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RESUMO
Em menos de uma década, a espectrometria de massa por ioniza¢éo com dessorcao a laser assistido

por matriz e analisador de tempo de voo (MALDI-TOF MS) se destacou no diagnéstico clinico em
diversos laboratérios nacionais e internacionais como parte integrante do fluxo de trabalho para
identificacao microbioldgica. Visto que, os métodos classicos requerem diferentes testes bioquimicos,
exigindo um longo periodo de tempo durante o processo, além do fato que a metodologia pode nao
apresentar alto nivel de sensibilidade para certos tipos de amostras. Em contrapartida, o MALDI-TOF
MS oferece um sistema automatizado com alto rendimento, rapidez, economia, precisdo e
sensibilidade. Logo, a aplicac@o e importancia do MALDI-TOF MS na microbiologia hospitalar é
descrito nesta revisao partindo da principal funcionalidade dele que € a identificacao e classificacao de
organismos patogénicos a partir de determinadas amostras biolégicas, tais informag6es foram obtidas

nas fontes do Scielo e PubMed desde de artigos do ano de 2001 até 2021.
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1. INTRODUCAO

Um dos grandes desafios globais é a resisténcia aos antimicrobianos, que
ameaca o sucesso de uma gama cada vez maior de tratamentos contra bactérias e
outros patdgenos. Logo, identificar esses microrganismos de maneira rapida e
eficiente € uma das formas de auxiliar e melhorar o tratamento oferecido aos
pacientes (WEIS, 2020).

O método convencional utilizado nos laboratérios de microbiologia para a
fenotipagem e teste de sensibilidade desses microrganismos necessitam de, pelo

menos, 48h para serem realizados (WEIS, 2020). Considerando pacientes em



estados de emergéncia hospitalar, esse intervalo pode ser um agravante a mais no

guadro do mesmo.

O sistema do MALDI-TOF realiza o processo de identificacdo de bactérias,
leveduras, neoplasias e fungos num curto periodo de tempo. Sendo assim, uma
tecnologia rapida e confiavel para a classificacédo e identificagdo de microrganismos,
podendo ser aplicado em diagnosticos clinicos, pesquisa ambiental e taxondmica e
até na qualidade de processamentos de alimentos. (MAIER, et al., 2006; RODRIGO
et al., 2014).

Portanto, os conhecimentos proporcionados pelo MALDI-TOF tém se mostrado
necessarios para o desenvolvimento ndo somente dos laboratérios de microbiologia,
mas especialmente para a salde publica, pois podera atuar no enfrentamento de
determinadas doencas e, consequentemente, na melhora da qualidade e velocidade
dos tratamentos, sendo um método que vem sendo adotado por laboratérios
mundialmente (PATEL, 2015). Assim, esta revisdo tem como objetivo abordar a
importancia e aplicabilidade da dessorcéo/ionizacdo de laser assistida por matriz
(MALDI) espectrometria de massa de tempo de voo (TOF/MS), nos laboratérios de

microbiologia clinica, baseada principalmente em literaturas publicada em 2006-2021.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. HISTORICO

Primordialmente, a espectrometria de massa era usada em forma de pirodlise,
decomposicdo de matéria por calor, para caracterizacdo dos microrganismos por
Anhalt e Fenselau em 1975. Eles observaram que os espectros de massa foram
produzidos a partir de extratos bacterianos de diferentes géneros e espécies. Com o
decorrer do tempo, na década de 80 foi possivel analisar biomarcadores de proteinas
maiores (BISWAS; ROLAIN, 2013; PATEL, 2015).

O PATEL (2015) relata que o Koichi Tanaka foi o primeiro a descrever a
“ionizacdo de método suave de dessorgcao” a partir de um po de metal ultrafino e
glicerol que permitiu a analise de espectrometria de massa de macromoléculas, fato

esse que |lhe garantiu o Prémio Nobel em Quimica. Posteriormente outros métodos



foram desenvolvidos utilizando a espectrometria de massa utilizando uma matriz de
compostos organicos, como observado nos estudos do Franz Hillenkamp e Michael
Karas. A partir dos estudos deles o termo ionizagao de dessorcao a laser assistida
por matriz (MALDI) foi aplicado (PATEL, 2015). Dessa forma, os avanc¢os tecnologicos
permitiram a criacdo do biobanco, no desenvolvimento de ferramentas de validagao,
registro de amostras e espectros de massa ofereceram a automacao da MALDI-TOF

MS associada a uma rotina de laboratorio de microbiologia clinica (PATEL, 2015).

