (86,2%) dos 87 isolados 
clínicos de micobactérias previamente 
identificados por amplificação gênica 
específica (RD4). Dos 87 isolados 
analisados, 72 foram identificados 
como M. bovis, dois como Gordonia 
sputi, um como M. nonchromogenicum 
e 11 não foram identificados (12,64%). 
Apenas um isolado foi erroneamente 
identificado como M. tuberculosis no 
MALDI-TOF. Embora a sensibilidade 
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para identificação de M. bovis por 
perfis protéicos seja menor que a 
obtida com amplificação gênica, a 
metodologia MALDI-TOF tem menor 
custo, pois requer menos reagentes e 
materiais, com a vantagem adicional de 
fornecer os resultados de modo mais 
rápido. Por outro lado, a identificação 
concomitante de bactérias pertencentes 
ao gênero Mycobacterium e a outros 
relacionados, eventualmente isolados 
na etapa de cultivo, representa uma 
relevante vantagem desta técnica sobre 
as demais em termos de especificidade, 
pois atualmente a biblioteca de 
espectros de massas registra cerca de 
2750 espécies bacterianas. Conclui-
se que MALDI-TOF pode ser utilizado 
para a identificação de espécies de 
Mycobacterium, particularmente M. 
bovis, podendo vir a ser implementada 
como uma importante ferramenta para 
diagnóstico de tuberculose bovina. Parte 
dos resultados aqui relatados já foram 
publicados (BACANELLI et al., 2019).

Palavras-chave: Tuberculose bo-
vina, Matrix Assisted Laser Desorption 
Ionization-Time-of-Flight (MALDI-TOF), 
Espectrometria de Massas, Mycobacte-
rium tuberculosis, Mycobacterium bovis.

Introdução
Mycobacterium bovis é uma bactéria 

baciliforme, aeróbica, de crescimento 
lento e causadora de tuberculose em bo-
vinos e bubalinos (OIE, 2012; MICHEL 
et al., 2010; PADYA et al., 2015).

A tuberculose bovina (TB) acarreta 
perdas econômicas consideráveis que 
decorrem da diminuição da produtivi-
dade animal e restrições ao comércio 
internacional (MICHEL et al., 2010). A 
TB representa uma séria ameaça à saú-
de pública, uma vez que o consumo de 
alimentos contaminados, principalmente 
produtos lácteos não pasteurizados, 
permitem que a infecção seja transmiti-
da ao homem (BEN KAHLA et al., 2011).

O controle da TB é realizado por 
meio do abate compulsório dos animais 
infectados, diagnosticados nos testes 
intradérmicos com derivado de proteína 
purificada - PPD (OIE, 2012).

O diagnóstico definitivo da TB está 
fundamentado no isolamento do agente 
etiológico por cultura microbiológica, 
considerada a técnica padrão-ouro 
(BARBIER et al., 2017). Entretanto, após 
o isolamento, há necessidade de confir-
mação etiológica (RAMOS et al., 2015), 
para a qual os métodos bioquímicos são 
considerados específicos (MICHEL et 
al., 2010; DUNNE et al., 2014). Todavia, 
o crescimento de M. bovis é geralmente 
escasso e estes testes requerem uma 
quantidade razoável de colônias frescas, 
tornando a identificação lenta, subjetiva 
e incapaz de classificar espécies menos 
comuns (SALEEB et al., 2011). 

Além dos métodos bioquímicos para 
confirmação da identidade de mico-
bactérias em cultivo microbiológico, as 
provas moleculares, como as de reação 
da polimerase em cadeia (Polymerase 
Chain Reaction – PCR) (SALES et al., 
2014), a de PCR seguida de análise de 
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restrição enzimática (Restriction Enzyme 
Analysis – PCR/PRA) (TELENTI et al., 
1993) e o sequenciamento de genes 
conservados, tais como hsp65 e 16S 
rDNA (PADYA et al., 2015), têm sido utili-
zadas na identificação de micobactérias 
isoladas a partir de cultura ou amostras 
clínicas. Esses métodos exigem equipa-
mentos e conhecimentos específicos, 
tornado o diagnóstico oneroso e demo-
rado (SALEEB et al., 2011; ASMAR et 
al., 2015; MURUGAIYAN et al., 2018). 

Nos últimos anos, a identificação de 
microrganismos baseada na espectro-
metria de massas por meio de ioniza-
ção por dessorção a laser assistida por 
matriz e tempo de vôo (Matrix Assisted 
Laser Desorption Ionization - Time-of-
Flight – MALDI-TOF), tem sido integra-
da ao fluxo de trabalho de diagnóstico 
de rotina em laboratórios de microbio-
logia devido à sua rapidez, confiabilida-
de, custo-efetividade e alto rendimento, 
apresentando, assim, vantagens sobre 
os métodos moleculares (O`CONNOR 
et al., 2016; MURUGAIYAN et al., 
2018). 

