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RESUMO

O MALDI-TOF MS, Espectrometria de Massa de Tempo de Voo por lonizacdo de Dessorcao
a Laser Assistida por Matriz, € uma técnica muito utilizada na Microbiologia Clinica para
identificar patdgenos, principalmente, em amostras de sangue, ja que Seu usO permite
resultados de forma mais répida, possibilitando o tratamento e diagndstico corretos do
paciente. Estudos vém sendo feitos para expandir os tipos de amostras que possam ser
analisadas pelo MALDI-TOF quanto a sua composi¢cdo microbiana, como urina, liquido
cefalorraquidiano e leite. Entretanto, em algumas, o MALDI-TOF ainda requer o cultivo
prévio dos microrganismos para que possam entdo serem analisados. Para otimizar o tempo
de liberacdo dos resultados, pesquisadores tém testado diversos protocolos de forma a
identificar os patogenos diretamente das amostras, pulando a etapa de isolamento dos
microrganismos em placa. 1sso favorece resultados ainda mais rapidos, resultando em melhor
prognostico dos pacientes. Todavia, para amostras de leite, existem estudos sobre a
identificacdo de microrganismos previamente isolados pelo MALDI-TOF e raros sobre
identificacdo direta da amostra. Diante disso, o presente estudo buscou desenvolver uma
metodologia para a identificacdo direta de microrganismos em amostras de leite UHT pelo
MALDI-TOF baseada em uma metodologia de identificacdo direta de amostras de sangue ja
publicada e, também, determinar a sensibilidade diagnostica do MALDI-TOF. Para isso, uma
amostra de leite UHT foi contaminada separadamente com nove cepas bacterianas:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enteroccocus faecium, Enterococcus
faecalis, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
aerogenes e Pseudomonas aeruginosa. Foram utilizadas 3 metodologias diferentes entre si.
As metodologias 1 e 2 consistiram em tratar as amostras previamente com saponina a 5%,
seguida de uma extracdo com acido férmico e acetonitrila, porém foi utilizado leite
semidesnatado no método 1 e leite desnatado no 2. No método 3, as amostras foram tratadas
previamente com saponina a 5%, seguido por extracdo com isopropanol a 75% e extracao
com etanol etilico absoluto a 75%, &cido formico e acetonitrila. Nenhum dos 3 métodos
obtiveram resultados de identificacdo por MALDI-TOF, impossibilitando também, neste caso,
a determinacgdo da sensibilidade diagnostica para esse tipo de amostras. SupBe-se que a ndo
identificacdo das amostras seja devido a composicdo complexa do leite, contendo lipidios que
ndo foram solubilizados e removidos pelos métodos de extracdo. Acredita-se também que as
proteinas do leite se sobrepuseram as proteinas das bactérias, impedindo sua deteccdo. Resta
entdo, desenvolver um protocolo utilizando outro reagente para remover as proteinas e
lipideos do leite para que seja possivel a identificacdo dos microrganismos diretamente do
leite pelo MALDI-TOF.

Palavras-chave: MALDI-TOF; espectrometria de massa; identificacdo bacteriana; leite;
bactérias.



ABSTRACT

MALDI-TOF, Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry, is a technique widely used in Clinical Microbiology to identify pathogens,
mainly in blood samples, as its use allows results faster, enabling the correct treatment and
diagnosis of the patient. Studies have been carried out to expand the types of samples that can
be analyzed by MALDI-TOF regarding their microbial composition, such as urine,
cerebrospinal fluid and milk. However, in some, MALDI-TOF still requires the prior
cultivation of microorganisms so that they can then be analyzed. To optimize the time it takes
to release the results, researchers have been testing several protocols in order to identify
pathogens directly from the samples, skipping the stage of isolating microorganisms on a
plate. This favors even faster results, resulting in a better prognosis for patients. However, for
milk samples, there are studies on the identification of microorganisms previously isolated by
MALDI-TOF and rare on direct identification of the sample. Therefore, the present study
sought to develop a methodology for the direct identification of microorganisms in UHT milk
samples by MALDI-TOF based on a methodology for direct identification of blood samples
already published and also to determine the diagnostic sensitivity of MALDI-TOF. For this, a
sample of UHT milk was separately contaminated with nine bacterial strains: Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Enteroccocus faecium, Enterococcus faecalis,
Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes
and Pseudomonas aeruginosa. Three different methodologies were used. Methods 1 and 2
consisted of pre-treating the samples with 5% saponin, followed by extraction with formic
acid and acetonitrile, but semi-skimmed milk was used in method 1 and skimmed milk in
method 2. In method 3, the samples were pre-treated with 5% saponin, followed by extraction
with 75% isopropanol and extraction with 75% absolute ethyl ethanol, formic acid and
acetonitrile. None of the 3 methods obtained identification results by MALDI-TOF, also
making it impossible, in this case, to determine the diagnostic sensitivity for this type of
samples. It is assumed that the non-identification of the samples is due to the complex
composition of the milk, containing lipids that were not solubilized and removed by the
extraction methods. It is also believed that milk proteins overlapped the bacteria's proteins,
preventing their detection. It remains then to develop a protocol using another reagent to
remove proteins and lipids from milk so that it is possible to identify microorganisms directly
from milk by MALDI-TOF.

Keywords: MALDI-TOF; mass spectrometry; bacterial identification; milk; bacteria.
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1 INTRODUCAO COMPREENSIVA

1.1 MALDI-TOF MS

Para realizar a identificagdo de microrganismos, existem muitas técnicas ja
desenvolvidas e utilizadas baseadas na protedmica, no sequenciamento de genes 16S rRNA e
18S rRNA, métodos imunologicos como Hibridizacdo Fluorescente in situ (FISH), PCR
(reacdo em cadeia da polimerase) em tempo Real e Multiplex- PCR, ensaio de Amplificacdo
Isotérmica Mediada por Loop (LAMP) e ensaio metagendmico. Além desses, tém-se 0s
métodos convencionais: cultura em meios microbioldgicos e identificacdo por testes
bioquimicos (SINGHAL et al., 2015).

Entretanto, devido a limitagcdes dessas técnicas para a caracterizacdo e a diferenciacéo
do proteoma microbiano, como alto custo, processo demorado e banco de dados reduzido, era
necessario um método mais eficaz e veloz (SINGHAL et al., 2015). A espectrometria de
massas tem sido utilizada na quimica por muitos anos, porém, em 1975, Anhalt e Fenselau
sugeriram realizar a identificacdo e caracterizacdo bacteriana por essa técnica (CROXATTO;
PROD’HOM; GREUB, 2012). Entdo, foi desenvolvida a identificacdo microbiana usando a
cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS). Logo, estudos sobre uso de padrdes
de pico de espectrometria de massa para se analisar o perfil bacterianos comegaram a ganhar
destague no meio cientifico (TSUCHIDA; UMEMURA; NAKAYAMA, 2020).

Em 1988, a dessorcdo a laser suave foi desenvolvida por Koichi Tanaka, esta permite a
ionizacdo de proteinas sem destrui-las (TSUCHIDA; UMEMURA; NAKAYAMA, 2020).
Assim, com a evolucdo da ionizagdo suave e com o desenvolvimento do método de ionizagédo
por electrospray (ESI-MS) por B. Fenn, finalmente, em 1995, tornou-se possivel desenvolver
uma nova ferramenta de espectrometria de massas para detec¢do de microrganismos a partir
de um padréo proteico, 0 MALDI-TOF MS: Espectrometria de Massa de Tempo de Voo por
lonizagdo de Dessorgdo a Laser Assistida por Matriz, do inglés, Matrix Associated Laser
Desorption-lonization — Time of Flight Mass Espectrometry (BARBERINO et al. 2017,
FERREIRA, 2019).

Esse método é capaz de identificar bactérias (de forma precisa em nivel de género e
especie), fungos e virus da amostra em questdo de uma forma mais rapida, precisa, facil e

econbmica que 0s métodos convencionais, podendo complementar e até substituir essas
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técnicas convencionais de identificacdo de cepas bacterianas e fungicas (CROXATTO;
PROD’HOM; GREUB, 2012; DE CAROLIS et al., 2014).

Para a identificacdo de microrganismos pelo MALDI-TOF existem os métodos
preparatorios por transferéncia direta (utilizando colbnia bacteriana) e por extracdo de
proteinas, utilizando células intactas ou extratos de células. Este Gltimo método é indicado
para aqueles microrganismos que oferecem mais riscos ou apresentam dificuldades para lisar
a parede celular, sendo a transferéncia direta o método mais facil e indicado para a
microbiologia clinica. Ap6s a semeadura e o crescimento do microrganismo em uma placa de
cultura, uma pequena quantidade da amostra é transferida para um spot (po¢o) da placa de
metal propria do equipamento e se adiciona a matriz (PATEL, 2015). O método de extracéo
se baseia em tratar uma pequena quantidade da amostra com etanol etilico absoluto e agua
Milli-Q seguido de extracdo das proteinas pelo acido férmico 70% e acetonitrila; apds esse
processo, um pequeno volume dessa amostra tratada seré colocado na placa de metal, para,
por fim, adicionar-se a matriz (TSUCHIDA; UMEMURA; NAKAYAMA, 2020).

A matriz utilizada, acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA), é composta por uma
solucdo de acetonitrila e acido trifluoracético, e por absorver a energia do laser, permite a
ionizacdo da amostra fornecendo prétons. Nos dois métodos — transferéncia direta e extracéo,
apos se adicionar a matriz no spot da placa, ela sera cristalizada depois de secar junto com a
amostra. A placa entdo é colocada na cdmara de ionizacdo do espectrdmetro de massa e é lida
pelo equipamento por meio da irradiacdo do laser, que ioniza as proteinas do microrganismo
(SENG et al., 2009; PATEL, 2015; TSUCHIDA; UMEMURA; NAKAYAMA, 2020).

Assim, 0s spots contendo a mistura de amostra com a matriz serdo atingidos por um
laser que dessorvera e ionizara essas moléculas na forma gasosa. Essas moléculas ionizadas
vaporizadas, por sua vez, serdo aceleradas em um capo eletrostatico e lancadas pelo tubo de
vacuo em direcdo ao detector. Os ions menores alcancam o detector mais rapidamente que 0s
ions maiores. Desse modo, a intensidade do sinal serd traduzida em picos, fornecendo o
espectro de massa caracteristico (uma impressdo digital de cada microrganismo); portanto,
espectro de massa representa 0 nimero de ions que atingem o detector ao longo do tempo.
Cada espectro de massa é caracterizado pela razdo massa-carga (m/z), mas, normalmente, a
carga € unica nessa aplicacdo (os ions tém carga unica), logo a diferenciacao é feita pelo peso
molecular (CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012; PATEL, 2015).

Os picos desses espectros correspondem a proteinas ribossomais, proteinas de ligacéo
a DNA e proteinas de choque frio (CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012; TSUCHIDA,
UMEMURA; NAKAYAMA, 2020). O MALDI-TOF utiliza uma faixa de massa m/z de 2 a
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20 kDa, que é normalmente o padrdo caracteristico das proteinas ribossdmicas mais
abundantes (DE CAROLIS et al., 2014; SINGHAL et al., 2015). Os bancos de dados do
MALDI-TOF incluem os principais microrganismos patogénicos, assim o0 espectro obtido
sera comparado com padrdes ja estabelecidos para, por fim, identificar o microrganismo, pois
cada padréo espectral € especifico e caracteristico para cada um (FERREIRA et al., 2010; DE
CAROLIS et al., 2014; TSUCHIDA; UMEMURA; NAKAYAMA, 2020).

Segundo a empresa Bruker (2021), além de proteinas, 0o MALDI-TOF pode detectar
outros analitos, como polimeros, oligonucleotideos e peptideos. Portanto, com essa nova
tecnologia, o processo de identificacdo microbiano pdde ser encurtado em cerca de 1 dia,
sendo vantajoso em compara¢do com os métodos convencionais (TSUCHIDA; UMEMURA,;
NAKAYAMA, 2020).

Desde o seu desenvolvimento até 0 momento, novas técnicas e novos protocolos vem
sendo produzidos para aprimorar a capacidade de deteccdo do MALDI-TOF. Por isso, € uma
tecnologia estendida para varias finalidades, como, para a tipagem de cepas, detec¢do e
controle microbiol6gico de dgua e alimentos, classificacdo taxonémica, auxilia na deteccdo de
resisténcia a antibioticos, identificacdo de microrganismos no sangue, na urina e no liquido
cefalorraquidiano, além de identificar agentes utilizados em guerra bioldgica (SEGAWA et
al., 2014; SINGHAL et al., 2015). Um exemplo de aplicacbes do MALDI-TOF ¢é a deteccdo
de adulteragdo em alimentos, como misturas de 6leo de oliva e 6leo de soja e para a
determinacéo dos niveis de leite de vaca em queijos do tipo feta (BRUKER, 2021).

O MALDI-TOF também é capaz de identificar fungos filamentosos e dermatofitos
com exatiddo (CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012). Logo, ¢ uma tecnologia com
aplicacbes em muitas areas emergentes no campo da microbiologia, gerando uma grande
expectativa entre os microbiologistas para novas aplicaces (SINGHAL et al., 2015).

Existem dois sistemas com seus proprios bancos de dados que sdo utilizados para a
identificacdo bacteriana baseados em MALDI-TOF MS: o MALDI Biotyper (Bruker
Daltonics) e o VITEK ® MS (bioMérieux). Esses dois sistemas tém algumas diferencas como
suas bases de dados, construgdo dos algoritmos de diagnosticos e modo de apresentagdo de
dados, porém, os principios analiticos de ambos sdo similares (TSUCHIDA; UMEMURA,;
NAKAYAMA, 2020).

O sistema Bruker é o mais estudado em publicagdes (PATEL, 2015). Ele transforma o
espectro dos microrganismos em picos, que sdo comparados com picos dos organismos de
referéncia em seu banco de dados. Uma pontuagdo em log é gerada, de 0 a 3. Pontuages

acima ou igual a 2 séo consideradas identificacdes confiaveis a nivel de género e provavel
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espécie. Pontuagdes entre 2.0 e 1.7 indicam resultado confiavel apenas a nivel de género. E
abaixo de 1.7 indica que ndo foi possivel a identificacdo confidavel (TSUCHIDA,
UMEMURA; NAKAYAMA, 2020).

Apesar disso, 0 MALDI-TOF possui algumas limitacGes: banco de dados ainda
reduzido, sendo necesséaria uma atualizacdo constante de sua biblioteca de referéncia, além do
alto custo para obter o equipamento. Entretanto, em alguns casos, como na microbiologia
clinica as vantagens superam as dificuldades do equipamento. Sua capacidade de detecgédo
microbiana rapida e eficaz é fundamental para o uso clinico (CROXATTO; PROD’HOM,;
GREUB, 2012; DE CAROLIS et al., 2014).

1.2 ANALISES DIRETAS PELO MALDI-TOF

1.2.1 Amostras de Sangue

Sepse é uma soma de manifestacbes graves sistémicas causadas por infeccdo. A
doenca € a causa responsavel por 25% da ocupacdo de leitos em Unidades de Terapia
Intensiva (UTIs) e a mortalidade chega a 65% no Brasil (ILAS, 2021). Esse quadro leva a
faléncia de multiplos 6rgdos, podendo causar o falecimento dos pacientes, sendo as infecces
sanguineas umas das maiores responsaveis pelos casos de 6bitos em hospitalizados. Por isso,
é uma das principais causas de morbidade e mortalidade hospitalar tardia no mundo todo (19
milhGes de casos sdo notificados por ano), superando o infarto do miocardio e o cancer
(BARBERINO et al., 2017).

Essa alta mortalidade ocorre principalmente nos pacientes de terapia intensiva em que
ndo houve uma rapida aplicacdo da terapia antimicrobiana (BARBERINO et al., 2017). Esse
atraso no tratamento ocorre devido a pratica usual, que é extensa e trabalhosa, nos
laboratérios clinicos para o manejo de pacientes suspeitos de infeccdo na corrente sanguinea:
cultura de sangue, seguido por coloracdo de Gram, subcultura, identificacdo e teste de
suscetibilidade antimicrobiana (SAFFERT et al., 2012). Por isso, devido a urgéncia desses
casos, é necessario um manejo &gil, com uma deteccdo rdpida do patdgeno causador da
infeccdo para que se possa prontamente aplicar a terapia mais eficaz, ja que o atraso em
aplicar o tratamento a cada hora, nesses casos de sepse, esta relacionado a diminuicdo da
sobrevida de quase 8% dos pacientes (MARCH-ROSSELLO et al., 2013).