Logo, tém-se disponivel no mercado, por exemplo, os sistemas VITEK® MS
(bioMérieux Inc.) e o MALDI Biotyper CA System (Bruker Daltonics Inc.) (Imagem 1),
os quais foram elaborados e possuem aprovacao regulatéria pela Food and Drug
Administration (FDA), cada um dispbe de exclusividade, ou seja, existem
particularidades como o software ou a escala de pontuacdo numérica que diferem um
do outro, portanto, cabe ao laboratdrio escolher qual equipamento adequa-se mais a
sua necessidade e objetivo, porém ambos sdo altamente eficientes e seguros
(PATEL, 2015).

Imagem 1. Equipamentos disponiveis no mercado (a) VITEK® MS;
b) MALDI Biotyper CA System).
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Fonte: BIOMERIEUX [s.d.]; BRUKE, [s.d.].



2.2.  IMPORTANCIA

A espectrometria MALDI-TOF (MALDI-TOF MS) atua captando impressoes
digitais espectrais de massa caracteristicas, que sdo exclusivas de cada
microrganismo, logo, € um método de identificacdo microbiologica confiavel a nivel
de espécie e potencialmente usado para identificacdo de cepas (CROXATTO;
PROD’HOM; GREUB,2012). O MALDI-TOF MS é uma tecnologia que apresenta um
alto potencial para substituir integral ou parcialmente os testes fenotipicos
convencionais para cepas bacterianas em laboratorios de microbiologia clinica
(BISWAS; ROLAIN, 2013).

Os testes fenotipicos comumente usados na rotina de identificacdo bacteriana
incluem cultura, coloracdo de Gram, caracteristicas de crescimento, morfologia da
coldnia e testes bioquimicos. A identificacdo completa, usando esses métodos, requer
um longo tempo para obter o diagnostico, principalmente em casos de
microrganismos fastidiosos. Tendo em vista que 0 processo para lidar com os
microrganismos requer duas etapas basicas: crescimento e identificacdo, o MALDI-
TOF pode acelerar a segunda etapa, contudo, se o crescimento da bactéria for lento,
como é o caso de espécies de bactérias anaerdbicas presente em hemoculturas, isso
afetara no tempo de identificacdo também. (BISWAS; ROLAIN, 2013;
CARBONNELLE et al., 2011).

Segundo BISWAB e ROLAIN apud CHERKAOQOUI et al. (2013) o tempo médio
nos meétodos convencionais varia entre 48 e 72 horas, enquanto que o MALDI-TOF
fornece o resultado em cerca de 6 minutos. Levando em consideracdo que, 0S
resultados dependem do tipo de amostra a ser analisada e do objetivo da analise
como identificagdo da espécie, identificacdo de proteinas e biotipagem (CHERKAOUI
et al., 2010 apud BISWAS; ROLAIN, 2013).

O uso do equipamento sera crucial para identificagdo do microrganismo, afinal
ele ird determinar informacdes sobre viruléncia, resisténcia potencial a certos
antimicrobianos e caracteristicas do local da infecgéo. Isso gragas ao padréo de sinal
de massa algoritmica de analise, aplicando um referencial bacteriano e os padrées

de massa de proteina podem ser usados para identificacbes posteriores para



diferentes cepas ou categorizacdo de demais espécies (BISWAS; ROLAIN, 2013). Ou
seja, partindo do principio basico de categorizacao, diferenciacéo e identificacdo dos
microrganismos (Imagem 2) (SANDRIN; GOLDSTEIN; SCHUMAKER, 2013).

Imagem 2. Representagdo dos principios basicos do MALDI-TOF MS diante dos

microrganismos.
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Fonte: SANDRIN; GOLDSTEIN; SCHUMAKER, 2013.