Devido às vantagens da técnica, o 
uso de MALDI-TOF na identificação 
de diferentes microrganismos cresceu 
exponencialmente na última década 
(WATTAL et al., 2017), tendo inclusive 
apresentado eficiência  na identificação 
de micobactérias ambientais (EL 
KHÉCHINE et al., 2011; SALEEB 
et al., 2011; BALÁZOVÁ et al., 
2014; MURUGAIYAN et al., 2018) e 
patogênicas, tais como as causadoras 
de tuberculose (SHITIKOV et al., 2011). 

Embora a técnica classifique com 
precisão isolados em nível de gênero 
e complexo M. tuberculosis (CMT), que 
incluem as variantes M. tuberculosis, 
M. africanum, M. microti e M. bovis, 
ainda não foi descrita a diferenciação 
de M. tuberculosis e M. bovis através 
de MALDI-TOF (LOTZ  et al., 2010; 
SALEEB et al., 2011; MACHEN et al., 
2013; QUINLAN, et al., 2015). 

Assim, o objetivo traçado neste es-
tudo foi desenvolver um método para 
a identificação de M. bovis por meio da 
técnica MALDI-TOF, de modo a permi-
tir a análise de isolados bacterianos 
obtidos a partir de amostras de tecidos 
cultivadas em meio sólido. Para isso 
foi utilizada a plataforma de espectro-
metria de massas da Bruker Daltonics, 
composta por espectrômetro de massa 
tipo MALDI-TOF e programa computa-
cional Biotyper, disponíveis na Embrapa 
Recursos Genéticos e Biotecnologia e 
na Embrapa Gado de Corte. A metodo-
logia envolve a aquisição de espectros 
de massas de proteínas extraídas dos 
isolados bacterianos e sua comparação 
com espectros de massas homólogos de 
isolados de referência depositados em 
banco de dados. Desse modo é possível 
a identificação confiável de gênero e es-
pécies de isolados bacterianos, baseado 
no resultado de maior similitude com os 
espectros de uma biblioteca de referên-
cia, que inclui atualmente mais de 2750 
espécies bacterianas catalogadas, entre 
as quais 164 das cerca de 180 espé-
cies de micobactérias conhecidas até o 
momento.
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Estabelecimento 
da metodologia 
MALDI-TOF Biotyper 
para identificação 
de espécies de 
Mycobacterium

A parede celular das micobactérias é 
rica em lipídios e contém peptidoglicanos 
esterificados com ácidos micólicos, o que 
dificulta a obtenção de proteínas para 
análise por espectrometria de massas 
(BALÁZÖVA et al., 2014). Após consulta 
à literatura científica recente, verificou-se 
que já foram descritos diversos proto-
colos diferentes para otimizar a etapa 
de extração de proteínas e possibilitar a 
identificação e classificação de micobac-
térias após cultivo, seja a partir de meios 
líquidos ou sólidos (EL KHÉCHINE 
et al., 2011; O’CONNOR et al., 2016; 
MURUGAIYAN et al., 2018). Entretanto, 
é consenso que os protocolos de ruptura 
celular com esferas de sílica/zircônio são 
dos mais eficientes para extração protei-
ca e fornecem os melhores resultados 
para a identificação de micobactérias 
(SALEEB et al., 2011). Porém, nenhum 
deles demonstrou até o momento a iden-
tificação inequívoca de M. bovis frente às 
demais espécies do CMT. 

A Bruker Daltonics, fabricante dos 
equipamentos MALDI-TOF e pioneira 
na identificação de microrganismos por 
MALDI-TOF, recomenda o protocolo 
denominado MycoEx (O’CONNOR et 

al., 2016), que envolve a agitação das 
células bacterianas em presença de 
esferas de sílica/zircônio de 0,5 mm de 
diâmetro. Em testes preliminares reali-
zados no Laboratório de Proteômica e 
Espectrometria de Massas em Saúde 
Animal da Embrapa Gado de Corte, 
Campo Grande (MS), a utilização do 
protocolo MycoEx para extração de pro-
teínas, em conjunto com a utilização da 
biblioteca de referências do programa 
computacional Biotyper (BDAL + Myco 
v.5.0, com 8224 espectros de referência 
– MSPs), não possibilitou a classificação 
dos isolados de cultivo em meio sólido, 
provenientes de tecidos de animais com 
tuberculose, obtidos no Laboratório de 
Imunologia Animal da Embrapa Gado 
de Corte (OLARTE et al., 2016). Diante 
disso, decidiu-se pela introdução e tes-
tagem de modificações no método de 
extração de proteínas, e os resultados 
estão apresentados a seguir.