Na clinica, os microrganismos sao classificados pela hemocultura, o padrdo-ouro,

testes bioquimicos e metabdlicos, e, dependendo do microrganismo, pode levar entre 24 a 48
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horas ou entdo semanas para a identificacdo do patégeno (PASTERNAK, 2012; DE
CAROLIS et al., 2014). Isso contribui para o atraso no diagnostico e no tratamento do
paciente, podendo causar a morte dele, ja que muitas vezes 0s pacientes acabam sendo
tratados com o antibiotico inadequado. Os laboratérios de microbiologia clinica demandam
técnicas de identificacdo microbiana precisas, baratas, rapidas e confiaveis para que assim a
terapia antimicrobiana seja aplicada o quanto antes (SINGHAL et al., 2015).

Por isso, devido a demora entre a coleta das amostras e a disponibilizacdo dos
resultados das hemoculturas e visando reduzir a mortalidade, métodos de biologia molecular
foram desenvolvidos, como o teste baseado em sonda (PNA-FISH) e PCR, sendo alguns
inseridos nas rotinas laboratoriais (DE CAROLIS et al., 2014; BARBERINO et al., 2017).

No cotidiano dos laboratorios, as amostras clinicas sdo desenvolvidas em meio de
cultura para que se possa isolar em colénias os microrganismos. Esses patdgenos sdo
analisados pelas suas colonias, coloragdo de Gram, quantidade de microrganismos e
informacdes clinicas do paciente. ApGs esse procedimento, 0s microrganismos podem ser
identificados pelo MALDI-TOF (TSUCHIDA; UMEMURA; NAKAYAMA, 2020).

Assim, o MALDI-TOF incluido na rotina dos laboratérios de microbiologia clinica
auxiliou e agilizou esse processo, liberando resultados em menos de uma hora (CROXATTO,;
PROD’HOM; GREUB, 2012). Entretanto, o padrdo-ouro utilizado nos laboratérios continua
sendo a hemocultura para os casos de infeccdes da corrente sanguinea, sendo necessario o
cultivo do material para que possa, por fim, ser lido pelo equipamento. Todo esse processo até
o laudo final leva em torno de 18 a 24 horas, e mesmo sendo otimizado com 0 MALDI-TOF,
ainda é vital para alguns pacientes a reducdo do tempo para um melhor progndstico
(BARBERINO et al., 2017; PROD’HOM et al., 2020).

Por isso, pesquisas vém sendo feitas com o propdsito de encurtar esse processo de
identificacdo de amostras clinicas (sangue, urina, liquido cefalorraquidiano) pelo MALDI-
TOF através de uma identificacdo direta, ou seja, sem realizar a cultura dos microrganismos.

A identificacdo de bactérias diretamente de amostras de sangue positivas, ou seja, de
frascos de hemocultura (cultura de garrafa de sangue), no entanto, & mais desafiadora devido a
interferéncia analitica. Os componentes celulares, proteinas e cristais podem interferir nos
espectros do MALDI-TOF e divergir dos espectros caracteristicos dos microrganismos
cultivados em meio de cultura solido, reduzindo a qualidade dos resultados. Logo, esses
componentes devem ser retirados ou reduzidos antes da analise do equipamento (SAFFERT et
al., 2012; MARCH-ROSSELLO et al., 2013).
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Dessa forma, sdo necessérias etapas de pré-tratamento para separar as celulas
bacterianas dos componentes interferentes. Existem alguns métodos de purificacdo para
preparar as amostras para serem analisadas pelo MALDI-TOF, tais como, centrifugacao
diferencial, separadores de soro, pré-incubacdo em meio vendido e inducdo da lise celular
tratando a amostra com detergente, dodecilsulfato de sddio (SDS), saponina, Tween 80,
cloreto de aménio e protocolos comerciais: Kit SepsiTyper® da Bruker (Bruker Daltonics), o
kit de hemocultura VITEK ® MS (bioMérieux) e o kit BACpro ® Il (Nittobo Medical Co.,
Toquio, Japdo) (MARCH-ROSSELLO et al, 2013; TSUCHIDA; UMEMURA;
NAKAYAMA, 2020). O kit SepsiTyper® produz resultados com taxas de identificagéo
precisas, com limite de detecgdo de 5,9 X 10° UFC, porém seu uso é limitado devido ao seu
alto custo (DE CAROLIS et al. 2014; CHIEN et al., 2016).

Na literatura podem ser encontradas algumas técnicas visando esse objetivo, com
resultados promissores. Para a identificacdo de bactérias em caldos de hemocultura positivos,
Moussaoui et al. (2010) testaram um novo protocolo baseado em tubos de coleta com géis
separadores com algumas etapas adicionais de centrifugacdo e lavagens. No total, foram 503
amostras analisadas e 532 microrganismos identificados, sendo 89,66% de identificacdes
corretas pelo MALDI-TOF. 95,22% das amostras monomicrobianas foram identificadas
corretamente em nivel de espécie e foi identificada pelo menos uma das espécies presentes na
maioria das amostras polimicrobianas (80,9%). Sendo assim, esse protocolo produz resultados
favoraveis, auxiliando no encurtamento do tempo para identificacdo de bactérias isoladas de
hemoculturas, reduzindo os custos para o diagnéstico e também auxiliando na escolha do
tratamento com antimicrobiano.

Altun et al. (2015) realizaram a identificacdo rdpida de bactérias de frascos de
hemoculturas positivos pelo MALDI-TOF ap6s incuba-las em meio sélido por 2,5 e 5,5h. Ao
comparar com 0s métodos convencionais, se observou que as taxas de identificacdo na
incubacdo por 5,5h se equiparam com os resultados obtidos pela identificacdo direta por
frascos de hemocultura. Esse estudo, de no total 515 amostras, identificou com precisdo 300
isolados em 2,5h e 424 isolados em 5,5h. Sendo assim, esse método de identificacdo apds
cultura de curto prazo se mostrou benéfico para a identificacdo de microrganismos em frascos
de hemocultura que tenham crescimento monomicrobiano, pois € um método confiavel,
rapido e facil e ndo requer reagentes ou Kits extras e etapas adicionais. Apenas, possui a
limitacdo de que néo foi testado para amostras polimicrobianas.

No estudo de Prod’hom et al. (2020) foi desenvolvida uma técnica utilizando cloreto

de amonio para lisar as hemécias a fim de preparar um pellet bacteriano das hemoculturas
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positivas para que possa ser analisado pelo MALDI-TOF. O trabalho obteve 78,7% de
identificagOes dos pellets, sendo 96 identificagdes de 122 no total de hemoculturas positivas.
Das 96 identificacbes, 95 estavam corretas a nivel de espécie e 1 estava correta somente a
nivel de género, sendo que nenhum dos resultados obtidos pelas analises do MALDI-TOF
discordaram com a identificagdo pelos métodos convencionais. Em vista disso, esse método
com cloreto de aménio é vantajoso para reduzir o tempo e custo das identificacBes dos
agentes etioldgicos de infeccbes da corrente sanguinea. Entretanto, sdo necessarios mais
estudos para aprimorar a técnica e confirmar os resultados com mais cepas.

Zhou et al. (2017) desenvolveram um protocolo interno em que ha etapas de lavagem
com SDS e 0 uso de gel separador para a identificacdo direta de microrganismos de caldos de
hemoculturas positivos, porém utilizando granulos de vidro para bactérias e utilizando
Tween-20 para leveduras. O estudo, entdo, comparou os resultados obtidos nas analises
utilizando o protocolo do kit SepsiTyper® com os resultados obtidos do protocolo interno,
sendo os resultados comparaveis entre as duas técnicas. O método interno, embora seja mais
trabalhoso e demorado, atingiu resultados precisos em nivel de espécie (88,7%) e género
(3,9%) em todas as amostras de caldo de hemocultura monomicrobianas, porém teve melhor
desempenho para as bactérias Gram negativas (92,8%) do que para Gram positivas (82,4%).
Também esse novo protocolo obteve identificacdo precisa para anaerdbios (80%) e leveduras
(90%). Nos casos de amostras polimicrobianas (foram 17 de 301 amostras no total) foram
identificadas corretamente apenas uma unica espécie presente no modo Padrdo e duas
espécies no modo Mixed (em 52,9% das amostras). Embora o trabalho mostre estes resultados
e seja um método eficaz, € uma técnica mais demorada que a do kit SepsiTyper® e sdo
necessarios mais estudos utilizando amostras clinicas.

Saffert et al. (2012) avaliaram trés métodos de preparacdo a respeito de seu potencial
de identificacdo correta das amostras de caldos de hemoculturas por identificacdo direta pelo
MALDI-TOF: centrifugacdo diferencial, 10% de SDS e o kit SepsiTyper®. Apesar dos
valores de corte terem sido reduzidos para melhorar a porcentagem de identificagdo desses
métodos preparatorios, seus resultados sdo positivos: 65% de identificagbes corretas para o
género e 43% para espécie quando realizada a centrifugacédo diferencial. Para os métodos SDS
e SepsiTyper®, foram 76% de identificacbes corretas a nivel de género e 49% para SDS e
54% para SepsiTyper® a nivel de espécie. Um ponto negativo para o estudo seria a limitacao
na identificacdo direta de amostras polimicrobianas, pois s6 foram identificados pelo MALDI-
TOF apenas 1 de 2 microrganismos de cada amostra. Sendo assim, ndo houve nenhuma

diferenca significativa estatisticamente na atuacdo dos 3 métodos preparatérios, porém,
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qguando o microrganismo era Staphylococcus aureus, as etapas com SDS e o kit SepsiTyper®
obtiveram uma melhor identificagdo que a centrifugacdo diferencial. Diante disso, pode-se
sugerir que usando a lise quimica na preparacao facilita a identificacdo direta de caldos de
hemocultura pelo MALDI-TOF.

Em vista de substituir o kit SepsiTyper® devido ao seu alto custo e identificar
diretamente amostras de caldo de hemocultura positivas, alguns estudos desenvolveram
protocolos baseados na solucdo de lise de saponina também. As saponinas sdo glicosideos
encontrados em plantas e tém a capacidade de atuar de forma hemolitica, moluscicida,
antifungica/antilevedura, antiviral, antiparasitico, anti-inflamatorio e citotoxico/antitumoral
(WYKOWSKI, 2012). A saponina entdo solubiliza as células sanguineas, ndo afetando as
membranas dos microrganismos (FERRONI et al., 2010).

O estudo de Barberino et al. (2017) desenvolveram um método capaz de identificar
bactérias e fungos de levedura diretamente de frascos de hemoculturas positivas por
espectrometria de massa (MALDI-TOF pelo sistema VITEK MS) aprimorando um protocolo
interno, obtendo resultados em menos de duas horas. Utilizando a saponina a 2% como
solucdo de lise, esse protocolo conseguiu identificar corretamente 84% dos microrganismos a
nivel de espécie, sendo identificadas corretamente 93,43% das bactérias Gram-negativas e
78,85% das bactérias Gram-positivas. Apds uma comparacdo desses resultados com o0s
resultados de métodos convencionais (microrganismo isolado em meio s6lido), se concluiu
que o estudo produziu resultados confidveis e precisos utilizando o MALDI-TOF, sendo um
método de sucesso, facil e rapido.

Martiny, Dediste e Vandenber (2012) também buscaram substituir o kit SepsiTyper®
avaliando o desempenho analitico e pratico de um método interno, adaptado de protocolos
anteriores baseando-se em uma solucdo de lise de saponina a 5%. Seu método interno possuli
algumas modificacbes em comparacdo a estudos anteriores, como reagentes utilizados e
centrifugacdo, e a necessidade de uma etapa de extragdo. Esse protocolo produziu 86,4% de
identificacdo de género correta e 73,7% de identificacdo de espécie correta; porém utilizou
pontos de cortes abaixo do usual recomendado pelo manual do equipamento. Ao comparar
seus resultados com os resultados do kit SepsiTyper®, apresentou 78% para identificagéo
correta de género e 68,4% para identificacdo correta de espécie. Portanto, esse método
desenvolvido produziu resultados semelhantes ao kit ja oferecido no mercado; além disso, o
método interno é mais barato, cerca de dez vezes mais, e reduz o tempo de resposta em 20

minutos quando comparado ao método comercial.
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Também utilizando a saponina como base para extracdo, tem-se o estudo de Chien et
al. (2016), que desenvolveram um método interno de extracdo para avaliar o desempenho do
MALDI-TOF para a identificacdo de bactérias e fungos diretamente de frascos de
hemoculturas positivas. Baseando-se em um protocolo ja descrito, foi utilizada uma solucao
de saponina a 5% com pequenas alteracdes (centrifugacdo e adicdo de etapa de extragdo com
acido formico). Quando comparados com os resultados dos testes convencionais, Sseus
resultados foram 89,9% e 73,1% de identificacdo em nivel de género e especie,
respectivamente. No entanto, a pontuacdo de confianca para leveduras foi menor que a
pontuacdo das bactérias; por isso, sdo necessarios alguns ajustes nesse procedimento de
extracdo de proteinas para uma melhor taxa de identificagdo quando leveduras séo analisadas.

Ja no estudo de Ferroni et al. (2010), que também utilizou um protocolo com saponina
porém com algumas pequenas alteracbes (etapas de lavagens, reagentes utilizados e seus
respectivos volumes, e diferencas na etapa de extracdo) obteve 91% de identificacdo confiavel
a nivel de espécie, 5% a nivel de género e 2% a nivel de familia, em um tempo consideravel
(20 minutos), nas amostras contaminadas experimentalmente; em apenas 2% das amostras
ndo foram identificados o microrganismo. Nas hemoculturas de pacientes, esse protocolo
obteve uma identificacdo em 98% do total de amostras. O método foi capaz de promover
resultados confiaveis e rapidos. Entretanto, houve dificuldades para a identificacdo de mais de
uma bactéria quando eram hemoculturas mistas de pacientes e também o0s espectros obtidos
das hemoculturas eram inferiores aos obtidos pelo método padréo.

Diante do exposto, nota-se que esses estudos para o desenvolvimento de métodos
preparatdrios para leitura e analise pelo MALDI-TOF de caldos de hemoculturas positivos
possuem varias limitacbes e necessitam de aprimoramentos. Por exemplo, a identificacdo de
amostras polimicrobianas, ndo conseguem identificar nenhum dos patdégenos ou identificam
apenas um, e, as identificacbes sdo melhores em amostras Gram-negativas do que em Gram-
positivas devido a estrutura da parede celular das Gram-positivas (TSUCHIDA; UMEMURA,
NAKAYAMA, 2020). Ademais, sdo necessarios mais estudos para que se possa de fato

inserir na rotina laboratorial clinica esses novos protocolos.
1.2.2 Amostras de Urina
As infecgdes do trato urinario sdo as infecgdes bacterianas mais comuns,

principalmente em mulheres. Além do desenvolvimento desses novos protocolos de

identificacdo direta pelo MALDI-TOF para amostras sanguineas, também estdo sendo
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testadas novas técnicas para amostras de urina. Assim como 0 manejo rapido com antibidticos
adequados para pacientes com sepse € crucial para um bom progndstico, para aqueles que
sofrem com cistite também € necessario um tratamento correto e o mais especifico para o
microrganismo causador da infec¢do (OROS et al., 2020).

Porém, ainda, os métodos de cultura de urina sdo utilizados para identificacdo de
microrganismos, sendo o padrdo-ouro, j& que por meio da urocultura se pode quantificar e
identificar as espécies patogénicas (FERREIRA et al., 2010). Normalmente, a urocultura leva
em torno de 18 a 48 horas para identificar os microrganismos. Ainda, para o teste de
sensibilidade aos antimicrobianos sdo necessarias mais 18 a 24 horas (LI et al., 2019). Porém,
estudos mostraram que a identificacdo para esse tipo de amostra necessita de uma carga
bacteriana acima de 10° UFC/mL (DE CAROLIS et al., 2014).

