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RESUMO

A sepse é um quadro dindmico que rapidamente pode evoluir para estagios graves e
cuja a intervencado precoce tem um importante impacto no progndstico do paciente. Tendo
em vista que um tratamento eficaz depende da rapida identificacdo do patégeno causador do
guadro, métodos diagndsticos rapidos ganham importante papel dentro do protocolo. Dentre
as varias formas de identificar o agente causador da sepse, o Matrix Associated Laser
Desorption-lonization — Time of Flight (MALDI-TOF) tem grande potencial por sua velocidade
nos resultados e confiabilidade. O MALDI-TOF é um método diagndstico que consiste em
colocar o material biolégico em placa de matriz polimérica, sendo o material vaporizado por
um lazer e coletado por um tubo que possui um detector no final, que avalia o tempo de
chegada das moléculas evaporadas da substancia. Esses dados sdo, entdo, colocados em um
grafico, com picos para cada fungo e bactéria, e entdo interpretados com um banco de dados
ja conhecido, concedendo o resultado diagndstico . Esse trabalho teve como objetivo verificar
a utilidade do Maldi-TOF como ferramenta diagndstica nos protocolos de sepse em
comparacdo com a cultura. Como objetivos especificos, esse trabalho se prop6s a verificar se
houve uma reducdo no tempo de diagndstico microbiolégico, internamento, tratamento e
uma melhora na evolugdo do paciente, assim como avaliar se houve concordancia entre os
resultados apresentados pelo MALDI-TOF e o método convencional. Como metodologia, foi
realizado uma revisdo integrativa nas bases de dados: SciELO, BVS Salus, Scopus, Web of
Science, PUBMED e google academico. A sele¢do de artigos foi feita por dois pesquisadores,
individualmente, resultando em 16 artigos finais, dos quais foram extraidos seus dados e
realizada a discussdo. Foi obtido como resultados que o uso do Maldi-TOF no protocolo de
sepse reduz o tempo até identificacdo do patdogeno permitindo, consequentemente, uma
reducdo no tempo até terapia efetiva, tempo até terapia optima, tempo de estadia hospitalar
e na mortalidade. Observou-se que a redugdo no tempo de estadia, assim como, na melhora
no tratamento, tem importante impacto econdmico no hospital, causando redugdo de
diversos custos quando comparado ao método convencional. No entanto, o MALDI-TOF tem
importantes limitagdes como a dificuldade na identificagdo de amostras polimicrobianas, sua
dependéncia dos agentes registrados nos bancos de dados, sua auséncia de um protocolo
Unico estabelecido para processamento de amostras diretamente de hemocultura positiva e
sua limitacdo naidentificacdo de bactérias gram positivas. Conclui-se que a inclusdao do MALDI-
TOF no protocolo de sepse traz importantes beneficios tanto em relagdo ao tempo ate
identificacdo do agente, quanto em relacdo a melhora no progndstico do paciente. No
entanto, ainda sdo necessdrias algumas melhorias de forma a contornar as limitacdes
atualmente presentes.

Palavras-Chave: SEPSE. MALDI-TOF. Espectrometria de Massa.
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INTRODUCAO

A sepse pode ser definida como disfuncdo organica secundaria a uma resposta
sistémica desregulada a uma infecgao, sua prevaléncia em Unidades de Terapia Intensiva (UTI)
é considerada alta em todo o mundo, possuindo indice significativo em todo Brasil. Foi
observada taxa de mortalidade, relacionada a sepse, de 46,6 % globalmente e 12.9% no Brasil,
durante periodo de 2002 a 2010. (crude and age stantarized) (1,2). Os dois picos de
mortalidade ocorreram cedo na infancia e em idosos. (2)

Nas ultimas décadas o perfil de sepse tém demonstrado aumento na prevaléncia.
Alguns fatores podem estar relacionados a esse aumento de prevaléncia, como melhorias no
atendimento emergencial que proporcionam maior sobrevida aos pacientes graves; aumento
da expectativa de vida; aumento de pessoas imunossuprimidas, mais suscetiveis a infe¢Oes
graves; melhoria dos protocolos de detec¢do da sepse, permitindo maior monitoramento de
casos; e, aumento de bactérias multirresistentes. (2,3)

O principal tratamento para sepse € a antibioticoterapia empirica precoce, consenso
atual, quando se trata de um paciente com suspeita de possuir infeccdo bacteriana severa,
mas mesmo com todas as informacdes disponiveis ndo é possivel ter certeza quanto ao
patégeno em atuacdo ou sobre as resisténcias do individuo a determinados antibidticos.
Assim, deve-se considerar a escolha dos antibidticos associada a métodos eficazes de
identificacdo de patégenos. Neste sentido o tratamento empirico adequado diminui o tempo
de internacgdo hospitalar do paciente com sepse. (4)

A escolha entre diferentes métodos diagndsticos tém efeito no progndstico do
paciente, pois por se tratar de uma doenga dinamica, a sepse pode evoluir para condi¢ao grave
em apenas 1 dia. Portanto, a escolha entre as diferentes tecnologias disponiveis baseadas em
suas caracteristicas de funcionamento tem valor direto no tratamento do paciente. A
utilizacdo de tecnologias diversas na identificacdao de patdgenos pode reduzir o tempo para a
primeira troca de antibiético, o tempo de permanéncia hospitalar, reduzir a mortalidade, o
uso de antibidticos e os custos com o tratamento. (5)