Utilizando como padrão a cepa virulen-
ta H37Rv de M. tuberculosis, cedida pelo 
Laboratório Central de Saúde Pública 
(LACEN), Campo Grande (MS), foram 
comparados dois protocolos de extração 
proteica: o protocolo MycoEx, relatado por 
O’CONNOR e cols. (2016), e o protocolo 
MycoLyser, desenvolvido neste estudo e 
assim denominado em razão da utiliza-
ção do aparelho MagNA Lyser (Roche 
Molecular Systems) para otimizar a etapa 
de ruptura celular. O MagNA Lyser é um 
homogeneizador que simultaneamente 
rompe e homogeneiza o tecido/célula 
pela rápida agitação deste em presença 
de esferas de composições materiais e 
tamanhos definidos (KIRCHEGESSER 
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et al., 2006; PEETERS et al., 2016, 
RODRIGUES et al., 2017). 

Para este estudo comparativo, as 
células foram coletadas e inativadas 
do mesmo modo nos dois protocolos. 
Resumidamente, realizou-se a coleta de 
duas alçadas de bactérias, que foram 
homogeneizadas por vórtex em 200 µL 
de água ultrapura estéril e, em seguida, 
inativadas por incubação em termobloco 
a 95ºC durante 45 minutos – procedi-
mentos estes realizados em ambiente 
de biossegurança nível 2, no Laboratório 
de Imunologia Animal da Embrapa Gado 
de Corte, Campo Grande (MS). Após a 
etapa de inativação por calor as células 
foram resfriadas à temperatura ambiente; 
adicionou-se etanol absoluto, concen-
tração final de 70% (v/v). Prosseguiu-se 
à etapa de extração proteica de acordo 
com os protocolos MycoEx e MycoLyser, 
descritos a seguir. Foram utilizados sol-
ventes orgânicos (Sigma-Aldrich) com 
grau de pureza para espectrometria de 
massas.

Protocolo MycoEx
As células inativadas em álcool 70% 

foram submetidas à centrifugação por 2 
minutos a 14000 g, o sobrenadante des-
cartado e os tubos com os sedimentos 
foram mantidos a temperatura ambiente 
com as tampas abertas por 3 minutos 
para evaporação do resíduo de álcool. 
Foram adicionados aos tubos 50 µL de 
acetonitrila e ~150 mg de esferas de sílica/
zircônia de 0,5 mm de diâmetro (Biospec), 
seguido da imediata agitação em vórtex 

por 60 segundos na velocidade máxima 
(3200 rpm). Após adição de 50 µL de áci-
do fórmico e agitação em vórtex por 10 
segundos, os extratos foram novamente 
centrifugados por 2 minutos a 14000 g e 
o sobrenadante utilizado para a posterior 
aquisição dos espectros de massas.

Protocolo MycoLyser
Foram adicionadas 300 mg de esferas 

de sílica/zircônia de 0,5 mm de diâmetro 
(Biospec) à suspensão etanólica de cé-
lulas inativadas por calor, conforme des-
crito acima. A homogeneização foi reali-
zada em aparelho MagNA Lyser (Roche 
Molecular Systems) por três ciclos con-
secutivos de 30 segundos a 5.000 rpm. 
O homogeneizado celular foi transferido 
para tubo novo estéril, desprezando-se 
as esferas, e após centrifugação por 2 
minutos a 14.000 g o sobrenadante foi 
descartado. O tubo contendo o sedimen-
to foi mantido a temperatura ambiente 
com a tampa aberta por 3 minutos para 
evaporação do resíduo de álcool. Foram 
adicionados 10 µL de ácido fórmico e 
igual volume de acetonitrila, com agita-
ção em vórtex por 15 segundos, seguido 
da centrifugação do extrato protéico por 
2 minutos a 14.000 g, sendo o sobre-
nadante utilizado para a aquisição dos 
espectros de massas na etapa posterior.

Análise por MALDI-
TOF Biotyper

Para análise por espectrometria 
de massas MALDI-TOF, os extratos 
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protéicos obtidos com os dois protoco-
los seguiram o mesmo procedimento. 
Aplicou-se 1 µL do sobrenadante protéi-
co em poço da placa para MALDI-TOF 
(Bruker Daltonics), deixando-o secar a 
temperatura ambiente. Foi adicionado 
1 µL de ácido α-ciano-4-hidróxicinâmico 
(5mg/mL) em solução contendo 50% de 
acetonitrila e 2,5% de ácido trifluoracético 
(v/v), seguido da secagem dos solventes 
a temperatura ambiente. A mistura cris-
talizada foi analisada em espectrômetro 
de massas Autoflex (Bruker Daltonics),  
utilizando-se calibração externa com o 
calibrante de massas para bactérias BTS 
(Bruker Daltonics). Os espectros obtidos 
foram processados empregando-se o 
programa computacional Biotyper 3.1 
(Bruker Daltonics). Para a identificação 
de espécie, os perfis protéicos contendo 
as informações de massa e intensidade 
foram comparados diretamente com os 
da biblioteca de referências, composta 
de 7.311 perfis de diferentes gêneros 
e espécies de bactérias (BDAL) e 912 
perfis de espécies de micobactérias 
(Myco v.5.0) (Bruker Daltonics), sendo 
ambas as mais completas bibliotecas 
disponíveis atualmente. É importante 
ressaltar que o programa Biotyper com-
para os valores de massa e respectivas 
intensidades, observados nos espectros 
de massas experimentais, com os dos 
espectros de massas referência de-
positados na biblioteca, fornecendo o 
resultado de maior similaridade possível 
encontrado na biblioteca. Assim, o perfil 
de um determinado espectro de massas 
experimental ou espectro médio (MSP), 
quando analisado no Biotyper, resulta 

na identificação dos perfis de referência 
mais semelhantes, listados de acordo 
com um escore calculado pelo algo-
ritmo do Biotyper, cujo valor máximo é 
três (3,000). Desse modo, quanto mais 
representativa e fiel a biblioteca de refe-
rência, mais acurada será a identificação 
das espécies bacterianas em questão.