A vista disso, Li et al. (2019) realizaram a anélise pelo MALDI-TOF sem o cultivo
prévio de amostras de urinas positivas seguindo protocolos baseados em centrifugacdo
diferencial e lavagens do pellet. Obteve-se 86,42% de identificagOes corretas em 1 hora em
amostras com um Unico microrganismo. O estudo apresentou algumas limitacbes como as
identificacbes das bactérias Gram-negativas que foram melhores que Gram-positivas e 0
método foi mais efetivo em amostras que continham apenas um microrganismo.

Ferreira et al. (2010) desenvolveram um protocolo para identificacdo de
microrganismos em urina também baseado em centrifugacdo diferencial e lavagens do pellet
porém com algumas diferencas do estudo anterior (como tempo de centrifugacéo, etapas de
lavagem e etapa de extracdo). Obteve-se 91,8% de identificacBes corretas a nivel de espécie e
92,7% a nivel de género. Além disso, apresentou resultados melhores para microrganismos

Gram-negativos.

1.2.3 Culturas Mistas

As infeccdes de corrente sanguineas podem ser causadas por mais de um
microrganismo. Normalmente, nesses casos de culturas polimicrobianas, as bactérias devem
ser isoladas em cultura pura antes da andlise; contudo, isso aumenta 0 tempo necessario para
concluir o diagnostico. Por isso, ha estudos que buscam a identificacdo de microrganismos
diretamente de amostras polimicrobianas pelo MALDI-TOF sem o isolamento em culturas

puras, o que é particularmente dificil (FLORIO et al., 2019).
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Zhang, Smart e Sandrin (2015) aplicaram um biomarcador e um coeficiente de
similaridade ja utilizados na identificacdo de bactérias individuais em culturas puras e
misturas simples para a caracterizacdo de amostras polimicrobianas pelo MALDI-TOF.
Embora com resultados promissores, € necessario otimizar a técnica para caracterizar
rapidamente misturas bacterianas complexas.

Almuhayawi et al. (2020) analisaram o desempenho do MALDI-TOF na identificagéo
direta de amostras polimicrobianas de frascos de hemocultura por meio da utilizacdo de um
método interno com saponina e compararam com 0s resultados do método FilmArray. O
MALDI-TOF obteve apenas 27,8% de identificagdes dos isolados, detectando somente um
dos microrganismos na maioria das amostras. Assim, o0 MALDI-TOF né&o obteve resultados
satisfatorios e apresentou limitacGes para esse tipo de amostras.

Scohy et al. (2018) realizaram a identificacdo direta de hemoculturas polimicrobianas
pelo kit SepsiTyper®. O estudo identificou completamente 34,3% dos frascos de hemocultura
testados, detectando em mais da metade das amostras um dos microrganismos presentes nos
frascos. No entanto, sdo necessarios mais estudos para aperfeicoar a técnica.

Outro exemplo para a identificacdo de culturas polimicrobianas pelo MALDI-TOF é o
trabalho de Florio et al. (2019), baseado pelo crescimento de curta duragdo em cultura em
meio liquido seletivo, a partir de microrganismos recuperados de hemoculturas positivas
polimicrobianas pela identificagdo por MALDI-TOF MS. Esse método identificou
corretamente 86% das bactérias presentes nas hemoculturas com dois organismos, fornecendo
resultados 24 horas antes dos métodos convencionais.

Devido as dificuldades encontradas e diante dos resultados ja existentes na literatura,
sd0 necessarios estudos mais aprimorados para se desenvolver uma metodologia que possa
identificar diretamente amostras com mais de um microrganismo. Assim, o uso do MALDI-
TOF na clinica podera ser expandido e auxiliar os profissionais da saude do diagndstico e

tratamento de seus pacientes.

1.2.4 Outras Aplicactes do MALDI-TOF

O MALDI-TOF também pode facilitar a deteccdo de mecanismos de resisténcia a
antibioticos e realizar a tipagem bacteriana, como foi relatado por Nix et al. (2020). Seu
trabalho investigou um novo método para acelerar ainda mais o diagnostico de sepse pela
identificacdo de resisténcia a meticilina, sendo também mais econémico; porém, é um método

recentemente desenvolvido e por isso necessita de padronizacao, requerendo mais pesquisas.
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Também o MALDI-TOF pode ser util na identificacdo bacteriana do liquido
cefalorraquidiano. Segawa et al. (2014) demonstraram que o0 MALDI-TOF pode ser utilizado
para a deteccdo direta de microrganismos causadores de meningite bacteriana, pois sua
identificacdo obteve uma pontuacdo confiavel (acima de 2,0, correspondendo ao nivel de
espécie). No entanto, os autores destacam que a baixa carga bacteriana e o volume pequeno de
amostra podem dificultar o uso dessa técnica nesse tipo de amostra. As revisdes de Sanchez et
al. (2019) e de De Carolis et al. (2014) demonstram esse impacto do MALDI-TOF nas
técnicas de deteccdo de microrganismos, principalmente na satde publica. Além disso, sua
capacidade de rapida deteccdo de mecanismos de resisténcia o torna util para monitorar a
epidemiologia de patdgenos resistentes ou virulentos para uma rapida contengéo de surtos.

1.3 MICROBIOTA E PATOGENOS DO LEITE BOVINO

A Instrugcdo Normativa—-51, da Secretaria de Agricultura e Abastecimento-
Coordenadoria de Defesa Agropecuaria do Estado de Sdo Paulo (2002), define leite como
“[...] o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condi¢des de higiene, de vacas
sadias, bem alimentadas e descansadas”.

O leite € uma mistura composta por agua, lactose, gorduras, proteinas e minerais
(OLIVEIRA et al., 2010; BARREIRO, 2015). A quantidade desses componentes pode variar,
principalmente a fragdo de gordura. Assim, o leite é uma mistura nutritiva e complexa, tendo
grande importancia na alimentacdo (DIAS, 2007; MENEZES et al., 2014). O leite esta
presente em grande quantidade no dia a dia dos brasileiros, seja o leite em si ou nos seus
derivados. O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de leite (BRASIL, 2021). Assim, a
producdo, a venda e o consumo do leite bovino tém impacto na agropecudria, na economia,
salide e outras areas da populacgéo brasileira (BARREIRO, 2015).

A qualidade e as propriedades do leite sdo afetadas por algumas condicdes, como,
salde, alimentacdo e manejo dos animais, qualidade da mao-de-obra e manejo adequado dos
equipamentos (desde durante a ordenha, a refrigeracao e até o transporte). Tais fatores podem
alterar a composicao, sabor, cheiro e viscosidade do leite e contribuir com a presenca de
microrganismos indesejaveis. (DIAS, 2007; PINHEIRO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010;
BARREIRO, 2015). Isso pode causar surtos alimentares acarretando em prejuizos
econémicos. Além disso, a presenca de microrganismos no leite também é favorecida pela sua
composigdo nutritiva. Por isso, técnicas de controle microbiolégico e de qualidade do leite sdo

importantes para preservar a satde do consumidor (MENEZES et al., 2014).
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O leite ao ser secretado é estéril, porém ao ser retirado pode se contaminar com
microrganismos da propria glandula maméria, pelo manuseio de quem esta fazendo a
ordenha, durante o armazenamento e de fontes ambientais. Durante a ordenha, o leite pode ser
contaminado com bactérias Gram-positivas como Micrococcus spp., Corynebacterium spp. e
de Streptococcus spp. A microbiota contaminante do leite € composta por bactérias que se
multiplicam no leite sob refrigeragdo (Pseudomonas, Enterococcus, Lactococcus,
Streptococcus,  Leuconostoc,  Lactobacillus,  Microbacterium,  Propionobacterium,
Micrococcus, Proteus, Bacillus e Listeria) e também coliformes fecais (MENEZES et al.,
2014).

Também Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Escherichia, Edwardsiella, Citrobacter,
Salmonella, Shigella, Proteus, Yersinia, Clostridium, Acinetobacter, Alcaligenes,
Flavobacterium, Aeromonas, Arthrobacter, Corynebacterium, Brevibacterium e
Propionibacterium afetam a qualidade do leite e muitos desses microrganismos podem levar a
doencas nos consumidores. Essas bactérias podem ser transmitidas pelo leite aos seres
humanos causando doencas zoonoticas como difteria, yersiniose, salmonelose, brucelose,
micobacteriose, febre Q, colibacilose, campilobacteriose e listeriose (MENEZES et al., 2014).

Além de zoonoses, esses microrganismos no leite causam doengas nas vacas que
alteram a qualidade e caracteristicas do leite. Por exemplo, Staphylococcus aureus,
Streptocccus agalactiae, Streptococcus dysgalactiaee, Corynebacterium, Streptococcus
uberis, Escherichia coli, Klebsiella sp., Mycoplasma bovis e estafilococos coagulase negativa
causam mastite, uma inflamacéo da glandula mamaria sendo na maioria das vezes subclinica.
Essa doenca causa muitos prejuizos econdmicos ao produtor e a industria, pois devido a
inflamagdo provocada, h4 um aumento das células somaticas resultando em alteracfes de

composicdo do leite, reduzindo a qualidade do alimento (BARREIRO, 2015).

1.4 IDENTIFICACAO DIRETA DE AMOSTRAS POSITIVAS DE LEITE PELO MALDI-
TOF

Devido aos prejuizos econémicos e na saude dos consumidores e dos animais, é
imprescindivel um controle dessas doencas, pois afetam as vacas e, por conseguinte, afetam o
leite produzido por elas (DIAS, 2007; MENEZES et al., 2014).

A identificacdo das bactérias no leite ainda se baseia nos testes fenotipicos que levam
mais tempo para produzir resultados. Esses testes também apresentam outras dificuldades,

como, algumas estirpes dentro de espécies de bactérias podem levar a falsos resultados in
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vitro por terem pequenas diferencas bioquimicas. Ainda, a expressao de algumas propriedades
fenotipicas é dependente de mudancas nas condi¢cdes ambientais, como o pH e temperatura.
Devido a essa subjetividade nesses testes, tem se buscado técnicas moleculares e proteémicas
de identificacdo bacteriana (RODRIGUES, 2016).

Sabendo-se disso, além do uso para diagnostico clinico, 0 MALDI-TOF auxiliou na
deteccdo e identificacdo de microrganismos, especificamente, causadores de mastite bovina
em amostras de leite por meio de col6nias isoladas apds cultura delas (BARREIRO, 2015).
Nos casos de mastite, a técnica de identificacdo pelo MALDI-TOF pode ser util no controle
de adulteracédo do leite e seus derivados por meio da identificacdo de proteinas alteradas e de
microrganismos que causam a sua deterioracdo (RODRIGUES, 2016).

Wilson et al. (2019) compararam a identificacdo de isolados microbianos de amostras
de leite apos cultura em placas de agar em 3 métodos, testes bioquimicos, MALDI-TOF MS e
analise de sequéncia de genoma parcial de rRNA 16S. Seus resultados indicam alta
concordancia de identificacdo para os 3 métodos, sendo concordancia maior entre 0s
resultados do MALDI-TOF e andlise de 16S rRNA. Portanto, para controlar a qualidade do
leite e da saude do Ubere, os 3 métodos podem ser utilizados para identificar bactérias isoladas
do leite. Jahan et al. (2021) avaliaram a concordancia da identificacdo de bactérias isoladas de
amostras de leite pelo MALDI-TOF e pelo sequenciamento do gene 16S rDNA. Os resultados
demonstraram que ha concordancia entre os dois métodos, sendo 98% a nivel de género e
74% de concordancia a nivel de espécie. Assim, o estudo confirmou que o MALDI-TOF
possui alto nivel de precisdo para identificacdo de microrganismos comuns causadores de
mastite bovina, podendo substituir os metodos usuais de identificagdo em amostras de leite
cru.

No entanto, como citado anteriormente, as analises pelo MALDI-TOF requerem o
cultivo microbioldgico das amostras, sendo essa uma etapa demorada para microrganismos
causadores de mastite: em torno de 5 a 7 dias para cultivo e assim, obter resultados. Dito isso,
testar e desenvolver metodologias que possam analisar e identificar diretamente amostras de
leite, ou seja, pulando a etapa de cultivo dos patogenos, facilitaria e aceleraria a caracterizagdo
bacteriana precisa, contribuindo para 0 manejo rapido e controle de doencas (BARREIRO et
al., 2010).

Por isso, o0 estudo de Barreiro (2015) teve como objetivo avaliar a identificacdo das
bactérias causadoras de mastite de amostras de leite contaminadas experimentalmente pelo
MALDI-TOF, sem a etapa de cultura microbioldgica. Utilizando o kit SepsiTyper®, o estudo

conseguiu identificar todas as cepas testadas pelo MALDI-TOF diretamente do leite, porém
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com contagem bacteriana diferentes para cada espécie bacteriana. Além disso, também foi
avaliada a eficicia da identificacdo direta desses patdgenos causadores de mastite pelo
MALDI-TOF quando essas amostras de leite sdo pré-incubadas utilizando o kit SepsiTyper®
comparados a anélise de col6nias. Este ultimo protocolo, no entanto, apresentou baixa eficacia
para identificacdo direta pelo MALDI-TOF.

Entretanto, se h& poucas referéncias sobre identificacdo de amostras de leite pelo
MALDI-TOF, mais raros ainda séo os estudos sobre a identificacdo direta de microrganismos
do leite pelo MALDI-TOF. Sabendo-se disso e visto que protocolos para amostras de sangue
e urina ja estdo sendo bem elucidados, decidiu-se por adaptar protocolos ja estabelecidos para
esses tipos de amostras baseados na acdo de lise celular da saponina porém para amostras de
leite, a fim de identificar diretamente microrganismos pelo MALDI-TOF, sem a etapa de
cultivo microbiologico e determinar a sensibilidade diagndstica da técnica. Foram testadas
nesse trabalho as espécies bacterianas Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Steptococcus agalactiae, Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes e Pseudomonas aeruginosa.

1.5 JUSTIFICATIVA

Sabendo da importancia de diagnosticar precocemente microrganismos na
microbiologia clinica, novas metodologias de identificacdo direta, ou seja, sem a etapa de
cultivo, de amostras pelo MALDI-TOF devem ser desenvolvidas e protocolos ja estabelecidos
devem ser aprimorados e otimizados.

Ainda, ndo sé a clinica, mas outras areas também sdo afetadas pela demora em
identificar microrganismos que possam ser prejudiciais, como areas de controle
microbioldgico. Os setores industriais, alimenticios (que inclui saide dos animais, higiene de
equipamentos, manuseio correto) e ambientais (como qualidade da &gua), entre outros,
necessitam de resultados precisos, confidveis e répidos. Indiretamente, a contaminagdo
microbiologica nesses ambitos também afeta a saude da populagdo, além de atingir outros
setores como a economia.

Com o desenvolvimento de um protocolo para identificagdo sem cultivo prévio de
amostras de leite, surge oportunidade para aplicacdo e também pesquisas de novas técnicas

para outros tipos de amostras, expandindo as areas de aplicacdes do MALDI-TOF.
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1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo geral

Este trabalho tem por interesse avaliar a deteccdo de microrganismos diretamente de

amostras de leite processado UHT pelo MALDI-TOF por meio de um protocolo adaptado.