Segundo TORRES-SANGIAO, LEAL RODRIGUEZ e GARCIA-RIESTRA
(2021), o MALDI-TOF MS ja vem sendo usado em laboratérios para uma identificacao
mais rapida de microrganismos em emergéncias e pacientes internados, resultando
em estadias hospitalares mais curtas, principalmente em unidades de terapia
intensiva (UTI) (TORRES-SANGIAO; LEAL RODRIGUEZ; GARCIA-RIESTRA, 2021).

Além disso, o MALDI-TOF MS requer minima preparacao da amostra, porque
grande quantidade pode interferir na leitura do analito (PAN et al., 2007), resultados
rapidos e custos de reagente minimos, identificagédo rapida diante de microrganismos
de dificil cultivo, como bactérias anaerdbicas, micobactérias e archaea, achados
clinicos raros e de dificil diagnostico (BISWAS; ROLAIN, 2013).



Vale ressaltar que o protocolo diante de um paciente com suspeita de infec¢éao
microbiolégica, comumente sendo infeccdo bacteriana, em primeiro plano € identificar
0 patdgeno no local da infec¢do e posteriormente encontrar a melhor alternativa

terapéutica, tendo consciéncia dos riscos de tal atitude (CARBONNELLE et al., 2011).

2.3. APLICABILIDADE

No que tange a aplicacdo deste equipamento de forma mais popular, é que os
efeitos de supressdo entre as moléculas do analito ressurgem frequentemente
durante a andlise MALDI, especialmente em analise de misturas. Com isso, a
possibilidade de supressao de sinal dos efeitos da analise aumenta a complexidade
da amostra, nesse caso a preparacdo da amostra se torna essencial para que durante
a leitura no equipamento ocorra observagao separada dos componentes. Ademais, a
presenca de sbédio e potassio em maiorias das amostras, elementos comumente
encontrados em quaisquer células humanas, podem reduzir a sensibilidade do
equipamento e interferir na leitura da amostra, gerando diferentes picos de
aglomerados (PAN et al., 2007, TORRES-SANTIAGO, 2021).

No entanto, ha maneiras de resolver essas problematicas, primeiro € buscar
matrizes ou aditivos de matriz adequados para melhorar e calibrar a sensibilidade de
deteccdo do MALDI-TOF, a fim de aperfeicoar a seletividade dos sinais de analitos
alvo ou minimizar as alteracdes. E segundo seria desenvolver métodos de pré-
tratamento que removem os contaminantes das amostras e favorecam a analise de
amostras vestigiais, com o objetivo de melhor o resultado dos espectros de massa

dos analitos em alvo (PAN et al., 2007).

Portanto, a principal aplicacdo de MALDI-TOF MS em laboratérios clinicos &
na identificacdo clinica de microrganismos ap6s o cultivo. A tecnologia permite a
incorporacdo de novas espécies, revisbes taxondmicas e expansdo dos estudos
microbiolégicos, com aumento do fluxo de trabalho, desde a preparacdo da amostra
até o gerenciamento de dados, logo tera mais automacéo no processo (WELKER et
al., 2019).

O MALDI-TOF também pode atuar na pesquisa ambiental. Em SANTOS,
HILDENBRAND e SCHUG (2016) apontam estudos que aplicaram o MALDI-TOF MS



para caracterizacdo de microrganismos presentes em rizosferas de plantas. Nesse
estudo foi possivel elaborar um banco de dados com os perfis proteicos de 56
espécies, e partir dessas amostras foi possivel isolar e reconhecer, alcangcando uma
eficacia de 100%. Logo, € notorio observar a partir do estudo citado anteriormente e
dentre outros realizados no ramo da microbiologia ambiental que o MALDI-TOF € uma
otima ferramenta para estudos envolvendo diversidade ecoldgica (SANTOS;
HILDENBRAND; SCHUG, 2016). Segundo JANG e KIM (2018), foi mostrada a
aplicabilidade dessa técnica em casos de biorremediacdo, ao conseguir isolar duas
cepas bacterianas de amostras de lodo e esgoto, e monitoramento de rotina em
estacdo de tratamento de agua. No entanto, esta pode se apresentar sendo uma das
areas mais desafiadoras para sua aplicacdo, jA& que a quantidade de espécies
presentes em amostras ambientais é bem maior do que as encontradas em amostras
clinicas. Além de necessitar de um banco de dados de referéncia bem maior para
aumentar a confiabilidade das identificacdes (JANG; KIM, 2018).