Identificação de M. 
tuberculosis por MALDI-
TOF Biotyper após 
extração proteica 
com os protocolos 
MycoEx e MycoLyser

Ainda com o propósito de avaliar a 
eficiência do método para identificação 
de Mycobacterium em nível de espécie, 
comparámos os protocolos MycoEx e 
MycoLyser de extração proteica, utilizan-
do a amostra de referência de M. tuber-
culosis como padrão. Observou-se que 
os maiores escores de identificação com 
o programa computacional Biotyper fo-
ram obtidos quando utilizado o protocolo 
MycoLyser (Figura 1). As medianas dos 
escores de 18 espectros obtidos experi-
mentalmente foi de 1,656 para MycoEx 
e de 1,862 para MycoLyser, sendo sig-
nificantemente maior com o protocolo 
MycoLyser (p<0.0001). Além disso, os 
escores obtidos com MycoLyser foram 
majoritariamente superiores ao valor 
limite de 1,800, proposto pela Bruker 
Daltonics como valor mínimo para 
identificação de micobactérias com alta 
confiabilidade.
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Verifi cou-se também que o uso do 
protocolo MycoLyser proporcionou me-
lhores resultados quanto à acurácia e 
confi abilidade da identifi cação, uma vez 
que os espectros de massas obtidos 
a partir desse protocolo foram mais 
frequentemente identifi cados de forma 
correta como M. tuberculosis, conforme 
seria esperado (Figura 2 e Tabela 1). 

Os espectros médios (MSPs) ge-
rados com as 18 réplicas obtidas com 
MycoEx e MycoLyser foram confron-
tados com a biblioteca de referências 
(BDAL + Myco v.5.0), contendo 8.223 
espectros de referência distintos, es-
tando inclusas 912 referências de mico-
bactérias, dentre as quais as espécies 
de CMT. Nessa análise, observou-se 

que o MSP após MycoEx teve como 
maior escore de identifi cação (1,656) a 
espécie Mycobacterium bovis (referên-
cia Bovinus An_1 PGM), enquanto que 
o MSP após MycoLyser apresentou o 
maior escore de identifi cação (1,798) 
com Mycobacterium tuberculosis_com-
plex (referência M. tuberculosis 03L 
LDW b) (Figura 2).

A extração de proteínas com o pro-
tocolo MycoLyser também possibilitou 
maior detecção de peptídeos e proteínas 
com valores de massa acima de 6.000 
Daltons (Figura 2), o que indica que essa 
faixa de massa pode ser importante para 
a distinção das espécies de CMT e iden-
tifi cação correta das micobactérias em 
nível de espécie.

Figura 1. Escores de identifi cação de M. tuberculosis, após extração proteica com os protocolos 
MycoEx e MycoLyser e análise por MALDI-TOF Biotyper. Box-plot e intervalo de confi ança 95% do 
logaritmo dos escores dos espectros de massas (18 réplicas) após comparação com as bibliotecas de 
referência BDAL e Myco v.5.0. A linha pontilhada indica o valor de escore limiar, proposto pela Bruker 
Daltonics, acima do qual a confi abilidade de identifi cação de micobactérias é alta. **** corresponde a 
diferença signifi cativa com p<0.0001 (valor exato, two-tailed) após teste Mann-Whitney.
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De acordo com a Bruker Daltonics, 
a confiabilidade (alta, média e baixa) 
da identificação pode ser avaliada pela 
consistência dos três escores mais altos 
quanto à identificação para o mesmo 
gênero e/ou espécie. Os três níveis de 
confiabilidade são definidos pelos se-
guintes critérios:

Consistência de espécie; a confia-
bilidade de identificação para espécie é 
alta – considera-se que os três escores 
mais altos devem apresentar o mesmo 
resultado de identificação de gênero e 
espécie;

Consistência de gênero; a confia-
bilidade de identificação para gênero é 
alta – considera-se que os três escores 
mais altos apresentam o mesmo resulta-
do de identificação de gênero;

Ausência de consistência; não há 
confiabilidade de identificação de gênero 

Figura 2. Perfis de identidade de M. tuberculosis, após extração proteica com os protocolos MycoEx 
(A) e MycoLyser (B) e análise por MALDI-TOF Biotyper. Espectro de massas de referência (colorido, 
superior) mais semelhante aos espectros médios (MSPs) (azul, inferior) gerados com as 18 réplicas 
obtidas de acordo com os protocolos MycoEx (A) e MycoLyser (B), após comparação com 8223 
espectros de referência distintos.

ou espécie –os critérios consistência de 
espécie e de gênero acima descritos 
não são atendidos.