1.6.2 Objetivos especificos

a) Testar e avaliar a eficicia de um protocolo com metodologia usada para amostras de
sangue baseado na lise celular por uma solucdo de saponina a 5% adaptado para
amostras de leite UHT;

b) Determinar a sensibilidade diagnéstica do MALDI-TOF para a identificacdo direta

de microrganismos no leite UHT em amostras experimentalmente contaminadas.
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RESUMO

O MALDI-TOF MS, Espectrometria de Massa de Tempo de Voo por lonizacdo de Dessorcao
a Laser Assistida por Matriz, € uma técnica muito utilizada para a identificacdo microbiana,
principalmente na clinica em amostras de sangue e urina. Como o método tem a vantagem de
produzir resultados precisos e confidveis mais rapidamente que as técnicas convencionais,
desde seu desenvolvimento, tem-se estudado novas metodologias para ampliar a aplicacdo da
técnica. Porém, para realizar a identificacdo bacteriana pelo MALDI-TOF, ainda € necessario
o cultivo das amostras, tornando o diagndstico correto mais demorado. Por isso, pesquisas
vém sendo feitas para identificar diretamente amostras pelo MALDI-TOF, ou seja, sem
cultivo dos microrganismos, como amostras de sangue, urina, liquido cefalorraquidiano e leite
tambem. Estudos mostraram que o0 MALDI-TOF é capaz de identificar amostras do leite
quando o microrganismo é previamente cultivado. No entanto, poucos estudos testaram a
possibilidade de identificar diretamente amostras de leite pelo MALDI-TOF. Sendo assim,
esta pesquisa objetivou desenvolver uma metodologia para a identificacdo direta de amostras

de leite pelo MALDI-TOF sem a etapa de cultivo microbiologico e, também, determinar a



25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

26

sensibilidade diagnostica do MALDI-TOF para esse tipo de amostras. As amostras de leite
UHT foram contaminadas experimentalmente com Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Streptococcus agalactiae,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes e Pseudomonas
aeruginosa, e foram testados 3 protocolos diferentes. Nos métodos 1 e 2 as amostras foram
tratadas com solucdo de lise de saponina a 5% e a extracdo baseada em &cido formico e
acetonitrila, com pequenas modificacdes. O método 1 utilizou leite semidesnatado UHT e o
método 2 utilizou leite desnatado UHT. O meétodo 3 utilizou leite desnatado UHT e as
amostras passaram por um pré-tratamento com saponina 5%, isopropanol 75% e etapa de
extracdo com etanol etilico absoluto 75%, acido formico e acetonitrila. Entretanto, os métodos
ndo foram eficazes e ndo identificaram os microrganismos. Acredita-se que a composicao
complexa do leite, como lipidios e proteinas, interferiu e impossibilitou as identificacdes
bacterianas. A vista disso, é preciso rever os reagentes utilizados para desenvolver um novo
protocolo que permita remover esses interferentes do leite, de forma que seja possivel

identificar microrganismos diretamente de amostras de leite pelo MALDI-TOF.

Palavras-chave: MALDI-TOF; espectrometria de massa; identificagdo bacteriana; leite;

bactérias.

1 INTRODUCAO

A Espectrometria de Massa de Tempo de Voo por lonizacdo de Dessorcdo a Laser
Assistida por Matriz, o MALDI-TOF MS, é uma técnica introduzida em 1995 e desde entdo
vém sendo utilizada, pois permite identificar microrganismos de uma forma mais répida,
precisa e sensivel em nivel de género e espécie em comparacdo aos métodos convencionais,

como cultura em meios microbiologicos, testes bioguimicos, PCR (reacdo em cadeia da
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polimerase), SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato
de sodio), FISH (hibridizacéo in situ fluorescente), LAMP (amplificacdo isotérmica mediada
por loop), MicroArrays e ensaios metagendmicos (Barberino et al., 2017; Singhal et al.,
2015).

De forma resumida, a técnica consiste em, apds tratar a amostra com lavagens e
reagentes, adicionar uma matriz na amostra, que proporcionara a irradiacao desse material por
um laser. Essas proteinas, entdo ionizadas, sdo aspiradas pelo tubo de vacuo até chegarem ao
detector, sendo que cada molécula possui um tempo especifico de chegada. Logo, um gréafico
com 0s picos caracteristicos de cada microrganismo serd formado, gerando um espectro
(Pasternak, 2012). Sua base de dados computadorizada é responsavel pela interpretacdo e
caracterizacdo das espécies, fornecendo o resultado com muita rapidez, em menos de 1 hora
(Croxatto et al., 2012; Pasternak, 2012; Patel, 2015).

Com essa vantagem de identificar microrganismos de uma forma muito mais rapida
que as técnicas usuais, surge entdo a possibilidade de ampliar a utilizacdo do MALDI-TOF
para além de amostras clinicas. Por exemplo, além de bactérias, o0 MALDI-TOF pode
identificar fungos e virus, detectar mecanismos de resisténcia a antibioticos, realizar a
tipagem bacteriana e controle microbioldgico de agua e alimentos (Croxatto et al., 2012; Nix
et al., 2020; Singhal et al., 2015; Tsuchida et al., 2020).

Para algumas amostras, como sangue e urina, a identificacdo rapida do patdgeno
causador da infeccdo é de extrema importancia para 0 manejo e tratamento corretos do
paciente. Nos casos de infecgdo da corrente sanguinea, choque séptico e endocardite, a
demora entre a coleta das amostras e a obtencdo dos resultados das hemoculturas contribuem
para 0 aumento da mortalidade dos pacientes internados em UTIs (Barberino et al., 2017;

Croxatto et al., 2012; De Carolis et al., 2014).
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Com a utilizacdo do MALDI-TOF na rotina clinica, o tempo de diagnéstico das
infeccbes foi reduzido. Entretanto, ainda assim, o MALDI-TOF ainda depende do
crescimento dos microrganismos em meio de cultura, o que ainda pode atrasar o inicio do
tratamento do paciente em 18 a 24 horas. Diante disso, em razdo de otimizar esse tempo de
diagnostico e tratamento, alguns estudos vém desenvolvendo protocolos que possam detectar
microrganismos de amostras de sangue e de urina sem a etapa de cultivo microbioldgico. Isso
fornece a vantagem de diagndsticos ainda mais rapidos, reduzindo o tempo de internacdo do
paciente e gerando economia em relacdo a internacéo e realizacdo de testes (Barberino et al.,
2017; Meex et al., 2012).

Esses estudos tém buscado desenvolver metodologias de purificacdo para minimizar a
interferéncia de outros componentes que possam estar nas amostras. Assim, alguns métodos ja
foram testados: centrifugacdo diferencial, lise celular por meio de dodecilsulfato de sodio
(SDS), de saponina, de cloreto de amdnio, entre outros. Ha4 também os kits comerciais: kit
SepsiTyper® da Bruker (Bruker Daltonics), o kit de hemocultura VITEK ® MS (bioMérieux)
e o kit BACpro ® Il (Nittobo Medical Co., Téquio, Japao) (March-Rosellé et al., 2013;
Tsuchida et al., 2020).

Chien et al. (2016), desenvolveu um protocolo interno para identificar bactérias de
forma direta de amostras de sangue utilizando uma solucgéo de lise de saponina a 5% para
permitir a deteccdo desses microrganismos. Seus resultados sdao promissores, com uma taxa
de 89,9% de identificacdo correta a nivel de género e 73,1% de identificacdo correta a nivel
de espécie, e com algumas modificagdes, seu protocolo podera substituir o kit SepsiTyper®.
Estudos como o de Barberino et al. (2017) e de Martiny et al. (2012) também utilizaram a
saponina em protocolos internos para realizar a identificacdo direta de amostras de sangue.

Alguns ajustes sdo requeridos nos procedimentos de extracdo de proteinas para uma melhor
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taxa de identificacdo, mas no geral ambos os artigos produziram &timos resultados,
contribuindo para no futuro substituir o kit SepsiTyper®.

As pesquisas de Zhang et al. (2015) e Florio et al. (2019) avaliaram o desempenho do
MALDI-TOF em identificar diretamente amostras mistas ou polimicrobianas. Seus resultados
sdo promissores, porém para futuramente serem aplicados os métodos na rotina clinica, 0s
protocolos devem ser otimizados e elucidados.

Além de analises de amostras de sangue e urina, alguns estudos demonstraram a
eficacia do MALDI-TOF em detectar bactérias isoladas em culturas de amostras de leite como
as pesquisas de Wilson et al. (2019) e Jahan et al. (2021). Os trabalhos mostraram que 0
MALDI-TOF tem resultados tdo bons quanto resultados das técnicas convencionais, com alto
nivel de precisdo, podendo até substituir os métodos usuais. A identificacdo de
microrganismos pelo MALDI-TOF em amostras de leite € importante nos casos de mastite
nas vacas leiteiras, uma inflamacdo da glandula mamaria devido a contaminacbes por
bactérias, virus, fungos e algas ou por traumas que afetam a salide do animal e a qualidade do
leite (Embrapa, 2014; Pinheiro et al., 2009).

Entretanto, o cultivo, principalmente, de bactérias causadoras de mastite leva de 5a 7
dias, assim, os resultados sdo demorados. Portanto, ha a necessidade de técnicas para
identificar de forma direta, sem o cultivo, esses patdgenos do leite a fim de que acelere essa
identificacdo e se possa realizar o0 manejo correto e rapido dos animais e do leite (Barreiro et
al., 2010). Essa identificacdo bacteriana rapida e precisa de amostras de leite € importante
devido aos efeitos negativos causados na saude dos animais, na qualidade do leite e na saude
dos consumidores e também aos prejuizos na economia (Menezes et al., 2014).

Porém, pouquissimos estudos vém sendo realizados com a finalidade de identificar
bactérias diretamente de amostras de leite. Barreiro (2015) realizou essa identificagdo direta

adaptando protocolos para amostras de sangue utilizando o Kit SepsiTyper® e obteve



123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

30

resultados promissores a partir de contagens bacterianas de 10° UFC/mL. Com isso, este
presente estudo teve como objetivo avaliar a deteccdo de microrganismos diretamente de
amostras de leite pelo MALDI-TOF por meio de uma adaptacdo de protocolo com
metodologia para amostras de sangue baseados em lise celular pela saponina e também
determinar a sensibilidade diagndstica do MALDI-TOF para a identificacdo direta de

microrganismos no leite em amostras experimentalmente contaminadas.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 CURVA DE CRESCIMENTO NO LEITE DAS CEPAS ANALISADAS

Para a contaminacdo experimental do leite foram utilizadas cepas de Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis,
Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes e
Pseudomonas aeruginosa do acervo do laboratério 224 do Instituto de Ciéncias Béasicas da
Saude (ICBS). Todas foram previamente isoladas e identificadas pelo MALDI-TOF.

A fim de determinar a concentracdo bacteriana quando as amostras de leite fossem
incubadas em diferentes tempos, foi realizada uma curva de crescimento para cada bactéria
crescida em amostra de leite UHT.

Cada cepa foi incubada em caldo brain heart infusion (BHI) em uma estufa de 37 °C
por 24 horas. Ap0s essa etapa, foram preparadas suspensfes dessas cepas em solugdo salina
(0,9%) na concentracao de 0,5 da escala nefelométrica de McFarland, ou seja, concentracdes
de 1,5 X 10® UFC/mL. Feita a padronizagdo de turvagdo, 800 pL dessas suspensdes foram
transferidos para frascos contendo 80 mL de leite semidesnatado UHT da marca Elegé. Esses
frascos foram entdo agitados por 3 minutos e aliquotas de 1 mL de cada bactéria foram
retiradas para efetuar contagem do tempo 0 da incubacgéo. Os frascos com o volume restante

de leite contaminado foram incubados na estufa de 37 °C por 6 horas. A cada 2 horas uma
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aliquota de 1 mL de cada cepa bacteriana foi retirada, obtendo no total 36 aliquotas (sendo 4
tempos: to correspondendo a 0 hora, t: correspondendo a 2 horas, t> correspondendo a 4 horas
e t3 correspondendo a 6 horas).

Ap0s a retirada das aliquotas de 1 mL de cada tempo, foi realizada uma diluicdo
seriada para contagem das bactérias nos diferentes tempos. Gotas de 25 pL de cada diluicdo
foram semeadas nas placas de PCA e TSA em duplicata e as placas foram incubadas em

estufa de 37° C por 24 horas.

2.2 PROTOCOLO PARA IDENTIFICACAO DIRETA DE MICRORGANISMOS NO
LEITE PELO MALDI-TOF

Todas as cepas bacterianas foram novamente inoculadas em caldo BHI a 37 °C durante
24 horas. Ap0s isso, foi feita a padronizacdo da concentragdo em escala nefelométrica de
McFarland 0,5 (correspondendo a 1,5 x 10® UFC/mL) em solugdo salina 0,9% de 1 mL. Em
seguida, foi transferido 80 pL (para obter 10° UFC/mL) de cada solucéo padronizada para 80
mL de leite UHT, de forma a obter uma concentragao inicial de 10° UFC/mL em cada frasco.
A fim de obter a concentragdo de 103 UFC/mL, este in6culo inicial foi diluido 1:100.

Posteriormente, os frascos foram levados a estufa de 37 °C por 4 horas, sendo que a
cada 2 horas foi retirada uma aliquota de 1 mL de cada frasco. Conforme os resultados da
curva de crescimento, foram retiradas aliquotas apds 2 horas de incubacdo, aliquotas de 10°
UFC/mL, e ap0s 4 horas de incubacéo, aliquotas de 107 UFC/mL. Assim, foram obtidos 4
microtubos (103, 105, 10 e 10”7 UFC/mL) por bactéria, totalizando 36 microtubos. Também,
foi retirada uma amostra de leite estéril de 1 mL como amostra controle do leite. Esta etapa de
preparo do indculo para analise foi a mesma para os 3 protocolos.

Foram realizados 3 protocolos diferentes para a preparacdo das amostras de leite

descritos a seguir de forma a otimizar a identificacao direta de bacterias no leite pelo MALDI-
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TOF. Foram utilizados métodos, com algumas alteracbes, com base no protocolo de
identificacdo direta de bactérias de amostras de sangue por saponina 5% de Chien et al.
(2016) e também o estudo de Barreiro (2015), que desenvolveu protocolo para identificacéo
direta de bactérias causadoras de mastite no leite utilizando o Kit SepsiTyper®, ambos
utilizando o MALDI-TOF.

O método 1 utilizou leite UHT semidesnatado da marca Elegé. De acordo com o
protocolo de Chien et al. (2016) com algumas modificacGes, apos obter cada aliquota de 1
mL, foram adicionados 200 pL de saponina a 5%, homogeneizada a solucdo 7 vezes e agitada
no vortex por 10 segundos. Em seguida, foi feita a centrifugacdo das amostras a 13.000 rpm
por 1 minuto. Feito isso, o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 500 pL de
salina, de forma a suspender o pellet. Novamente, a solucdo foi centrifugada a 13.000 rpm por
1 minuto e descartado o sobrenadante.

Depois, foi seguido o protocolo de lise bacteriana (extracdo) para analise pelo
MALDI-TOF recomendado pelo fabricante (Bruker Daltonics, Inc., 2015), porém sem a etapa
de etanol etilico absoluto e 4gua Milli-Q. Foi adicionado ao pellet obtido 50 pL de acido
férmico 70%, suspendido o pellet com auxilio de pipeta de 100 pL, homogeneizado em
vortex e incubado a temperatura ambiente por 20 minutos. Posteriormente, foi adicionado 50
pL de acetonitrila 100%, homogeneizado em vortex e centrifugado a 13.000 rpm por 2
minutos. Logo apos, 1 pL do sobrenadante foi colocado nos spots da placa de aco de leitura
do MALDI-TOF. Apds a secagem, foi adicionado 1 pL de matriz HCCA, acido alfa-ciano-4-
hidroxi-cindmico, composta de 475 pL de agua Milli-Q, 500 pL de acetonitrila e 25 L de
acido trifluoroacético. Depois da secagem dos spots, a leitura foi realizada. O controle de cada
cepa foi realizado por transferéncia direta (consiste em depositar pequena quantidade de
colbnias com auxilio de palito de madeira ap6s crescimento de 24h na placa de leitura, e

depois se adicionar a matriz).
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Para os metodos 2 e 3, foi utilizado leite UHT desnatado da marca Parmalat em
substituicdo do leite semidesnatado a fim de minimizar a interferéncia nas identificacfes pela
camada de lipidios presentes nos microtubos do método 1. Em ambos os métodos, ap0os obter
as aliquota de ImL com as concentra¢des de 10, 10% 10° ¢ 107, foi hovamente seguido o
protocolo de Chien et al. (2016) com alteragdes. Foram adicionados 200 L de saponina a 5%
as aliquotas, homogeneizada a solugdo 7 vezes e agitada no vortex por 10 segundos e
incubados o0s microtubos a temperatura ambiente por 5 minutos. As amostras foram
centrifugadas a 13.400 rpm por 1 minuto. Depois, 0 sobrenadante foi descartado e o pellet foi
lavado com 1 mL de salina, de forma a suspender o pellet; novamente, a solucdo foi
centrifugada a 13.400 rpm por 1 minuto e descartado o sobrenadante.