Além dessa aplicacao, ha estudos que comprovam a utilizacdo do MALDI-TOF
MS no estudo histolégico, principalmente na deteccdo de marcadores tumorais e
neoplasicos, dentre eles, para o cancer de mama, de préstata, de intestino, de ovario,
de cérebro e linfomas. Isso acontece gracas a andlise direta do tecido,
correlacionando os dados de espectrometria de massa com as caracteristicas
morfologicas do tecido (GOULART; REZENDE, 2013 apud FERREIRA, 2019).

Por fim, o mesmo também tem sido aplicado no diagndstico de algumas
doencas inflamatérias, como inflamacdes intestinais. Pois, ha estudos das interacdes
hospedeiro-patdgeno visando a observacédo de novos marcadores de infec¢do, dentre
outras possibilidades microbiologicas (FERREIRA, 2019).

2.3.1. IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS

Para a identificagcdo das amostras bacterianas, € necessario que elas sejam
cultivadas em meios de cultura sélidos, onde uma colbnia é selecionada e espalhada,
como um filme, em uma placa-alvo MALDI. E necessario acrescer um solvente a esse
esfregaco, que serd capaz de extrair a maioria das proteinas bacterianas para a
medi¢c&do do MALDI-TOF. O tamanho e a sequéncia dessas proteinas ribossomais sao

bem especificas nas espécies, 0 que permite identificar e diferenciar as diferentes



cepas. E importante ressaltar, também, que a sensibilidade da técnica pode depender
do tipo de amostra (HOU et al., 2019).

A identificacdo de fungos progride de forma mais lenta se comparada a
identificacdo de bactérias, por serem organismos mais complexos e com diferentes
fendtipos ao longo da vida, além da parede celular composta por quitina e outros
polissacarideos, que dificulta a lise (VRIONI et al., 2018). Além disso, sdo necessarios
alguns dias para se obter a maturidade fungica, sendo esse atraso algo importante a
ser levado em consideragéo, dada a mortalidade e morbidade em infec¢cbes causadas
por fungos, principalmente em pacientes neutropénicos. Contudo, nos ultimos anos
algumas identificacdes de fungos se mostraram bem-sucedidas, principalmente com
as espécies Penicillium spp., Trychophyton rubrum, Scytalidium dimidiatum, que
mostraram impressdes espectrais distintas permitindo uma boa diferenciagéo entre
as espécies. No entanto, até 2012, o MALDI-TOF era usado amplamente para
identificacdo de leveduras (CROXATTO et al., 2012).

O uso do MALDI-TOF em virus ainda é pouco explorado por conta do baixo
nivel de proteinas virais, alto peso molecular dessas proteinas e uma provavel
contaminacdo em células cultivadas in vitro por meio do transporte dos sedimentos
do substrato celular. Entretanto, ainda € possivel provar, segundo SINGHAL et al.
(2015), a utilidade do equipamento para virus como os da influenza, virus do papiloma
humano (HPV), virus da herpes, virus da hepatite e enterovirus. Sendo que, em sua
maioria, os estudos que embasam essa informacao, utilizaram o material genético
viral amplificado por meio da PCR (Polymerase Chain Reaction). Além disso, o
MALDI-TOF se provou um eficiente método de deteccdo multipla para o virus da
herpes em diferentes amostras biologicas (SINGHAL et al., 2015).

Ha também aplicagdo do MALDI-TOF MS como uma ferramenta na
identificagdo de poliovirus humanos e biomarcador de proteinas virais em células
afetadas. E os resultados demonstraram uma ferramenta eficaz, especifica, sensivel
e barata para identificacdo dos trés sorotipos de poliovirus do que quando comparado
ao padrdo-ouro da sorologia padrdo que inclui a ELISA e técnica de virus-
neutralizacédo (CALDERARO et al., 2014).