Os resultados de identificação do 
Biotyper com os três mais altos escores 
obtidos para cada um dos 18 espec-
tros MycoEx e MycoLyser foram assim 
avaliados quanto à confiabilidade de 
identificação. Pôde-se constatar que 
consistência de espécie foi observada 
apenas para os espectros obtidos com 
o protocolo MycoLyser (38,8%), en-
quanto que os espectros obtidos com 
o protocolo MycoEx majoritariamente 
(83,3%) não apresentaram consistên-
cia na identificação de espécie e de 
gênero. A ausência de consistência 
foi bastante menor com o protocolo 
MycoLyser (16,7%) (Tabela 1).
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Outra observação importante é 
a de que, dos 18 espectros MycoEx, 
apenas 08 (44,44%) apresentaram, 
conforme esperado, identificação para 
M. tuberculosis no escore mais alto, 
enquanto que com MycoLyser isso foi 
observado para 14 espectros (77,77%), 
sugerindo maior especificidade do 
protocolo MycoLyser.

O protocolo MycoLyser para ex-
tração de proteínas de micobactérias 
mostrou-se superior ao protocolo 
MycoEx, permitindo a obtenção de 
resultados de identificação em nível 
de espécie para M. tuberculosis. Na 
seção seguinte são apresentados os 
resultados de identificação de M. bovis 
utilizando-se esse protocolo para ex-
tração de proteínas.

Identificação de M. 
bovis por MALDI-TOF 
Biotyper

Foram utilizadas 87 amostras de te-
cidos, provenientes de 35 bovinos e 21 
bubalinos, naturalmente infectados, com 
ou sem lesões sugestivas de tuberculo-
se, de duas regiões do Brasil:

Norte: coletadas em abatedouros-fri-
goríficos nos Estados do Amazonas (31) 
e Pará (2);

Sul: coletadas durante a necropsia, 
em abatedouros-frigoríficos, de animais 
abatidos para realização de vazio sanitá-
rio de três rebanhos leiteiros dos municí-
pios de Arroio do Meio e Bom Retiro do 
Sul, Rio Grande do Sul (54). 

As amostras acondicionadas em 
sacos plásticos vedados e devidamen-
te identificados, foram congeladas e 
enviadas sob refrigeração em caixa 
isolante térmica para o Laboratório de 
Imunologia Animal da Embrapa Gado 
de Corte, Campo Grande (MS). Para 
o isolamento em cultivo, as amostras 
de tecidos forma preparadas conforme 
Rodrigues e cols. (2017). As 87 amostras 
de tecido de bovinos e bubalinos foram 
cultivadas em meio sólido Stonebrink e 
todas apresentaram crescimento bacte-
riano. Estes isolados foram previamente 
identificados por métodos moleculares 
baseados em PCR convencional para 
a região que flanqueia a região de 
diferenciação RD4 conforme Sales e 
cols. (2014), presente em M. bovis e 
ausente nos demais membros do CMT 

Tabela 1. Confiabilidade de identificação de M. tuberculosis após extração proteica com os pro-
tocolos MycoEx e MycoLyser e análise por MALDI-TOF Biotyper.

Protocolo Consistência 
Espécie(%)

Consistência 
Gênero(%)

Ausência de 
Consistência(%)

MycoEx 0 16,7 83,3
MycoLyser 38,8 44,5 16,7

A consistência foi avaliada considerando-se os três resultados de identificação de maior escore para cada um dos 18 
espectros obtidos com os dois protocolos.
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(BROSCH et al., 2002). Além disso, 
para os isolados negativos para RD4 
na PCR, foi realizado sequenciamento 
parcial do gene hsp65 (TELENTI et al., 
1993., PADYA et al., 2015). Os isolados 
de campo foram analisados por MALDI-
TOF Biotyper utilizando-se apenas o 
protocolo MycoLyser de extração protei-
ca. À biblioteca de referências (BDAL + 
Myco v.5.0), foi incluído o MSP de refe-
rência de M. tuberculosis obtido com o 
protocolo MycoLyser, gerado na avalia-
ção descrita anteriormente. Também foi 
incluído um MSP de referência para M. 
bovis, gerado a partir dos espectros de 
quatro isolados de campo (três bovinos 
e um bubalino) escolhidos aleatoriamen-
te entre todos os isolados.