No método 2, foi realizado o protocolo de lise bacteriana ja descrito recomendado pelo
fabricante (Bruker Daltonics, Inc., 2015), também sem a etapa com etanol etilico absoluto e
agua Milli-Q. Foi adicionado ao pellet obtido 50 pL de &cido férmico 70%, suspendido o
pellet com auxilio de pipeta de 100 pL, homogeneizado em vortex e incubado a temperatura
ambiente por 20 minutos. Depois, foi adicionado 50 pL de acetonitrila 100%, homogeneizado
em vortex e centrifugado a 13.000 rpm por 2 minutos. Ap6s obter o sobrenadante, 1 pL foi
colocado nos spots da placa de aco de leitura do MALDI-TOF, esperado secar, e entdo
adicionado 1pL de matriz HCCA. Depois da secagem da matriz nos spots, foi feita a leitura
das amostras pelo equipamento. O controle de cada cepa foi feito por protocolo de
transferéncia direta.

Ja 0 método 3, apos lavar o sobrenadante com 1 mL de salina, foi adicionado
isopropanol a 75% (900 pL de isopropanol e 300 pL de agua Milli-Q) ao pellet. Os
microtubos foram homogeneizados 7 vezes com auxilio de pipeta, homogeneizados no vortex
por 10 segundos, incubados por 5 minutos a temperatura ambiente e centrifugados por 1

minuto a 13.400 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 1 mL de salina
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0,9%. Novamente, os microtubos foram centrifugados a 13.400 rpm por 1 min e descartado o
sobrenadante. Foi seguido o protocolo recomendado de extracdo pelo fabricante (Bruker
Daltonics, Inc., 2015), baseando-se no protocolo de Barberino (2017), mas também com
alteracdes. O pellet foi diluido em 900 pL etanol etilico absoluto e 300 pL de agua Milli-Q,
homogeneizado em vortex. Os microtubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 2 minutos e
0 sobrenadante foi descartado; novamente os microtubos foram centrifugados a 13.000 rpm
por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e os microtubos foram deixados abertos para
secar em temperatura ambiente por aproximadamente 5 minutos. Apo6s, foi adicionado 50 pL
de &cido férmico 70%, suspendido o pellet, homogeneizados no vortex e incubados por 20
minutos a temperatura ambiente. Apos, foi adicionado 50 pL de acetonitrila e
homogeneizados em vortex. Os microtubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 2 minutos e
foi pipetado 1 pL do sobrenadante nos spots correspondentes na placa alvo. Apos a secagem,
foi adicionado 1 pL de matriz HCCA nos spots; novamente foi esperada a secagem e
colocada a placa para a leitura no equipamento. O controle das cepas também foi feito pela
etapa de extracdo convencional.

Importante destacar que para 0os 3 métodos uma aliquota de 1 mL de leite UHT estéril
para o controle do leite foi retirada, e esta passou pelos mesmos processos que as amostras em
cada método.

Cada amostra foi pipetada em 3 spots da placa de leitura do MALDI-TOF, sendo entdo
a analise em triplicata; exceto as amostras de controle do leite e as amostras de controle de
cada cepa, estas foram realizadas em duplicata.

Para a leitura foi utilizado o espectrometro de massas Microflex (Bruker Daltonics) e
os programas MALDI Biotyper RTC 4.0 (Bruker Daltonics) e flexControl (Bruker Daltonics)

para entdo analisar os espectros obtidos. Os espectros de massas sdo coletados na faixa de 2 a
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20kDa. Para obtencdo dos graficos dos espectros, foi utilizado o programa flexAnalysis

(Bruker Daltonics) com as configuracfes padrdes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES BACTERIANAS APOS
CRESCIMENTO DE 6 HORAS

No primeiro experimento, apos o crescimento em placas de PCA e TSA, foi possivel
realizar a contagem das coldnias, possibilitando determinar as concentragfes por UFC/mL de

cada cepa bacteriana ap6s 0 hora (To), 2 horas (T:), 4 horas (T2) e 6 horas (Ts) de incubagéo

(Tabela 1) antes das andlises por MALDI-TOF.

Tabela 1 — Concentragdes das cepas bacterianas por UFC/mL em um periodo de 6 horas

UFC/mL
Bactéria To (Oh) T: (2h) T: (4h) Ts (6h)
Staphylococcus aureus 5,6 X 10° 1,24 X 107 1,08 X 108 7,0 X 108
Staphylococcus epidermidis 1,8 X 10° 2,0 X 10° 50X 107 7,8 X 108
Enterococcus faecalis 1,16 X 107 1,5 X 107 4,94 X 108 2,0X10°
Enterococcus faecium 1,8 X 10° 1,08 X 107 5,34 X 108 3,3X10°
Streptococcus agalactiae 1,4 X10° 5,64 X 10° 1,26 X 108 1,08 X 10°
Escherichia coli 4,0 X 10° 4,6 X108 3,06 X 10 2,54 X 101
Enterobacter aerogenes 3,18 X 10° 5,28 X 107 7,32 X 108 5,16 X 10°
Klebsiella pneumoniae 3,2 X 10¢ 2,42 X 107 5,74 X 108 5,84 X 10°
Pseudomonas aeruginosa 3,2 X 10¢ 3,4 X 10° 1,64 X 108 1,66 X 10°

Fonte: elaborada pelas autoras.
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3.2 RESULTADOS DOS TRES METODOS TESTADOS

As amostras bacterianas foram numeradas de forma a facilitar os experimentos.
Assim, 0 numero 2 corresponde a S. aureus, 3 a S. epidermidis, 5 a E. faecalis, 7 a E. faecium,
8 a S. agalactiae, 11 a E. coli, 14 a E. aerogenes, 15 a K. pneumoniae e 19 a P. aeruginosa.
Quando a esses numeros for adicionado uma letra “C”, corresponde ao controle dessas cepas.
Quando apenas presente a letra “C”, corresponde a amostra de controle do leite.

Utilizando os programas MALDI Biotyper RTC 4.0 e flexControl para a leitura das
amostras, o primeiro tratamento, com leite semidesnatado, identificou apenas uma espécie
bacteriana, como Lactobacillus paracasei na pontuacéo de 1.705, correta para género, para a
amostra contaminada com E. faecium. Essa espécie bacteriana é encontrada naturalmente no
leite e em outros alimentos, no entanto, sua presenca indica que o leite ndo estava estéril

(Figura 1).

Analyte Analyte Organism Score Organism Score
Name D (best match) Value (second best match) Value

(-a)ﬁ!) L Lactobacillus paracasei 1705 not reliable identification

Figura 1- Resultado de classificacdo gerado pelo programa Biotyper ap6s processamento do espectro de

massa da amostra 7 do tratamento 1.

Nenhuma das outras amostras obtiveram identificacGes, sendo suas pontuacdes abaixo
de 1.7, portanto, nenhuma identificacdo confiavel. Entretanto, o controle realizado por etapa
de transferéncia direta das cepas isoladas em agar foi identificado corretamente, tanto a nivel
de género quanto de espécie, sendo a pontuacdo acima de 2.0 em pelo menos 1 spot da

duplicata (Figuras 2 e 3).
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Analyte Analyte Organism Score Organism Score
Hame LY (bestmatch) I Value (second best match) | Value
(4.%) 2C Staphylococeus aureus 1917 Staphylococcus aureus 1916
(.).%)l%\) 2C Staphylococcus avreus Staphylococcus aureus

(+§)J'(1A) 3C Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis

(+j-.-)%\) 3G Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis

(+%9( A) s¢ Enterococcus faecalis Eafetococcns faacalis

(++D+_;0(A) 50 Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis

(+%A) 7c Enterococcus faecivm Pt ontons florsim

(++.%2(A) 7c Enterococcus faecivm Enterococcus faecium

(.).f)_g( A) 8C Streptococcus agalactiae Streptococcus agalactiae

2 8 1 (-H-%A) sC Streptococcus agalactiae Streptococcus agalactiae

282 Figura 2— Resultado de classificagdo gerado pelo programa Biotyper das amostras de controle das cepas 2

283 a 8 do tratamento 1.

Analyte Analyte Organism Score Organism Score
Name D (best match) Value (second best match) Value

El e s

1c Escherichia coli Escherichia coli

9@

B T ]
; 11C Escherichia col Escherichia co
(++9) ()

B

14C Enterobacter aerogenes Enterobacter aerogenes

) (©) & 2

E4

Y 14C Enterobacter aerogenes Enterobacter aerogenes
¢+ () g g

ES - ¢ ¢ : :

e 13C Klebsiella pneumoniae Klebsiella preumoniae
¢+ @) G &

E6 . = . - i

T 13C Klebsiella pnevmoniae Klebsiella pneumoniae
¢+ @) i &

El 5

N 19C Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
) . .
¢ HETS( 8 19C Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa

284

285 Figura 3 — Resultado de classificacdo gerado pelo programa Biotyper das amostras de controle das cepas
286 11 a 19 do tratamento 1.

287 Ap0s observar a formacdo de camada lipidica mesmo com o tratamento, foi optado por
288  substituir o leite semidesnatado pelo leite desnatado nos protocolos seguintes, pois foi
289  concluido que esses lipidios seriam um interferente determinante nas anélises.

290 Os tratamentos 2 e 3 também ndo apresentaram nenhuma identificacdo confiavel,
291 todas as pontuacbes foram abaixo de 1.7. Apenas seus controles de cepas obtiveram
292  pontuacgdes acima de 2.0, para pelo menos 1 spot, sendo confiavel para espécie e género

293  (Figuras4,5,6¢e7).
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Analyte Analyte Organism
Name D (hest match)

B2

e c Staphylococcus avrevs
) 5

BlO

= c Staphyloceccns aureus
W —

o ic Staphylococcus epidermidis
)

L ic Staphylocecens epidermidis
6@

Da N

v iC Enterococeus faecalis
@)

DI0 .

7 5C Enterococens faecaliz
@)

D11

e ic Enterococcus fascivm
) @)

D12 o

e c Enterococcns fagcium
) (B)

B 8C Streptacoccus agalactiae
() )

El0 "

o 8c Streptococcus agalactiae
@ -

Score
Value
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Organism Score
(second hest match) Value

Staphylococeus aureus

Staphylococeus aureus

Staphylococeus epidermidis

o
et
b

Staphylocecens epidermidis

2
=)

Enterococcus faecalis

Enterococeus faecalis

Enterococcus faecium 1942
Enterococcus faecium 1.842
Streptococeus agalactiae
Streptococcus agalactiae

Figura 4 — Resultado de classificagdo gerado pelo programa Biotyper das amostras de controle das cepas 2

a 8 do tratamento 2.

Analyte Analyte Organism
Name D (best match)

e 1c Escherichia coli
) E)
HE) 11c Escherichia coli

B 4c Enterobacter aerogenes
O 2

E 14C Enterobacter aerogenes
ERIC) g

B 15C Kiebsiella pneumoniae
() B)

E 13C Klebsiella pneumoniae
@ &

g 19C Pseudomonas aeruginosa
¢+ o

ES ]

19C Pseudomonas aeruginosa

)3 v

Score
Value

Organism Score

(second best match) Value
Escherichia coli
Escherichia coli

Enterobacter aerogenes

Enterobacter aerogenes

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Figura 5 — Resultado de classificagcdo gerado pelo programa Biotyper das amostras de controle das cepas

11 a 19 do tratamento 2.

Analyte Analyte Organism
Name D (best match)
¢ ”312( 4) 2C Staphylococeus aureus
( ‘E')LE_\) ple Staphylococcus aureus
¢ +§)L(1.-\) 3C Staphylococcus epidermidis
¢ +§')%\) ic Staphylococeus epidermidis
( ++E)2(,.\) 5C Enterococcus faecalis
( Z-EF(A) 5C Eaterococcus faecalis
¢ (_%l(l’\) 7c Enterococcus faecivm
¢ +?§(ZA) c Enterococcus faecivm
( Y*'}L; @ 8C Streptococcus agalactiae
( ‘H_f#o( o) 8C Streptococcus agalactiae

Score
Value

Organism
(second best match)

Staphylococcus aureus

Staphylococcus avreus

Staphylococcus epidermidis

Staphylococeus epidermidis

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecivm

Enterococcus faecivm

Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae

Figura 6 — Resultado de classificacdo gerado pelo programa Biotyper das amostras de controle das cepas 2

a 8 do tratamento 3.
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Analyte Analyte Organism Score Organism Score
Name D (best match) Value (second best match) Value
11 Escherichia coli Escherichia coli
() (3)
b)
( +')L( ) 11c Escherichia coli Escherichia coli
(Hf—; © 14C Enterobacter aerogenes Enterobacter aerogenes
E4
++9 () 14C Enterobacter aerogenes Enterobacter aerogenes
) ®) 15C Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
“H®) 15C Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
(4,,:_)“ @) 15C Pseudomenas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
ES . :
++) @A) 19C Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa

Figura 7 — Resultado de classificacédo gerado pelo programa Biotyper das amostras de controle das cepas

11 a 19 do tratamento 3.

Apbs a leitura das amostras de cada tratamento, pelo programa flexAnalysis (Bruker
Daltonics) foram obtidos os graficos correspondentes aos espectros e picos de cada método e
cada concentracdo (103, 10°5, 10° ¢ 107 UFC/mL). Apesar de ndo ter sido possivel a
identificacdo microbiana, p6de-se observar que, ndo houve diferencas significativas entre o0s
espectros de uma mesma cepa nas diferentes concentragdes, mesmo quando a concentracdo
era maior.

Para uma identificacdo correta do microrganismo pelo MALDI-TOF é necessario
aproximadamente 10* a 10° UFC/mL (Segawa et al., 2014). Barreiro (2015) obteve
identificagdes confiaveis a partir de uma concentragdo de 10° UFC/mL e Ferreira et al. (2010)
obteve a partir de 105 UFC/mL para amostras de urina. Croxatto et al. (2012) afirmam que a
taxa de identificacdo precisa esta ligada a quantidade da bactéria presente na amostra.
Sabendo-se disso e, que, 0s espectros do presente estudo correspondentes a concentracdo de
105 UFC/mL de quase todas as cepas apresentaram mais picos, sendo mais proximos do
espectro de seu controle, foi realizada uma comparagéo dos espectros dessa concentracdo dos

3 tratamentos de cada bactéria com o espectro de seu respectivo controle de extracdo, obtido

no ultimo tratamento (Figuras 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16).
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Figura 8 — Espectros obtidos das amostras contaminadas por S. aureus com 105 UFC/mL nos (a)

Tratamento 1, (b) Tratamento 2, (c) Tratamento 3 e (d) Controle da cepa.
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Figura 9 — Espectros obtidos das amostras contaminadas por S. epidermidis com 10° UFC/mL nos (a)

Tratamento 1, (b) Tratamento 2, (¢) Tratamento 3 e (d) Controle da cepa
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Figura 10 — Espectros obtidos das amostras contaminadas por E. faecalis com 105 UFC/mL nos (a)

Tratamento 1, (b) Tratamento 2, (¢) Tratamento 3 e (d) Controle da cepa.
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Figura 11 — Espectros obtidos das amostras contaminadas por E. faecium com 105 UFC/mL nos (a)

Tratamento 1, (b) Tratamento 2, (c) Tratamento 3 e (d) Controle da cepa.
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Figura 12 — Espectros obtidos das amostras contaminadas por S. agalactiae com 10° UFC/mL nos (a)

Tratamento 1, (b) Tratamento 2, (¢) Tratamento 3 e (d) Controle da cepa.
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Figura 13 — Espectros obtidos das amostras contaminadas por E. coli com 105 UFC/mL nos (a)

Tratamento 1, (b) Tratamento 2, (c) Tratamento 3 e (d) Controle da cepa.
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Figura 14 — Espectros obtidos das amostras contaminadas por E. aerogenes com 10° UFC/mL nos (a)

Tratamento 1, (b) Tratamento 2, (c) Tratamento 3 e (d) Controle da cepa.
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Figura 15 — Espectros obtidos das amostras contaminadas por K. pneumoniae com 105 UFC/mL nos (a)

Tratamento 1, (b) Tratamento 2, (¢) Tratamento 3 e (d) Controle da cepa.
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Figura 16 — Espectros obtidos das amostras contaminadas por P. aeruginosa com 10° UFC/mL nos (a)
Tratamento 1, (b) Tratamento 2, (¢) Tratamento 3 e (d) Controle da cepa.