Outra aplicacdo interessante do MALDI-TOF MS esta no diagnostico de
helmintos causados por nematddeos, cestédeos e trematddeos, infeccdes mais
comuns em populagBes de baixa renda nas regides dos tropicos e subtropicos
(FERREIRA, 2019). Estudos de FEUCHEROLLES et al. (2019) mostram que esse
meétodo pode apresentar 6timos resultados para uma identificacéo rapida e direta de
helmintos patogénicos em amostras biolégicas humanas e animais
(FEUCHEROLLES et al., 2019).

2.4. EQUIPAMENTO

Um espectrémetro de massa é composto por trés partes: uma fonte de ions
para ionizar e transmitir as moléculas de ions da amostra numa fase gasosa, um
analisador de massa que separa os ions de acordo com sua razdo de massa-carga e
um dispositivo de deteccdo para monitorar ions separados (CROXATTO;
PROD’HOM; GREUB, 2012).

Na analise MALDI, as amostras para serem analisadas séo preparadas a partir
de amostras misturadas com uma determinada matriz, dessa forma ocorre a
cristalizacdo das mesmas dentro desta matriz. A matriz € composta de pequenas
moléculas de acido que tém uma alta absor¢édo 6ptica na faixa do comprimento de
onda do laser utilizado. J& a composicao da matriz varia de acordo com a biomolécula
a ser analisada e o tipo de laser, sendo os mais frequentemente usados sédo acido
2,5-dihidroxibenzoico (DHB), &cido alpha-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA), acido
sinapinico (SA), acido feralico (FA) e acido 2,4-hidroxifenilbenzoico. Sendo que, os
FA, SA e CHCA tém se apresentado eficientes para a deteccao de biomarcadores de
proteinas, enquanto o DHB detectar melhor glicopeptideos e glicoproteinas. Na parte
de intensidade e tamanho dos picos moleculares detectados séo relativos da matriz
selecionada, o DHB e CHCA sé&o ideias para quantificacdo de ions de massa
menores, com até 10 kDa se for usado com o solvente adequado. Enquanto que o
SA e FA mostraram serem melhores aplicados para quantificar ions de massa
maiores, até 15 kDa, porém apresenta sensibilidade menor que CHCA (CROXATTO;
PROD’HOM; GREUB, 2012).

Considerando o MALDI Biotyper, para exemplificar seu funcionamento no dia

a dia, seria o seguinte: (1) pdem-se uma colbnia na placa de amostra, a qual logo



apos sera exposta a radiacao laser. Quando a matriz é adicionada e seca, a placa €
inserida no equipamento. (2) A placa é entéo irradiada usando o laser, e as proteinas
nas bactérias (principalmente proteinas ribossomais) sdo ionizadas; o tempo
necessario para que essas proteinas ionizadas voem para o detector determina a
raz8o massa-carga ( m / z) das proteinas componentes, e a intensidade do sinal
fornece o espectro de massa (padréo). (3) O espectro de massa obtido € observado
e comparado com os demais em um banco de dados de referéncia para identificar
determinado microrganismo (Imagem 3) (TSUCHIDA; UMEMURA; NAKAYAMA,
2020).

Imagem 3. Processo de identificagdo por MALDI-TOF MS no MALDI Biotyper, a partir da técnica de
coleta direta da col6nia e transferida imediatamente para a placa alvo do MALDI, onde sera

adicionado 1 pL de Acido férmico a 70% para identificar.
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Fonte: TSUCHIDA; UMEMURA; NAKAYAMA, 2020

No que diz respeito a identificacdo ap0s a placa ser irradiada pelo laser, dentro
de alguns minutos obtém-se um espectro caracteristico denominada impressao digital
de massa de peptideo (PMF), de modo que cabe ao software MALDI-TOF MS
comparar o padrdo do PMF obtido com os demais PMFs armazenados em uma
biblioteca extensa de referéncia (SINGHAL et al., 2015).