Os 87 isolados de campo foram iden-
tificados pelas três metodologias (PCR 
RD4, Sequenciamento do gene hsp65 
e MALDI-TOF Biotyper) e os resultados 
estão sumarizados na Tabela 2. Dos 
87 isolados analisados, apenas 5 não 
foram identificados como M. bovis após 
PCR RD4. Desses 5 isolados negativos 
no PCR RD4, 3 foram identificados após 
sequenciamento e somente 2 não foram 
identificados por quaisquer das metodo-
logias testadas. Por MALDI-TOF Biotyper 
foi possível identificar de modo correto 
e confiável 75 (86,2%) dos isolados 
clínicos de micobactérias, previamente 
identificados por amplificação gênica 
específica e sequenciamento do gene 
hsp65. 72 isolados foram identificados 
como M. bovis, com escores variando 
entre 1,880 e 2,750, 2 como Gordonia 
sputi e 1 isolado como Mycobacterium 
nonchromogenicum. Por outro lado, 11 

isolados (12,64%) não tiveram espectros 
de massas com escore que permitisse 
identificação confiável e não puderam 
ser identificados. Considerando que 9 
desses 11 isolados foram confirmados 
como M. bovis por PCR RD4, podemos 
estimar a sensibilidade para identifica-
ção de M. bovis pela técnica MALDI-
TOF Biotyper aqui utilizada como sendo 
de 87,35%. Considerando-se que ape-
nas 1 isolado, positivo no PCR RD4, 
foi identificado erroneamente como M. 
tuberculosis, pode-se considerar 98,8% 
de especificidade na identificação de M. 
bovis por MALDI-TOF Biotyper.



12

Tabela 2. Identificação dos isolados de tecidos de bovinos e bubalinos com tuberculose por 
PCR (RD4), Sequenciamento (hsp65) e MALDI-TOF Biotyper.

Isolado PCR (RD4) Sequenciamento 
(hsp65) MALDI-TOF Biotyper

1 M. bovis NR Não Identificado
2 M. bovis NR Não Identificado
3 M. bovis NR M. bovis

4 M. bovis NR M. bovis

5 M. bovis NR M. bovis

6 M. bovis NR M. bovis

7 M. bovis NR M. bovis

8 M. bovis NR M. bovis

9 M. bovis NR M. bovis

10 M. bovis NR Não Identificado
11 M. bovis NR M. bovis

12 M. bovis NR M. bovis

13 M. bovis NR M. bovis

14 M. bovis NR M. bovis

15 M. bovis NR M. bovis

16 M. bovis NR M. bovis

17 M. bovis NR M. bovis

18 M. bovis NR M. bovis

19 M. bovis NR M. bovis

20 M. bovis NR M. tuberculosis

21 M. bovis NR M. bovis

22 M. bovis NR Não Identificado
23 M. bovis NR M. bovis

24 M. bovis NR M. bovis

25 M. bovis NR M. bovis

26 M. bovis NR M. bovis

27 M. bovis NR M. bovis

28 M. bovis NR M. bovis

29 M. bovis NR M. bovis

30 M. bovis NR M. bovis

31 Negativo Negativo Não identificado
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32 M. bovis NR M. bovis

33 M. bovis NR M. bovis

34 M. bovis NR M. bovis

35 Negativo M. nonchromogenicum M. nonchromogenicum

36 M. bovis NR M. bovis

37 M. bovis NR M. bovis

38 M. bovis NR M. bovis

39 M. bovis NR M. bovis

40 M. bovis NR Não Identificado
41 M. bovis NR M. bovis

42 M. bovis NR Não Identificado
43 M. bovis NR M. bovis

44 M. bovis NR M. bovis

45 M. bovis NR M. bovis

46 M. bovis NR M. bovis

47 M. bovis NR Não Identificado
48 M. bovis NR M. bovis

49 M. bovis NR M. bovis

50 M. bovis NR M. bovis

51 M. bovis NR M. bovis

52 M. bovis NR M. bovis

53 M. bovis NR M. bovis

54 M. bovis NR Não Identificado
55 M. bovis NR Não Identificado
56 M. bovis NR M. bovis

57 M. bovis NR M. bovis

58 M. bovis NR M. bovis

59 M. bovis NR M. bovis

60 M. bovis NR M. bovis

61 M. bovis NR M. bovis

62 M. bovis NR M. bovis

63 M. bovis NR M. bovis

64 M. bovis NR M. bovis

65 M. bovis NR M. bovis
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66 M. bovis NR M. bovis

67 M. bovis NR M. bovis

68 M. bovis NR M. bovis

69 Negativo Gordonia sp. Gordonia sputi

70 Negativo Gordonia sp. Gordonia sputi

71 M. bovis NR M. bovis

72 M. bovis NR M. bovis

73 M. bovis NR M. bovis

74 M. bovis NR M. bovis

75 M. bovis NR M. bovis

76 Negativo Negativo Não identificado
77 M. bovis NR M. bovis

78 M. bovis NR M. bovis

79 M. bovis NR M. bovis

80 M. bovis NR M. bovis

81 M. bovis NR M. bovis

82 M. bovis NR M. bovis

83 M. bovis NR M. bovis

84 M. bovis NR M. bovis

85 M. bovis NR M. bovis

86 M. bovis NR M. bovis

87 M. bovis NR M. bovis
NR: Não realizado.

Com o propósito de ilustrar a impor-
tância de incluir espectros de referências 
adequados na biblioteca de referências 
para identificação por MALDI-TOF 
Biotyper, avaliaram-se os escores de 
identificação de M. bovis com e sem a 
presença na biblioteca de um MSP de 
M. bovis próprio, gerado a partir dos 