Nos espectros gerados dos controles de amostras que continham apenas leite UHT dos
3 tratamentos podemos observar que eles possuem picos parecidos entre si, porem ndo

geraram nenhuma identificacdo.
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Figura 18 — Espectro do controle de leite do tratamento 2.
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Figura 19 — Espectro do controle de leite do tratamento 3.

Para uma identificacdo confiavel a nivel de género e espécie, a matriz deve estar bem
depositada e homogénea no spot (Figura 20.A). Entretanto, os spots das amostras tratadas nos
3 protocolos testados neste estudo ndo apresentaram uma deposicdo homogénea, com matriz

acumulada em alguns pontos e escassa em outros, prejudicando a identificagéo (Figura 20. B).
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Figura 20 — (A) Exemplo de spot correto com matriz homogénea da amostra
de controle processada por extracdo do tratamento 3 e (B) spot incorreto
representando as amostras tratadas pelos trés protocolos com matriz

depositada de forma desigual.

Portanto, os 3 tratamentos utilizados foram ineficazes para a identificacdo direta de
microrganismos de amostras de leite.

Apos a verificagdo da ndo identificacdo dos tratamentos 1 e 2, foi adicionado um passo
a mais de lise de lipidios por isopropanol. Ainda assim, o pré-tratamento com saponina a 5%
mais isopropanol ndo apresentou eficacia.

Como o estudo de Barreiro (2015) conseguiu identificar bactérias de amostras de leite
contaminadas experimentalmente pelo Kit SepsiTyper®, utilizado para amostras de sangue,
foi suposto que talvez uma preparacdo mais barata para amostras de sangue também
identificaria microrganismos em amostras de leite. A saponina apresentou uma performance
razoavel para identificacdes bacterianas em amostras de sangue (Chien et al., 2016); por isso a
deciséo de testa-la como um pré-tratamento das amostras de leite.

A identificagdo pelo MALDI-TOF ocorre pela determinagdo da abundéncia de
proteinas ribossomais bacterianas (Croxatto et al., 2012), e assim gera um grafico do espectro
correspondente ao microrganismo. O leite apresenta uma composi¢do complexa, que pode
entdo interferir nos espectros para a identificagdo dos microrganismos pelo MALDI-TOF

(Barreiro, 2015), sendo esta uma limitagdo da técnica.
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Portanto, o insucesso dos tratamentos pode ter sido causado, possivelmente, devido a
presenca de proteinas e lipidios do leite que, mesmo com os métodos de preparacdo das
amostras, ndao foram removidos totalmente, apresentando, entdo, as baixas pontuacfes e
espectros inadequados. Assim, esses componentes do leite podem ter interferido na
identificacdo bacteriana por sobrepor as proteinas das bactérias. Portanto, talvez o pré-

tratamento com saponina ndo seja 0 mais adequado quando sdo amostras de leite.

4 CONCLUSAO

N&o foi possivel pelos 3 métodos de extracdo testados identificar microrganismos
diretamente de amostras de leite UHT contaminadas experimentalmente pelo MALDI-TOF.
Os métodos nao foram eficazes e sdo necessarios estudos com outros reagentes, que nao a
saponina, ou entdo uma etapa adicional para que se possa guebrar e remover 0s constituintes

interferentes do leite.
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Infelizmente, os 3 protocolos testados para analise direta do leite ndo foram eficazes.
Os tratamentos com etapa de pré-tratamento com saponina a 5%, etapas de extracao e também
etapa de lise com isopropanol nao foram suficientes para identificar as bactérias das amostras
de forma confiavel e precisa, resultando em baixas pontuacdes e espectros inadequados.

Foi observada uma camada lipidica ap06s as etapas de centrifugacdo nos microtubos, e
isso pode ter interferido na identificacdo das anélises. Além disso, o insucesso da técnica pode
também estar relacionado a uma maior abundancia das proteinas do leite sobre as proteinas
bacterianas, assim, as proteinas dos microrganismos se encontram em menor quantidade
dificultando sua deteccéo pelo MALDI-TOF.

Como perspectiva desse trabalho estda a pesquisa de outros reagentes que possam
remover as proteinas do leite, de forma que as proteinas bacterianas possam ser identificadas
pelo MALDI-TOF, visto que, talvez, a saponina ndo seja a solucdo de lise mais adequada para
esse tipo de amostras. E preciso também uma etapa adicional para retirar os lipidios. Assim,
os efeitos interferentes dos componentes do leite podem ser minimizados e permitindo, entéo,

a analise direta em amostras de leite pelo MALDI-TOF.
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methods Tor space missions and extreme ensironments, @ampling methods. and samplers, oo
and sedimant mecrobokogy, tansoriptomics, wetarinary mecrobioksgy, Sero-diagnosihos and CypingS
[at e

The editors, aditorial board mambesrs and schaolary nesdl owars are St oo lntists with an mmesree
amount of colkective experience that is used during the review and rewision stages of afickes.
‘We encourage the subméscion of proposak for scholary resiess and cpecialks istues on smerging
miorobes ogical methods that ane central to 3dvancing microbokegical knowdsdge. Wi baok forward T
reeiving your proposals and amides.

Banedits o awthaors
‘We alsy prowids many authar benefits, ssch as free FOFS, a Nberml copyright policy, special discounts
o Bisevier pulbications and mudh more. Phessse click here for mcens |nioemmiatiomn omn our aubhor Serices .

Phoaece oo our Guide for Authors for information on article submission. IF vou requirm any Purkher
Enformation or help, phease vist owr Support Center
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GUIDE FOR AUTHORS

Your Paper Your BWay

We now differentiate bebween the requiremants for naw and revised submisshors. Yoo may chooss T
Submit your manuscrpt 25 a single ‘Word or POF file o e used in the referesing process. Only when
WLl pper i5 ot thie rewision stage, will you b requested to put your papar in to a "oonrect Todmmat
for aoceptanos and Drowide the ibems neguined Tor the publication of your artide.

Ta find owl mone, please visit the Preparation section bebow.

INTRODUCTION

The jowmal publishes Tul-length artcles oesoribing original  wsork, nofes (Short  CondcEe
st and resd o articles men maesheeic, inrleling thiokr douvslhpman®, appdieadel by, and
presant stabus. Miorobbologists are encoureged to submi to the editcds product informatssn and a
summany of artickes publiched eicewhane with reksance to the nexders of the journal - Thes Enformation
s suliject bo editorial approval. Artickes desoribing the wse of compaters with softwane description are
waloeme. Submissions of a paper to this journal is wndersbood to ionply that it has not previously been
published and that it is not being considered for publication elsewhen.

Types of paper
Full length Original Research Artiches: Describing ariginal work.

Rewilew Articles: Rovieews that do mot contain expaerimantal (hands-on) establishiment of a metheod,
but instead concCEm 3 summary oF an evaluation of presiously desoribed methods, ane weloome.
Generally, the author Should contad an ediborial boand mesmber or edibor Tamiliar with the area who
windd dl tham &t 35 & sponeor. The namss and addness of the sponcor should be listed oo the front page
of the manusoript and will appear im the front page of the published articke. Unsolidted articles may
b sent bo an BdRor or Edfor-in-Chiel but It & preferred that approsal of thee topkc ares i obtained
bfore thie meview BB written.

Shart Comimunlcations: A " Short Commanication ® 18 intended for the presentation of briel
obmarvations that do not warmant full-length papers. A Short Commanication showld be brief
descriptions of noval apparatus or techinkques, requiring real Bngenuity on the author's part, that offer
definite advantayes over those already avallable. The abstract should b no mone than 50 words,
have no section headings in the body and report methods, resulis, and discussion in a single secikon.
Thiz fast shodld b kept to 2 mensmum ard §F possible showld not excead 1000 woinds ;) Bhe nasm bar
of figures and tables showld akko Be kopt to 8 menemum [2-2 maximam). Mafteriak and methods
showld e decoribad im the tesd, Mot in figune legends or fabde foofmotes. Acknowlsdgments should
be presanted as in full-length papers, bat no separabe heading |5 ussd. The References secthon &
dentical to the Tull-length papers.

Submrsseon checkiist
Wiodd Cam whE Chis st to camry out & final dhiedk of your Submission befone wou Sand it T tha journal Tor
vz, Flease chasck the relevant section in this Guide for Authors for mone details

Eriswre that the following items ane present:

Ona suthar hias been designated as the oofmes ponding author with contaot details:
& E-maill aifdress
« [Full postal address

Al ecessary files have baen uploaded :

MFrnas oot

& Iinclude keywards

w Al faguress (incClude relovant captions )

= Al tables {Encluding tithes, description, foofmotes

= Engune all figune and table cfations @n the text match the files proviced
= Indicabe chaarty iF odor should e used for any fgures im primt
Graphica’ Absiradis F Highlgias fiies [whene applicabla)
Supplemental fiies [where spplcabla)

Further considerations
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= Manausoript has been "spll chedked” and “grammar checked”

= &ll referarces manticned in tha Referance Ust are cibted in tha text, snd vica waran

« Parmission has been obvtined for use of copyrigihted material from other sownces (including the
Intermat)

A EI:I-ITIII:IrII; Iinterests statemant & provided, ewen if the authors hase no mnpn'thg nteresis o
dedar

= Journal policies detaied in this guide fewe been reviewed

= Raferoe suggestions and contact detalls provided, based on journal regusnements
For furtfher Information, wisit owr Support Certer.

BEFORE YOU BEGIN

Language and @Ngudds Sanvices

Pheace warite your Sext in good English (&merican or British usage i accepbed, Sut not a misture
of these). Authors whose primary nguage is not English, are sirongly encowaged o submit
manisoripts after their being edited for ocomect English. This will spoed wp and inorease the
Bhalihood of acoeptance of an articks: during the reviewing process. Authors wiho reguine information
about language editing and copyediting services pre- and post-submission please wigit hitps:
watEhop. ekearviEr oo lan guage- adiking - serd o flangusge-edting or cur Qebamer oupport cibe at
fitips o servink elsevier.oom o midde Snformation.

Fthics in publizshing
Phesce Soe our infonmation om Ebhics in publishing.

Declaration of competing mferest

Al authors mast disclose any francial and personal relationships with other people or

that cowld| inappropritely influence (bl | thair work. Examples of potential confidts of interest include
Empl oMt ConsuiRAnceEs, shock ownsrship, honoraris, paed espert estimony, patent appkcations
registrations, and grants or other funding. Authors showld complete the declaration of oompeting
interest statement using this template and upload o the submission system at the Attach/Updoad Fikes
step. Note: PMlease do ot convert the .docx template to another file bype. Author

are neok reguired. 1T thare ane nd interests to declare, phease chacse tha first option in the template.
Hiore indormation.

Submission aeclaraiion and vanfication

Submisskan of am artiche |miples that the work desoribsd has mot been published previously [exoept in
fthei fioirmn of an abstraict, a published |leciure or Cademi i thiesl s, s 'Muliple, redundant or canourmnent
publication” for mone Informatkan ), that it i= not under consideration for publication ekewhers, that
itz publication |5 approved by all awthors and tackly or explicity by the responsible authorities where
bl wenri s canriad out, and that, B scoeobed, it will ot b published elsswhiene in th samie fomm, in
English or in any cther language, induding electronicall y withowt the written consent of the copyrighd-
holder. To werify criginadity, your article may be chedioed by the orginalty defection service Crossrof
Simdarity Chesch.

Preprives
Phexce note that preprints can be shared amywhere ab any timse, in ine with Elsevier's sharing policy.

Sharing your preprints 2.9 on a preprint server will mot count as prior publication (see "Mutiple,
redundant or Concurment publication’ for mode information).

Lize of inclesnne language

Inclusive Bnguage acknivwkedges diversilty, conveys respedt o all people, & sensithse to differences,
and promobes equal opportunithes. Content showld make no asseampthons about e beliefs or
commitments of any reader; oontasn nothing which might impdy that ang indisduad is Duperkor fx
another on the grounds of age, gender, raoe, ethnicty, oilfure, sexual orientation, disability or heaith
condition; and use inciusive Rnguage thinwghout. Auwthors showld ensure that wrizing is free from bas,
stereotypas, shang, reference to dominant culbure andfor cultural assumgtions. We advice b ook
gender neutrality by usng plural nowns [“dinicisns, petients Chents") ac defaulfwhenever possible
fr avoed uzing “he, she,” or “ho'she.” We remmaend dvoiding the use of descriptors that refer
o personal trifutes Qech as 28, gender, mace, ethnidty, culbune, sexssl orientation, disability or
heakh conditkan unless they ane relevant and vakd. When coding terminolagy & used, we recommand
o awoid offencive or exclusisnary time such at “master, “slave™, "biackist™ and “whitelist™. W
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supgest wEing aRematises that ane meore approprisbe and (Sef-) explanatory such ax “primary™,
“ascondnry”, "Bockiist™ and Talicwwliat®. Thase guidelres ore maant os o point of referenca @z halp
dentify appropriate lnguage but are by no means exhaustive or definiive.

Author contriowirons

For ranspanency, we encourage awthors to submit an author statement fike outlining thedr individual
contributhans to the paper using the relevant CRediT rmles: Conoepfualization; Datas owration
Formad anadysks; Funding oquisition; Investigation; Methodology; Project administration; Resouroes;
Software; Superdision; Validatn; Wisualiztion; RoksMWriting - originad draf; Writing - roview &
ediing. Authorship statements should be fonmatted with the names of authors first and CRadT roke{s]
foliowing. More details ard an eamipla

Changes to authorship

fAuthors are expected to condder carahally the kst and order of authors before submitting thesr
manisorpt and provide the defindtive list of awthors at the fime of the original submission. Any
addition, deletion or resangement of author nemes in the authorship kst should be made only
bafore thie mandsonips hads been acoepbed and anly i approved by thie joumal Editor. To medguest sisch
& change, the Edtor must reccies the folowing from the correspanding awthor: (a) the reason
for the chsnge @n author st and (b)) written confirmagion (e-mail, lether) from all authors that they
&Jresk with tha addition, removal or erangement. In the se of addition or remowal of authors,
thés incdhudes confmiation from the authior besng added or remosed

Only in sxceptional droumstances will the Editor conglder the addition, deletion or rearmangement of
SUthors afber the manusoript has baen acosnted. While the ESbor consl dars the nequest, publication
of e maerese it will b suspended. OF the manusoript has alresdy been pulbshed in an cnlng Esue,
&y requasts approved Oy the BdRor will result in 3 corrigeEndum.

Copyright

Upon acoeptance of an aiche, authors will be asked to complebe 2 "Jounal Publishing Agreemant’ | oe
more information on this). An e-mail will be sent fo the cormesponding author confirming receips of
ther manuscript together with a “loumal Publishing Agreement’ form or a link @ the onling version
of this agroaman.

Sustecorbars may reprodsce tables of contents or prepare Bsts of aticles induding abstracts for ntermal
cirosiation within thedr Instibutions. Permission of the Publisher 15 required for resale or distrbution
ocutside the instibuteon arnd for all otheer derivative works, induding oompllations and tranclations. IF
excerpts from other copyrighted works are induaded, the authon{s) mast obitsin written permdssion
from the copyright wners and onedit the source(s) in the aride. Boevier has preprinted foms for
use by authors in thess cases.

For goid open acoess aickes: Upon acoepiance of an atide, authors will be asked to complete a
Uoerse dgresmant” [more information). Pemited third party reuse of gold open »0oess articles s
determniingd by thee author's choloe of wser licerse.

Asthar
A5 an aurtor you (o your emplyer of inEtifution) hewe certain rights fo reuse your work. More
information.

Elgviar supnars respansibhd siaing
Fired Ut heowi wous can shane your ressarch pulblished in Elsavier joumnalks.