Ademais, a reprodutibilidade do espectro do MALDI-TOF, podem-se obter
algumas variacoes de espectros referente a uma espécie, por causa das condicdes
de cultura e parametros instrumentais, ao lidar com bactérias a titulo de exemplo, que
estdo em estagios diferentes de crescimento ou quando ndo é realizada a lise
apropriada das capsulas das mesmas, concernente tera uma liberacdo menor ou
maior de proteinas, fato que influenciara na identificacdo daquela amostra (SANTOS;

HILDENBRAND; SCHUG, 2016).

Ao obter e analisar um espectro diferente, deve-se atentar aos fatores externos
0s quais podem interferir no resultado, como, a calibragéo do equipamento, amostra
insuficiente, a matriz que foi utilizada, as condi¢gdes de crescimento, um adendo antes
as micro placas precisavam serem higienizadas mecanicamente, mas agora 0S
equipamentos jA possuem as micro placas descartaveis, assim como também um
ambiente empoeirado ou com temperaturas extremas influenciara na acao do laser,
entre outras, apds descartar tais possibilidades (CROXOATTO; PROD’HOM;
GREUB, 2012).

Faz-se necessario, portanto, ndo apenas a padronizacdo tanto da fase pré-
analitica quanto da fase analitica, mas também seguir corretamente as instrucdes e
recomendacdes do fabricante, consequentemente respaldara os profissionais
envolvidos e o resultado previsto sera obtido com seguranca (CROXOATTO;
PROD’HOM; GREUB, 2012).

2.5. VANTAGENS E DESVANTAGENS

Como dito anteriormente, os métodos tradicionais microbiolégicos, quando
realizados adequadamente, apresentam resultados confidveis. No entanto, esses
tipos de métodos dependem dos metabolismos dos microrganismos durante o cultivo,
podendo exigir longos periodos de incubacdo, sendo necessario para compensar o
atraso dos testes uma liberacdo dos resultados rapido. Sendo que, na maioria das
vezes os resultados podem ser inconclusivos (DE MELO, 2014). BARBOSA (2015)
relata que o MALDI-TOF MS quando comparado aos métodos fenotipicos
automatizados apresenta especificidade um pouco superior, com taxas de
reconhecimento, na maioria das vezes acima de 95%. Tal fato é possivel gracas a
metodologia do equipamento em detectar proteinas ribossomais, que Ssao

conservadas durante o procedimento e sofrem poucas modificacbes decorrente de



fatores externos. Todavia, o MALDI-TOF MS apresenta certa desvantagem em
constatar espécies de perfil proteico semelhantes, como € o caso da Escherichia coli
e Shigella sp., Streptococcus pneumoniae e Streptocuccus viridans. Dessa forma, o
MALDI-TOF MS né&o deve ser considerado como Unica metodologia de diagnosticar
diante de espécies com carater proteico semelhante, sendo importante um

conhecimento prévio para possivel situacao a parte (BARBOSA, 2015).

Em contrapartida, os métodos microbiologicos atuais possuem diversas
vantagens como reducdo do tempo para liberacdo do resultado, testes
microbiolégicos com qualidade melhor, risco de contaminacédo reduzido e processos
de fabricacéo aperfeicoados (DE MELO, 2014).

Vale destacar que, os métodos genotipicos detectam polimorfismo a nivel de
DNA ou enzimatica, utilizando produtos de expressédo dos genes para diferenciar os
microrganismos. No que tange a identificacdo, ainda que automatizada, baseia-se
nos mesmos principios dos testes tradicionais de identificacdo e caracteristicas
fenotipicas (DE MELO, 2014).

Enquanto que, os métodos fenotipicos tradicionais determinam analises
subjetivas, pois contempla a morfologia celular, coloracdo de Gram, reacfes
bioquimicas como catalase, coagulase e oxidades, e padrées de fontes de carbono,

sendo um processo de obtengé&o dos resultados demorado (DE MELO, 2014).