espectros de quatro dos isolados de 
campo obtidos neste trabalho. Para essa 
análise foram utilizados os 72 isolados 
que tiveram a identificação confiável no 
MALDI-TOF Biotyper (Figura 3).
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De modo geral, os escores de identifi-
cação dos isolados de campo de bovinos 
e bubalinos apresentaram valores acima 
do limiar de 1,800. Entretanto, os escores 
de identificação foram significativamente 
superiores após introdução à biblioteca 
de referências do MSP para M. bovis. A 
inclusão do MSP de M. bovis na análise 
resultou em escores de identificação com 
medianas superiores, inclusive, ao limiar 
de 2,300 proposto pela Bruker Daltonics, 
acima do qual a confiabilidade de iden-
tificação de espécie de bactérias em 
geral é alta. Esse resultado demonstra 
que a metodologia aqui proposta para 
identificação de micobactérias permite 
utilizar o mesmo limiar de confiabilidade 
da técnica MALDI-TOF Biotyper habitu-
almente, aceito para a identificação da 

Figura 3. Escores de identificação de isolados de bovinos e bubalinos, com extração proteica por 
MycoLyser e MALDI-TOF Biotyper. Box-plot e intervalo de confiança 95% do logaritmo dos escores 
dos espectros de massas de isolados de campo de bovinos (n=50; esquerda) e bubalinos (n=22, 
direita) após confronto com as bibliotecas de referências BDAL + Myco v.5.0 + M. tuberculosis 
MycoLyser (8224 espectros referência distintos), na ausência ou presença de MSP de M. bovis, 
obtido a partir de quatro isolados de campo deste trabalho. A linha pontilhada indica o valor de 
escore limiar, proposto pela Bruker Daltonics, acima do qual a confiabilidade de identificação de 
espécie de bactérias em geral é alta. **** corresponde a diferença significativa com p<0.0001 (valor 
exato, two-tailed) após teste Wilcoxon.

grande maioria das bactérias, conforme 
descrito na literatura. É importante frisar 
que estes resultados não foram alterados 
quando os 72 isolados de campo foram 
classificados de acordo com o genótipo 
(BACANELLI et al., 2019).

Discussão 
A identificação de micobactérias é 

realizada habitualmente por métodos 
microbiológicos e confirmada por 
métodos bioquímicos (SHITIKOV et al., 
2011) e/ou moleculares (REDDINGTON 
et al., 2011; BARBIER et al., 2017). Os 
métodos bioquímicos para confirmação 
de M. bovis necessitam de quantidade 
considerável de cultura fresca. Além 
disso, o crescimento de M. bovis é lento 
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e normalmente produz poucas colônias, 
o que demanda novo cultivo destas 
para se conseguir material suficiente 
para os testes bioquímicos, tornando 
a metodologia bastante demorada 
(MEDEIROS et al., 2010). Já os 
métodos moleculares baseados em PCR 
permitem uma rápida confirmação de 
colônias de M. bovis, contudo, quando há 
crescimento no meio de cultura de outras 
espécies do CMT ou micobactérias 
ambientais, é necessária a utilização 
de iniciadores específicos para cada 
espécie, ou técnicas complementares, 
como o sequenciamento de DNA. 

Padya e cols. (2015) utilizaram a 
amplificação e o sequenciamento do 
gene 16S rDNA para identificar espécies 
de Mycobacterium de importância para a 
saúde pública em bovinos no Zimbabwe. 
Embora tenham utilizado iniciadores 
específicos para o gênero Mycobacterium 
sp. também amplificaram o gene 16S 
rDNA de espécies de Rhodococcus, 
Nocardia, Tsukamurella e Gordonia, 
demostrando que a técnica PCR isolada, 
baseada apenas no gene 16S rDNA 
não seria suficiente para diferenciar os 
microrganismos encontrados no estudo. 
Esta necessidade de passos adicionais 
eleva o tempo e os custos para a 
correta identificação de espécies de 
micobactérias, além do que muitas vezes 
estes métodos são restritos a laboratórios 
de referência (QUINLAN et al., 2015). 

A metodologia MALDI-TOF tem 
possibilitado a identificação de uma grande 
variedade de espécies bacterianas, entre 
as quais micobactérias, com tempo e 

custo reduzidos (DE CAROLIS et al., 
2014; PIGNONE et al., 2006; LOTZ et 
al., 2010; SALEEB et al., 2011; CHEN et 
al., 2013; BALADA-LLASAT et al., 2013; 
MATHER et al., 2014; RICCHI et al., 
2016; SAMLI; ILKI, 2016; RAVVA et al., 
2017). Contudo, o uso de MALDI-TOF 
para identificação de micobactérias ainda 
é menos satisfatório do que para outras 
bactérias, em virtude dos requisitos de 
preparação de amostra (O’CONNOR et 
al., 2016).