Role of the flunding sowrce

Woul are reguessted bo kdentify wiho provided financial suppert for the condisct of the research andfor
preparation of the articlke and e briefly desoribs the role of the sponson{s), & any, in sbudy desgn; in
thett Collection, analysis and nferpretation of data; in the writing of the meport; and 6n the deckion e
subamit the articks for publication. If tha funding sounce(s) had no such involwemaent then theis should
b stabed.

Open access
Plexce vish pur Open Sccess padgs Tor more infonmation.
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Elevier Resednoer Acagemsy

Aesearcher Academy & a free e-leaming platform deskgned fo support eary and mid-caneer
resoarchears Chroughowt thelr research jounney. The "“Leam™ environmssnt ot Resoarcher Acsdomsy
offers several inberaitive modiles, wabdnars, downbasdabke gusdes and nesouroes T guscs you thircugh
fthe process of writing Tor research and going through peer reviaw. Feal free [0 use these e resourCes
o improve your submigsion and navigate the publication process with aane.

SUOTAESHONT

Our anling submission sysiem guides you siepwike through the process of endering your amide
details and uploading youwr filles. The sydtom convers your atide fles o 3 Singke POF ke wed in
thee posr-reviow promoss. BEdfable fles {e.g. Word, LaTeX) are requined to typeset your article Tor
TiNdl PUOIHACEN. AN COMMESPONOEncE, INCKIOING NoCEHGEICON OF Ml EO0INor S OeCis 0N 3Md NEUESTS Tor
reeed Shoin, IS Sent by o-rresl

PREFARATION

Queries
For questions about the: sditorial process (ncluding the Satus of manusoripts weder review] or Tor
technical support on submisclons, phease vich o Sopport Center.

NEW SUBMISSIONS

Sulmisskon fothis jousmal processds totally cnlins: and you wil be guided stepwise theowsgh the oreation
and uploading of your files. The system aufomatically conwerts your filks fo 2 single FDF file, wihich
5 umed it pEEr-rEview proCRss.

Az part of the Your Paper Your Wy Seryice, you may ceoiee ©o submit your manuscript 26 a s ngle fle
i b it im thar refesrgaing process. This can Ge 3 POF file or 3 Word documasnt, inany fomniat or -
out that cam be used by referoes T ovalsstio yousr manasoript. [T showld condain figh emough quality
figures for referesing. ¥ you prefer Do do s, you mary SCil provide al or some of the source files 2T
fthee indtial subsmisskon. Flease nohe that ndividual figure files larger than 10 MB mist be uploaded
soparately.

References

There are no strict reguirements on eference formatiing at submission. References can ba in any
style or formiat 2= long a5 the style s consistent. Whaere spphcable, suthon{s] emeds), journal Eflaf
Dook ttle, chapter tRlafarteche title, e of publcation, vdume numiberbook chapter and tha amide
mumiesr o paginaton must be present. Use of DO is highly encowraged. The reference style used by
thee jourmal will b applied to the accepbed atide by Ekevier at tho proof stago. Mobe that miczing
data will b hisghilighted at proof stage for the suthor to comrect.

Formafing requinements

Thare are nd Strict foemiatting reguiremmients. but all mandsoripis must contain thee cccential elemonts
nesded o ooy Wour manuscript, for example Abstrack, Keywords, [nbroduction, Materials and
HMethods, Resulis, Concdusions, Srtwork and Tables with Captions.

I wouwr arthcle includes any Wideos and) or othasr Supplemaniary maberal, this should be Encludad in
wour initial submikssion Tor Do resiew pUpeCEes.

[Cviwiicthe: Hihee Arthcbe bho Chaarly definsd Secthons.

sPlaane EREUne Your paper has consecutive lee numbering - this iz an esential peer review
regquinement.

sflso the manuscript shouwld e double line spaced

Figures and tahles embedded A0 Cexd

Plexse ensune the figures and the tables ncludad im the single file are plaoed nest bo the relavant et
in thio mresnuscripd, rathesr than at the botbom o thee top of the fike. The csmesponding caphion should
b placed directly below the figune or table.

PEEr review

Thix josmad operabes 3 single anonymized revisw prooess. Al contributions will be infially assescod by
that: iz iboir Poer Suitabdlity Tor the jounnal. Papesrs desmied stable sne then Typd cally sent tod minimam of
fowad imdespend ent exopest resiewers i assess the scientific quality of the paper. Thi Editor |s responsible
for thee: fnad decisiion regarding acceptancs or rejection of articles. Thae Editor's decision is final. Editors
are not ineoksasd in decisions abowt papers which they hase wrighen themsehas or hiavwe boan wrsten
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Gy family membsrs or collaaqiess o wihsch rellafe fo products or senvioes Bn which Bhe odfor fias an
Enterest. Any sudh submission B subject o all of the jownnals ususl procedunes, with peer roeyvees
handled indepandsnty of the relevant &dfor and thelr esearch groups. Home information on types
Ol el indd @

REVISED SHABMISSTONS

Lge off WD DIOCESsimg Solfware

Regardless of the file format of the originad subsmission, af revision you mMmust provide us with an
adifable file of the entine articke. Koep the |ayout of the ot a5 Smiple &5 possibke. Most Tormatting
codes will ba remosed and replaced on proecessing tha artkclo. The ekectronic text showld bo prepared
n @ way very similar to that of conventional manoscripts (seE aley thee Guide To Publishirsg with
ERSVIET. D88 350 TNE SECTR0N 0N EHSCINONIC 2T W0k

To avoed WSNNeCEREINyY @Mors Yo ane strongly adviced to ume the "spall -chiedk’ and grasmmear-chack
Fumctions of your word processor

Suhdlelsinn - numehered SerThines

Dl wour article inbo clesrdy defined and numbensd sections. Subsections should e nusmbered
1.0 rfeen 1.0.1, 1.0.2, ...), 1.2, . (the abstract is not included in section nsmbering]. Use this
mumbering aleo for inftemal cross-referencing: do not just refer bo “the ext”. Any subSecthon may ba
giwani a brigf haading. Each kexding should appear on B owm separato ling.

Indrochacthom

State the objectives of the workl and provide an adequabe backgerownd, avwokding a detalled lberature
SUMEY OF & sEmmany of thie results.

Matera! and methods

Prowiice sisfTichent details T allow the work to ba reproduced by an indepeandesnt reseancher. Methods
that are already publizshod showld be summanzed, and indicated by 3 referenoe. IF quobing deracty
from & prewl cuslhy publishesd mathod, use Quokation markcs and also dbe the souwros. Ay mModifRcabhors
fi existing mesthods should ais0 b descrited.

Thearyfcaicukbian

& Thaory saction Should exftend, not repaat, the ackground o the articke already dealt with &0 tha
Irfrodisction amd lay the Townsdafion Tor further work. Inooonbrast, a Caloulstion section mepresents a
practical developrmesnt from a theorebical basis.

Heciirs
Resulis should b dear amnd oencise:

D =hon
This showld explone the significance of the resulis of the woric, not repeat them. & combGinesd Results
and Ciscussion section i often aporopriate. Avold esxtesnsive ofatkons and discussion of pobils hed
Bheratiene

Comriirshons
The main conc husl ons ol the shedy may be presentsd na shom Concdusions sactom, whsch may stand
abon or fonm a subsection of 3 Disoussion or Feswlts and Dsosss om Sactiom.

[ a4 R
Fheace supply,. as 4 separate ISt e defnRions of Tield-specilic bermms used B your artiche.

Apeendices

I thiene & mreone thean one anmeeEndix, thay shiodld e Hentifed as A B, et Formmules and spuatons in
appandces shaouild be Qivan separate nsmbaring: Ego (A1), Eqe {A2), abc_; in 3 subsoguesnt appendix,
Eq. [BE.1) amnd =0 on. Simillary For tabkes and figueres: Tabde A.1; Fge A1, ebc

Ezseminal ktie page mformairon

a ThAE Condcise and infomatsie. TRies are often wed in information-retrieval systems Avioid
atibredations and formalass whane Doss Dk,

= Adnbhor names and fTTEbons. Ploece dearly indicate the given name{s] amnd famdly name{s]
of @ach author and chedd that all names amne aiouratsly spelliad. You am add yvour name bebsesen
panenthEsas in your owan soipt behdnd the English tanclferateon. Present the suthors” afikation
sddrosses (whare the actual work was done) befow thie nemes. Indecabe all afations with a lowar-
CASE PUDErsonipt ether mmasdiately after the aubthor's nama and i Tront of the appropriate sddress.
Prowide the full postal address of aach affiliaton, induafng the country name and, & awadabla, tha
@-mall address of @aich Jwthior
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= Correcpanding subthor. Cleaely indicate wiho will handle correspondenoe at 2l stages of refereeing
and pubdication, Mo post-publcytion. This responsibl ity includes anDasTing 2y future quaries Jbout
Methodology and Materials. Ensure that the e-maill address is given and that comtact details
ane kept Bp to date By the corresponding suthar.

= Prasanl, permamnent address. IF an author has maved since Che work desoribsed e armiche was
done, or was vidtng at the time, a "Present address” (or 'Penmanent address™) may be indicabed 2=
& foobnobe o that avthors namse. The addresss 2t wihich the author achually did the work must ba
ref@ained 25 the main, affiliatn address. Supersoript Arabic numerals ang used for such footmofes.

Mighlaghis

HEghlights ane mandatory for Chis jourmal 25 they help increase the: discoverability of your article via
search engines. They consist of 3 shom collection of Gulkt points that capture tha novel results of
wWor ressarch 2 wiell as new methods that wene used during the study (If any]. Fleass have a look
at the axsmplas hare: exampks Highlights.

Heghlighis chould be submitied n a2 ceparabe ediRabde Ml im the ondine submiEscion system. Plesce
iy HEgnEgTEE' in the fle namae and nclude 3 o 5 Dl points (maximism 85 charaoers, inclkiding
SpaCEs, par bulat podint].

Abrstract

A concics amd facbusl abwtract IS reguEred. The abstract should stabe Drefly the purposs of tha
rezearch, the principad results and major conclusions. An absirect i offten presenied separately froem
thee arthcle, s i st be able ©o stand alioerss. Foor this rescon, References showld b avwoided, bat i
esgantial, then cite the authan(s) and year[s]. Also, non-standard or uncommon abbeeyiatons should
b avoided, but I essential they must be defned at thelr first menton in the atstract kel

For "Motes” Absiract showld be mo knger tham 50 words

Graphicy’ ahoiract

Although a graphical abstract is optional, S use is encouraged as it drass mone atiengion to the online
artice. The graphical abstrack should Ssmmeas ze the: contesnis of the amicde in 3 condse, picorial form
designed to capture the actention of 3 wido rexderchip. Graphical atctrects should e assmithed 25 3
separate file im tha onling submission system. Image ske: Fease provide am imags with a minimam
of 531 w 1336 pivads (b = W] oF proportionally more. Th image showld bo readabde ot & sizo of 5«
13 om usming a regular sorasn mesolution of 55 dol. Preferred fle typss: TIFF, BEFS, PDF or MS Ofice
ket Wiou can wiew Example Sraphical Abstracts on owr informmation sibe.

Buthors can make wse of Elsewier's Diustration Services Do -ensuns the Dect presenatom of their | nmeges
and Im accordanos with all bechinbcal el remsents.

Keywords

Immestiately afer the absiracd, provide a maedmum of § keywords, using American spelling and
ot | and plural terms ard maltiple concepts (avoid, for ecampla, "and’, of"). Ba sparing
wilth abbreviatons: ondy abbeeyiathons fmly establishad in the fiold may b eligible. These krywords
will be uzed for indexing purposes.

US or GB spalling 3-& (Alphabatized]
Abbrewiathons
Dafine abbreviatons that are not standand in this feld in 3 footnote o be placed on the first page

of thee articke. Such abibreviations that e unavoidable @0 thie abistract miust be defined ot their irst
mantion there, as wall as in the fooctnote. Enase consistency of abbreviations throughowt the artkcle.

AcknowiechpeTmants

Ciollabe acknowdsdgemants in & separate section ot the and of the artcls before the references and do
not, therefone, indwde thesm on the tile pege, 2 a foonobe o the tTle or otherwise. LSt hene thoce
Individualks whio provided hedp during the: research (@2.3., providing |anguege halp, wrting scsictance:
or proof resding the article, efc. ).

Formarhing of funching Sources

List funding =ources in this standard way to faciiRate complianos to Tunder's regulremsnts:

Funding: This work was asppored by the Mational Insttutes of Health [grant numbers oo, yyyy] s
the Bl B Melinda Gabes Fowsndation, Seatt e, W [grant naumbaer zzzz]; and the Unitesd States Institubes
of Peace [grant nismbar aaaa).
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It & not necessary o inchude detal ed descrigtions on the program or type of grants and awands. When
funding iz from 2 block grant or othelsr resowroes Swdilable o 3 wnivers Ry, college, or other resesrch
retimution, asbmit the nasme of the instibube or organi zation thet prosided the funding -

If nay funeding haet been provided for the ressarch, phexce incdude the folowing sentenoe:

This rezaarch did not recesye any specfic grant from funding agences im the publkc, commarcial, or
not-for-profit sechors.

Foodmodes

Footnotes should be used sparingly. Numbsr them onsecutively throughout the amice. Many word
precessors bulld foobnobes indo the tewt, and this feabune My be used. Should this not be the case,
ndicate the position of foctnobes in the et and present the feoinotes themselves separately at the
end of the article.

Image manipuiacion

‘Whilst it |5 accepbed that authors soimet mes nassd ©o manipu laie images for Canty, manipulaton for
purposes of deception or frausd will be Seen a5 stientific athecal abwne and will Do ot with 2ol ngly.
For graphical images, this journal is applying the Tollowing pokcy: no speclfic feature within am mage
may be enhanced, obscured, miowed, removed, oF inbroduced. Adjustments of brighinass, conbrast,
of cokor baianoe ane acoepiable  and ac long as thay do not obiscure of diminate any dformation
presant im the original. Monlinear adjustments [2.5. changes o gamma sefings) must be discoced
in the Mgune kegond.

ElnCirmnic Wik

General points

= Make sure you use uniform lettering and sizing of your originad arwori.

= Prefomed fonts: Anal (or Belvetica], Times Mow Roman {or Timas), Symbsol, Dol

= umbsgr thee Bustrations according to Cheir ssguence in the: Dext.

= Uso 3 BoQelal maming conmnventesn for your artweork fles.

= Indicabe per fagure if it iz a single, 1.5 or 2-column figing mage.

= For Word subméssions only, you may stll provides figures and thelr capbions, and tables within a
singla Ml at the rewicion stage.

= [Fieaze note that individual figune files arger than 10 MB masst be provided in sepamabe sounce filies.

A detailed guide on ekectrones artwork |5 Fvalabbe
You ane urged to visit this site) some excerpts from the detailed information are given e,
Formmars

raless of the applcation used, whean your decironic arbeork s finalized, please "save 28" oF
conwvart tha images fo one of the foliosying formats (mohe the resolution requiremants for line drawings,
haktones, and Eneyhalftons combinations given Do -
EPE [or PDF): Vector drawings. Embssd the font or save The: text as ‘graphics’.
TIOFF {or IPG): Codor oF grayscale phofographas | RalfTones]: always wsd 3 midnd meam of 300 doil.
TOFF {or 1PG): Bitmappad B drawings: use 3 minimism of 1000 doi.
TIFF {or IPG): Combinations bibmappad §na/half-tone: {color or grayscale]: 3 minimum of 200 dpd
= regusined.
Pleass do oz
= Suppdy files that ane opdimized for soreen woe (2.g., GIF, BMP, FICT, WPG): the resolution is too how.
= Supgly files that are oo ko |nonesol uthon.
= Subanit graphics that are disproportionately large for the oontont.