Em segundo plano a evolugéo na microbiologia destaca-se o uso de sistemas
automatizados aplicados para tipagem ou sub-tipagem de microrganismos, a partir de
aspectos fenotipicos e genotipicos. O MALDI-TOF produz resultados em menor
tempo, pelo fato de estar associado com analisadores TOF com instrumentos que

promovem a formacao de ions por pulsos que € o MALDI (DE MELO, 2014).

Dado que, os sistemas automatizados usados de forma alternativa podem
reduzir custos, aumentar a produtividade, eficiéncia e reduzir os riscos de
contaminacao. Porque esse tipo de equipamento, teoricamente, ndo apresenta limite
de massa que sera analisada, mantendo sempre a elevada resolucdo. Por esse
motivo, principalmente, esta técnica vem sendo aplicada nas andlises de materiais
poliméricos de elevado peso molecular, derivado tanto de origem biomolecular como
de origem sintética (DE MELO, 2014).



Na area da saude humana, a aplicacdo de biotecnologia com o objetivo de
agilizar a identificacdo de espécies patogénicas ou ndo patogénicas de
microrganismos é de extrema importancia para garantir a qualidade da saude numa
sociedade. Assim, o MALDI-TOF fornece um método rapido e sensivel para a
classificacdo microbiolégica, apesar dos estudos sobre tal equipamento ainda serem
limitados. Porém, tem se mostrado relevante e confiavel diante do desenvolvimento
laboratorial, além de apresentar resultados confiaveis para diferenciar uma
diversidade de amostras de bactérias Gram negativas e positivas, cianobactérias,

fungos e protozoarios de distintos niveis taxonémicos (DE MELO, 2014).

No reconhecimento do microrganismo, a quantificacdo de proteinas,
carboidratos, lipidios e acidos nucleicos sédo reconhecimentos de forma simultanea,
gerando assim um espectro caracteristico de cada espécie, gerando assim uma
atualizacdo constante do banco de dados, a fim de garantir a confiabilidade dos
resultados (DE MELO, 2014). Ja foi comprovado que a exatidao obtida pelo MALDI-
TOF foi superior guando comparado com testes bioquimicos automatizados ou outros
métodos, cerca de 98 a 99% para as espécies analisada (ASSIS; JULIANO;
JULIANO, 2011).

7

Dessa forma, essa técnica é considerada um dos principais mecanismos
analiticos na quantificacdo de proteinas, por causa da sua alta sensibilidade, exatidao
e precisao. Tal principio € baseado na “impressao digital do mapa peptidico”, relatado
anteriormente, sendo bastante util na identificacdo de espécies com genomas curtos
e sequenciados completos. Todavia, a possibilidade de fracasso na identificacdo a
partir desse método aumenta a medida que o numero de registros banco de dados
utilizado na busca se eleva. Pois, para proteinas isoladas de espécies cujo genoma
nao esta sequenciado, necessita usar um banco de dados genéticos maior (DE
MELO,2014).

O MALDI-TOF oferece a possibilidade de identificar patogenos de forma direta,
como urina ou frascos de hemocultura positiva, sem a necessidade de crescimento
de colbnia, no entanto, a elevada concentracdo de proteinas presentes nessas
amostras interferem na deteccdo de proteinas bacterianas e fangicas especificas,
sendo um obstaculo gerado nesse meétodo. Além disso, quando ha uma baixa

concentracdo de microrganismo presente também dificulta a identificagcdo. Sendo



necessario entdo a criagcdo de protocolos de preparacdo das amostras para a
extracdo de proteinas e remocdo de substancias que possam interferir na leitura,
tornando o processo mais trabalhoso, com a inclusdo de fases como centrifugagéo,

lavagem, separacao em gel e extragao proteica (FERREIRA, 2019).