Neste comunicado técnico, relata-
se a identificação de M. bovis por 
espectrometria de massas MALDI-TOF 
em amostras de tecidos de bovinos 
e bubalinos naturalmente infectados, 
isolados em meio sólido, previamente 
identificadas por PCR convencional 
com base na região que flanqueia 
RD4. Foram introduzidas modificações 
metodológicas importantes com o 
protocolo MycoLyser, que possibilitaram 
melhoria na ruptura celular e liberação 
de proteínas micobacterianas. 
Similarmente, O’Connor e cols. (2016), 
usando um método de sonicação 
demonstrou melhoria na identificação de 
isolados do complexo Mycobacterium 
tuberculosis e de micobactérias não 
tuberculosas, diminuição das falhas 
para obter a correta identificação do 
gênero em todos os isolados testados 
e aumento de 50% no número de 
isolados com escore ≥ 2. Saleeb 
e cols. (2011) também utilizaram 
um método modificado de extração 
proteica a fim de melhorar a qualidade 
dos espectros e consequentemente a 
correta identificação de micobactérias. 
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Entretanto, mesmo utilizando protocolos 
aperfeiçoados, aqueles autores não 
conseguiram diferenciar os membros do 
CMT através de MALDI-TOF.

Conforme aqui relatado, a diferenciação 
de M. bovis dos demais membros do 
CMT só foi possível após a inclusão na 
biblioteca Biotyper dos espectros de 
referência de M. bovis e M. tuberculosis 
obtidos com o protocolo MycoLyser. Em 
virtude da incompletude dos bancos 
de dados comerciais, tais como o da 
Bruker Daltonics, a adição de amostras 
de referência locais pode melhorar os 
índices de identificação e diferenciação de 
espécies de micobactérias (LOTZ et al., 
2010; SALEEB et al., 2011; EL KHÉCHINE 
et al., 2011).

A identificação precisa de M. bovis é 
importante tanto para o diagnóstico de 
tuberculose em bovinos quanto para 
estudos epidemiológicos de saúde 
pública, a fim de otimizar o tratamento 
dos pacientes (SILVA et al., 2013; 
CARVALHO et al., 2016), haja vista que 
a tuberculose humana pode ser causada 
por M. bovis, e este patógeno ser 
resistente ao antibiótico pirazinamida, 
de primeira escolha no tratamento 
da tuberculose em humanos (GOH; 
RASTOGI, 2010).

Ainda que a PCR tenha identificado 
com M. bovis um número maior de 
isolados quando comparado ao MALDI-
TOF, este último permitiu a diferenciação 
de forma precisa de membros do CMT e 
de outras micobactérias não causadoras 
de tuberculose, sem a necessidade 
de métodos adicionais. Além disso, os 

resultados do MALDI-TOF foram obtidos 
em até 45 minutos, sendo quatro vezes 
mais rápido do que os de PCR para 
RD4. Considerando a etapa adicional 
de sequenciamento para hsp65 foram 
necessários mais três dias para se obter 
a identificação dos isolados negativos 
por PCR.

Além da rapidez e facilidade na 
preparação das amostras para MALDI-
TOF, outra vantagem na utilização desta 
técnica é o fato de não exigir tantos 
reagentes e materiais descartáveis 
quanto os exigidos pelos métodos 
moleculares, sendo por isso uma 
metodologia mais econômica e mais 
limpa. Segundo Lotz e cols. (2010), 
a economia de custos com MALDI-
TOF é considerável (um euro/amostra) 
em comparação com outros métodos 
moleculares, que podem ser 40 vezes 
mais caros. E embora os investimentos 
iniciais para a aquisição do equipamento 
para espectrometria de massas MALDI-
TOF e do programa computacional 
Biotyper sejam relativamente elevados, 
estes investimentos podem ser 
recuperados em poucos anos, em 
virtude da economia gerada pelo uso 
desta técnica, frente aos métodos 
moleculares (DUSKOVÁ et al., 2012).

Os resultados indicam que MALDI-
TOF Biotyper seja usado como uma 
ferramenta de triagem rápida e de menor 
custo na identificação de M. bovis, 
enquanto que a PCR seria realizada 
somente nos isolados que fossem 
negativos após a análise por MALDI-TOF.
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Conclusão 
O uso do protocolo MycoLyser 

para extração de proteínas aliado ao 
incremento da biblioteca de espectros 
de referência permite a identificação 
confiável de Mycobacterium bovis por 
MALDI-TOF Biotyper, podendo assim 
no futuro viabilizar o diagnóstico rápido, 
preciso e de menor custo de tuberculose 
bovina por espectrometria de massas 
MALDI-TOF.
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