Codor artwork

Pz make Sune that armwork Ml ane in &N 2ioeptabde feemiat (TIFF (or BPEG), BPS (or POF), or
MS Office fike<] and with the comed resoluthon. If, together with your acoepied aide, you submit
usabde oolor figures then Elseyvier will ensure, at no additeonal chaenge, that these fgures wil appear
in color cnbne: {@.4., SoenceDinect and other Sites) regardiess of whethar or not these ilusTabkosrne
&g reproduced imooodor Bn the printed version. For color reproduction in prink, you will receive
information regarding the costs from Elsewier alfter receipt of your accepted artiche. Please
indicabe yousr preference For oobksr: in print or cnline Ginly. Further infommiation on the preparation of
ebachronit artwork.
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Flgure capdions

Enzune that exch Blustration has a caption. A caption showld comprice a bief otle (met on the: figure
=edl) and & description of thee Blustration. Kesn test in the (Bustrations themselves to 3 minimism but
explain all symibals and abirewiatkions sasd.

Taxt
Text graphics may be embsdded in the text ak the appropriste posiion. I you are working wigh LaTeX
and have ssch features esmbaedded in the bext, these can e beft. Sea Purthesr wnder Ebkscbnom b artwork.

Tables

Pleace submit @bk as editabls text and not as imeges. Tabdes can be placed eRher nest o the
relsant tedt Bn the articke, or on soparabe pagels) at the ond. Mumber fables Consecutively in
arcordanoe with thasr appesramnoe in the text and place any table notes below thee Table body. Ba
sparing im the use of tables and ensune that the data presented in them do mot dupbcabe results
desoribsd alcawdhans in the atide. Place vid usng vortical nikes and dhading in tabls colls

Tables should ba compiled on Separate pages with a shom desoriptve CRle, and egend B neguined,
and numbssred conseostively

References

Citaniom in fewst

Plezxe ensune that every reference cibed Bn thee fext is also present in the reference Bst {and vice
wErEa ). Any references died im the atstrect must be géven in full. Unpubdished results and personal
ORI LS ERONS. 3re Mot nescomam andesd |nthe meferance Bot, Bub may e mientonsd i the text. IT thece
rederences are included in the refersnoe s they showld folliow the standard reference style of the
joumal and showld indude 3 aubstimstion of the publiication date with eithesr "Unpublished esults’ or
“Parsonal comemunecat on”. CItation of & referenoe 3% in press” mpless that the e hias been accepted
for pushkcation.

Referenog (inks

Increased discoverabdity of reseanch and high guality peer review ane ensuned by online nks Do
thee sounces cRed. Im order T allow us o creabs links to abstracting and indeing services, such 2
Scopus, OroccRol and PubMed, phease ensune that data provided in the references ane oonrect. Ploasa
nobe that incommect surnamses, jousrmalihook tides, publication year and pagination masy prevent link
creation. Whan copying references, place b areful as they may aliready contain amors. Lise of thie
DO is highly emcouragad.

& DOl & guaranfesd never T changs, S0 you Can e it as a permanent ink T any elscinonic artkcla.
An example of 3 dtation uing DOT for sn artide not yet in an issue B VanDwecar LC., Russo RLM.,
James DUE., Ambeh WEB., Franke M. (2003]. Aseteméc continuation of the Lesser Antilles slab bensath
northexstenn Veneouds. Journal of Geophysical Research, https: ffdoi org/ 100 1029/300 1 B0ODBES.
[Plece nobe thie format of suich citations showld be n the mame style a5 all cther refersnoes im Bhe pper

Dary refersnces

This joumal enoourddet you to cbe undesrying or relevant dataceis in youwr manuscript Dy Citng ham
n your et and induding a data referencs in your Refenence List. Data references showld includa thie
folkrsing elemasnts: aulhor nameis), daset toe, data eposiony, version [wihere Jvwailabike), year,
and global perskbent identifier. Add [da@set) immediately befone the reference oo we Can propey
bdeanitify 2% 2 data reference. The [datxsat] identifier will rot appear in yousr pubdished artcke.

Referanos managemenl soffwans

Most Ekavier jourmals have hlr refensnne Tmplate 3vailabke in many of the most popalar referance
management software produds. Thase include 2l producis that support Otation Style Language
shyles, such 2 Mendekey. Using citation plug-ins from these producs, avihors only need o select
fthel 2pprofpiriate: ol Template wihen preparing their artide, after wihikch cRations 2md bk e
will b autsmatically fommniatted in tha journal's styke. IF mo template s yet avalable for this joumal,
pheme Tollow the Tormat of thie samiple refersnoes and cliations 26 shown in this Guide. IF you use
reference managemant software, plase ensure that you remove all field codes before submiRting
the dlectronic manuscript. More infommiation om o bo remosss feld oodes Trommn different refensnoe
maragement software.
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Referanoe formathing

There ane no strict reguinements on reference formating 2t submission. Aeferences can be in any
style or formiat 2= long as the shyle s corsistont. Where spphcable, suthons] emas), journal tilaf
book ttie, chapier tiRlefartscke e, weor of publcation, wvolums number/book chapter and the awide
mumilssr or paginaton msst e present. Lse of DO is highly enoowmged. The reference sTyle used by
fthee joirmial veill b2 appdied to the accepted artice by Elsevier at the prool stage. Mote thad missing data
willl b=z highdighfed at proof stape for the suthor to commedt. I you do wich to format the referenoss
worsall they shiowld ba armanged socording to the foliowing examples:

Riferemnoes showld e Esbed by author namss and year of publication in parenthases im the body of tha
fout [|.e.[Crizsrman and Hadley, 1985) two authors; {Crissmean et al., 1998) more thaan twio authors}
and EEbed alphabatcaly in the referenie Seciion. Referemies to jowmals showld oomtain the namses
and initials of all authors, the vwear of publcation, the ttke of the papss, the itk of the periodical
abhbreviated aooording bo List of Seorial Tite Word Abbereviationes {awailable from the [nibesmational
Seriak Data Systom, 20 rue Baxchawmont, 750032 Pars, Franoe. ISBEN Z-904%938-03-8), the wolume
numiber, and page number. Aeferences to Dooks showld aiso include the tRie of the book, the edibors,
and pubiishers. See axampbes bl ow.

Scniler, D, Unl, A, Bdwerain, E., 1955, & Smpke BNt scatterng method D0 20y magnetism in
Magneicspinfium grypinssdidense. FEMS Microbiol. Lett 1332, 13%--145,

Tyszen, F, 1993, Hybridization wikh nsclels add probes. In: Labomabory Techinbgues in BSoc heméstry
and Molendar Biology, Vol. 34, Blsewvier, Amsterdam, pp. I75-434.

Shockman, G0, Hdltje, J-W, 1954, Microbial peptidoglycan {mumin) hydrolase. [n: Gharsen, 1.-
M _Hakenbeck, A.(Eifs.], Bacberial Tl Wall. Elsewien, Amsterdam, pp. 131- 166,

Heferanoe shpfe

Tewd: All cabkons i thie best showuld refer to:

1. Simghr author: tho author's nams [(Without indtisls, unless there 5 ambeguiRy] and the year of
publication;

2. Two aubhors: both auvthors’ nosmes and tha yeoer of peu bl caybion

3. Three or mare avthors: first author's namss followed by ‘et al." amd the yoar of pubdlcation.
Cltations may be made direcly (or parenthetically). Groups of meferences can be Esbed efthaer first
alphabethcally, then chinonokegically, or vioe wersa.

Examples: ‘2 demonstrated [ANam, 0003, 20006, 1999 Allen and lones, 1999)._ O
deminsbrated | Mones, 1999; Alan, 2000]... Kramer et al. {2000) have neoesnily shiosn ...

Ligl: References should be armanged first alphabetcally and then Tuther somed cheromologecally i
necesmary. Mone than one reforenoe from the samae author(s)] @n the ssme year must be Hentfied by
thee ketters "a', W', 'C”, ebc_ placed after the yvear of publication.

Examphes:

Raference to 3 jourmal paublkcatssn:

“an dor Geor, 1., Hanraads, 1A 0, Lupbon, R.A., 3010, The ot of writing 3 schentific arficke. 1. S,
Commian. 163, 51-59. hitpas) diod ongd 10, 10165 Sc 200000372,

Referamnoe to a journal pubkcation with an articks number:

“an der Goar, 1., Hanmasds, 1A 0., Lupton, R.A., 2008, The art of writing 2 scentfic atide. Heliyon.
19, eD0ZD5. hitps:/fdod. cngs 10. 1016/ haliyon. 201 B 00305,

Raferemoe to a book:

Strunk Je, ‘W, 'White, E.B., 2000. The Elemants of Styke, fourth ed. Longman, Mew York.

Riferemnce bo 3 chapber in an edibesd book:

Mattam, G.R., Adams, L.B., 2008, How T prepare an electronic vers on of wour aricle, in: Jomnes, B.5.,
Smith , R.Z. [Eds.], Inbroduction to the Ekecbronic Age. E-Pubdishing Inc., Mew York, pp. 2B1-304.
Riaferemoe to 3 wehsie:

Camcer Research UK, 1975, Canoer statistics reports for the UK. REp:ffwaw camoormesos nohi. o,
aboutcancerfstatisti csfcanmerstatsreporty (accessed 13 Marnch 2003

Raferemoe to a dataset:

|dataset] Oguro, M., Imahiro, S, Saito, 5., Hakachizuka, T, Z005. Mortalty data for dapesnooe oak
wilt dizese and msmownding forest compositions. Mendelsy Data, v1. htps:ffdoiorg/l0 1768327
oa|FEnb3Sr 1.

Riaferemoe to softwars:
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Cioom, E.. Bamdt, M., Jan, A, Svyatshy, D., Atchley, A, Kikinaon, E, Hap, D, Mandnd, G., Shalef,
E.. Lipnikoy, K., Garimadla, B, ¥u, C., Moulon, 0., Karra, 5., Painber, 5., Jafarow, E. B Molins, 5.,
2070, Advanced Terresirial Simulator (ATS) w0.BE [Wersion 0.88]. Zenodo. hitps:/fdol.org/10. 52817
2enndo. ATITI0G.

Fideo

Ekevier accepts video material and anemathon sequences o support and enhamoe pour Sohembfic
research. Authors who have sS3eo or animation files that thasy sesh b submet with theedir articks ans
strongly encouraged o indisds links ©o these within the: body of the artkcle. This can be dona in tha
SamMeE Wy at a Mgune or table by referming to the wideo or anematon conient and noting in the body
mxt whea it shiowld b plaoed. Al submitted fles showld b progesrdy labeled s that they denscty
refabe bo the whdess file's conbent. Inoorder to ensure that yowr wideo or amd et on maberial & drecty
usabde, pheage provide thee Ml im ones of our recomemendad Ml formiats with @ prefernsd maslmam
slre of 150 MB p==r Tile, | GB in botal. Video and animation fkes ssppled o8l be publishasd ondinss in
thel elechroanid varsion of your article in Bsovier Web products, indwsding ScenceDirect. Ploate supply
“siills” with youwsr files: you can choose any fTramse froem the video or animation or make 3 Separaie
image. These will b2 used instead of sStandard icons and will personalizne the §nk o youwr video data. For
more detdiled Etnudions plaase visit our Wodeo instnecton pages. Nobe: Sincn widso and animation
canmnot ba embsdded Gn the print werseon of the journal, please provide text for Doth the ekscinomnic
and thi prind werseon for thee portions of the artkcle that refer to this confant.

Dty wizspafization

Includa interacidse data visualizmtions in your publication and let yousr readers inberect and engage
more dosely with yvour ressarch. Follow the instrectiors Baee bo fimd oot aboul avaliable data
wizualization options and hos to ool ode thesm st vour artkcle.

Suppiementary materiad

Supplementary material such 2 applications, images and sound ciips, can ba publshed with your
armiche to enffanoe it. Submited sspplkesmentary (tems are pubd ished exactly a5 they ane recsved [Exoal
o PowerfFoint fles will appear as sech anbne). Pleece submit your material togethsr with Che atide
and Supply & Comcise, descrptive caption for &»ch supplemssntary fle IF you wish to make dhanges
supplsmentary material during any Stags of the prooess, pleass make sure bo prowids an updated file.
Do meot annotabs any COMeCtions on & pravious version. Piease switch off the "Track Changss' option
N MEcrosolft Offeoe fles ac thece ol appear in thae publisheasd version.

Resesarcy data

This josmal encourages and enables wou T share data that mappors your ressarch publication
wihere appropriate, and enabiles you o rbesdink the data with youwr publichsssd articles. Research data
redors To the resuls of cboorvations or axperimentaton that walidabe ressanch fndings. To facl itahe
regpraduc b ity and data reuse, this joumal alss encourages youl bo shane your SofTwane, oode, models,
algorithmes, protocols, methods and cther welul materials related e the project.

Balow are 3 numiber of ways inowhisch you can assoriabe data with yvour article or make a3 Sabemant
aibout the: awallabilty of your da@ when submitting your masnuscript. If you are sharing data im one of
these waYs, ¥Ou are encouraged to die the data in your manuson pt and referenoe |EL. Flease refer o
the "References" section Tor mone information abodat data otk . For morns infonmation om degoesiting,
sharing and wming resssrch data and cther rekwvant reseanch materals, ¥k the research data pege.

DaLy

Irvmmm:dt Wolr nesaarch dats 3vailabibe in & 02t reposibory, yodl Can link your atide directly
e dabacot. Bsevier ol laborabes with & nusmber of reposdboikes bo link atides on SdemoeDinesct with
reldvant reposiborias, giving readers acoess To underiying data that glves them 3 bether undesrstanding
aof the reseanch desoribssd.

There ane different ways o link your datasets o your amide. Whan avalable, ywou can directhy link
wour datxset o your artkcle by providing the relesant infonmatson bnthe subimission system. For mone
Enformation, visit the database Bnking page.

For supportied data repositones O meposiony barner will autnmatically anpear next to wour pobis hed
artiche on SclenceEDirect.
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Im addiion, you can Enk to relevant data or entities through identifiers. within the text of your
manusonpt, wsing the foliowing formiat: Dafabase: wxxx (@.g. TAIR: ATIGD1020; COCOC: 734053
PDEB: LX)

Mendehey Dacy

This jowmal sspports Mendeley Data, enabling you bo Sepocit any esaarch data (including raw and
processed data, wvideo, code, softeare, algorithmes, probocols, amd meethods) associated with your
manusorpt im 3 frea-to-use, oDEn acoess repositony. During the submission process, afer uploading
WO Manasoripd, wou will have thie oppomunity b0 upload your relsvyant daasets dinecy o Memdshey
Dacy. The datasets will ba Exbed and dinectly S0oes Sl b0 readers masd b your publichsd article cnline.

For more Infonmathon, SR tha Hendelsy Daby for joumals pade.

Daky & Brief
Woid havwe the option of conwerting any or all parts of your Supplemantary of 23diional s data nio
& data article pubilshed in Dara in Srief. A& data amiche £ a new nd of articke that ensures that your
data ane »cively reviewed, curabed, formatted, indexed, gisen a D01 and made publcly awailable
i all upon publicaton {watch this video describing the benafits of publishing your data in Dby in
Brigl]. You are ancouragad o subimit your data artkcle Tor Daky An Brie” a5 an additional ibsm directy
e the revised sersion of vour manusoript. 17 youwr ressarch atice s accepbed, youwr daka amicde
willl automatically b transfernsd ovwer to Dada i Brel whene E vl e editcrially resiewed, pubiic hed
opeEn »oCess and linked o powr mesearcdh artide on SdemnoeDinsct. Phease nobte an open sooess fes B
payable for pulbilkcation in Dy i Srief. Full detaiis can b found on the Dats o Brief website. Plexce

i this template o write your Dby A Bref data articke.

Daty starement

To Toster DANSPArency, W enoourage you T Stake the availability of your data in your submission.
Thiz may be a requiremant of your funding body o instibuation. IF your dat = unavailabke o acoess
or ungsultabke to post, you will harwe the oppomunily t indcate why during the submisson process,
for exampla by stating that the ressanch datd & confidential. The Satemant will appear with your
publichesd articke: on Scencelirect. For more information, visi the Do Statement page.

AFTER ACCEPTANCE

COnilme prood conreciion

To ensure & fast pubiicaton prooess of the artick, we kindly ashk authors To prossce us waith thedir prool
cofTeCtions wikhin w0 days. Cormesponding authors will receive an @-mail with a ok o ow onling
proofing Systesm, alkowing anmotation and comedtion of proofs ondine. The srwironament i simdlar o
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