Apesar da desvantagem citada anteriormente, estudos comprovam bons
resultados sobre identificacdo bacteriana em amostras de hemocultura e urina por
meio do MALDI-TOF. MOUSSAOUI et al. (2010) desenvolveu a identificacado
bacteriana direta de frascos de hemocultura e obteve melhores resultados (91,1%) de
microrganismos Gram negativos quando se comparado aos testes convencionais de
coloracdo de Gram (89%) (MOUSSAQUI et al.,, 2010). J& BUCHAN, RIEBE e
LEDEBOER (2012) o MALDI-TOF identificou corretamente 85,5% dos isolados
diretamente presente nas hemoculturas, sendo 97,6% de compatibilidade ao nivel de
género e 94,1% a nivel de espécie, quando se comparado aos testes convencionais
(BUCHAN; RIEBE; LEDEBOER, 2012). Enquanto que no estudo de FERREIRA et al.
(2010) o MALDI-TOF MS obteve da taxa de exatiddo de 94,2% das amostras de
urinas analisadas diretamente, onde a principalmente bactéria isolada foi Escherichia

Coli, com a identificacao correta de 92% a nivel de espécie e 93% a nivel de género.

Portanto, € notério que os resultados presentes nesses casos evidenciaram
gue a aplicabilidade do MALDI-TOF MS para identificacdo bacteriana pode ser
utilizada de forma eficiente, com menor tempo, baixo custo de insumos e com
acuracia elevada do que os métodos convencionais, principalmente em amostras de
Gram negativas com UFC maior que 10% mas também de leveduras e fungos
filamentosos (FERREIRA et al., 2010; FERREIRA, 2019).

2.6. PERSPECTIVAS DO MALDI-TOF

Segundo JANG e KIM (2018), o MALDI-TOF MS tem mudado a compreenséao
dentro da microbiologia clinica, por ter como perspectiva a atuacdo em crises de
vigilancia epidemiologica, auxiliando no reconhecimento precoce de surtos,
programas de tratamento e analise de transmissao cruzada (JANG; KIM, 2018). Ja
que se torna claro dizer que o MALDI-TOF diminui consideravelmente o tempo que
seria necessario para a identificacdo de agentes patogénicos. Além disso, demonstra

alta eficacia em determinar a sensibilidade de antibidticos, assim como possuli,



também, a vantagem de se conseguir testar isso de forma conjunta com a
identificacdo do microrganismo, ndo sendo necessario testes separados (VRIONI et
al., 2018).

J& a perspectiva gerada por PSAROULAKI (2018), em relacdo ao MALDI-TOF,
€ de que além da utilizacdo em diagndsticos clinicos, sua aplicacdo podera ser
expandida dentro da area da agricultura também, auxiliando nos processos de
seguranca alimentar, ecologia e testes de qualidade. Contudo, ainda segundo
PSAROULAKI (2018), é fundamental continuar aprimorando os softwares utilizados
combinadamente com o MALDI-TOF, como jA vem ocorrendo. Em 2018, alguns
programas ja estavam sendo utilizados para melhorar a tipagem de cepas de
Staphylococcus aureus MRSA, conseguindo diferenciar expressdes de proteinas nao
ribossomais (PSAROULAKI, 2018).

E possivel deduzir também que, logo consiga se realizar rotineiramente a
identificacdo diretamente das amostras, ja& que em 2017, conseguiu-se identificar
bactérias a partir de amostras de leite, sem que fosse necessario a realizacdo de
cultivo em meio de cultura, sendo a identificacdo realizada através da analise de
proteinas ribossomais extraidas do leite a partir de um kit MALDI Sepsityper (JANG;
KIM, 2018).

3. CONSIDERACOES FINAIS

O MALDI-TOF MS tem se apresentado como uma tecnologia emergente e
muito promissora na identificacdo de microrganismos, pois € um método preciso,
rapido, de custo baixo e rendimento alto. Dentro da microbiologia clinica hospitalar
seria particularmente importante a implementacdo do mesmo na rotina, pois garantiria
uma maior agilidade nas analises das amostras de pacientes internados, maior
exatiddo na prescricdo de antimicrobianos e, consequentemente, diminuicdo do
tempo de internacdo ou Obito, em alguns casos. Contudo, é importante ressaltar a
continua necessidade de atualizacdo do banco de dados de referéncia no sistema do
MALDI-TOF, para aumentar a precisdo e confiabilidade na identificacdo dos
microrganismos e suas caracteristicas de resisténcia. E possivel afirmar o alto
potencial para a implementagao dessa tecnologia na rotina laboratorial em um futuro

préximo.
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