Abordando essa necessidade o Maldi-tof surge como um novo pilar diagndstico com
grande poder diagndstico. Através da ioniza¢ao e introdugao de particulas nao volateisem um
espectrometro de massa ele é capaz, com auxilio de algoritmos especificos para

biomarcadores, realizar identificacdo de espécies. Com isso ele tem o potencial de reduzir a



etapa de identificacdo do agente causador de 24-48 horas para alguns minutos. Além da
velocidade desse processo, essa tecnologia apresenta uma identificacdo correta semelhante
ao método convencional, trazendo com isso, seguranca no seu resultado. (6)

PropGe-se, por meio deste trabalho, como objetivo geral, esclarecer a utilidade do
MALDI-TOF como ferramenta de diagndstico precoce nos protocolos de casos de sepse,
comparando com as informacgdes fornecidas pela cultura, padrdao ouro na identificacdo de
patégenos; Como objetivos especificos, planejamos verificar nas pesquisas publicadas se
houve diminui¢ao no tempo de internamento, no tratamento e na evolugao do paciente ao se
incluir o MALDI-TOF no protocolo de sepse e comparar o tempo do diagndstico microbioldgico
do agente etioldgico da sepse entre o MALDI-TOF e hemocultura, e a concordancia entre seus

resultados.



FUNDAMENTACAO TEORICA

No Brasil 25% dos leitos de UTI sdo ocupados por pacientes com sepse, cuja taxa de
mortalidade é de 50% (7), aumento proporcional entre tempo de estadia na UTI e gravidade
do paciente, além dos altos custos com equipe multidisciplinar, equipamentos sofisticado e
medicamentos dispendiosos, gerando, em média SUS 9,632 de custos totais na UTI por
paciente. (8). Assim, a identificacdo do local de infe¢do e/ou do agente etioldgico sdo
fundamentais no manejo do paciente. (7)

A inflamacdo é uma resposta normal do corpo a invasdo por micro-organismos. O que
diferencia a Sepse é a producdo excessiva de mediadores inflamatérios, resultando numa
anarquia metabodlica, e uma incapacidade do corpo de controlar a resposta que ele mesmo
iniciou, gerando uma SIRS (Sindrome da Resposta Inflamatdria Sistémica) e consequente
disfuncdo organica. A principal consequéncia é o comprometimento de muitos érgdos e
choque com evolucdo para sindrome de insuficiéncia de multiplos 6rgaos. O quadro comeca
com sinais e sintomas inespecificos, e, a medida que evolui, sinais e parametros laboratoriais
mais especificos podem ser identificados, usualmente associados a alguma faléncia organica.
(9)

A velocidade do tratamento de pacientes com sepse influencia o progndstico da
doenga, sendo benéfico o quanto mais rapido e efetivo. O protocolo para sepse deve ser
aberto para pacientes com suspeita de sepse e choque séptico, ficando a critério da prépria
instituicdao hospitalar, de acordo com seus recursos de profissionais e eficiéncia da triagem. Se
o protocolo foi aberto para presenca de SRIS e suspeita de infecgao, inicialmente serd utilizado
o escore gSOFA, avaliando 3 critérios: rebaixamento de nivel de consciéncia, frequéncia
respiratoria e pressdo arterial, para verificar se o paciente possui suspeita de SEPSE. Pacientes
com suspeita de sepse, conforme decisdo da equipe médica, seguirdo com medidas de 1 hora
com coletas de amostras de sangue, inicio precoce da antibioticoterapia empirica, controle da
pressdo e volemia caso necessario. Esses pacientes serdao acompanhados e avaliados em 6
horas verificando as medidas de manutencao da volemia, antibidticos, lactato e estado geral
do paciente. (10,11)

Aidentificacdo de bactéria e fungos tem sido classicamente realizada por meio
de cultura e, apds os resultados por testes fenotipicos que procuram as diferengas dos agentes

encontrados. A cultura possui a vantagem de poder produzir resultados de um Unico patégeno



vidvel, inserido em um meio adequado. Infelizmente a cultura pode vir a demorar de 6 horas
a semanas dependendo do patégeno e o teste fenotipico demora de 24 a 48 horas(10). Na
sepse, esse tempo traz um enorme prejuizo pois a cada hora de demora para o tratamento
adequado a mortalidade aumenta em 10%. (12)

O Maldi-tof (Matrix Associated Laser Desorption-lonization — Time of Flight ) é
um método diagndstico que consiste em colocar o material biolégico em placa de matriz
polimérica. Em seguida, o material é vaporizado por um lazer e coletado por um tubo que
possui um detector no final. Esse detector, avalia o tempo de chegada das moléculas
evaporadas da substancia. Esses dados sdo, entdo, colocados em um grafico, com picos para
cada fungo e bactéria, e entdo interpretados com um banco de dados ja conhecido e o
resultado ofertado [13]. Existem 3 sistemas de andlise bioinformatica dos espectros dos
microorganismos comercializados: Microflex LT Biotyper (Bruker Daltonics), VITEK MS IVD
(bioMérieux) e MALDI microMX (Waters Corporation), embora o primeiro seja mais utilizado
na pratica clinica. (14) O MALDI-TOF permite diagndsticos de materiais microbioldgicos como
fungos de importancia clinica (15), micobactérias (16), estafilococos coagulases negativos (17)
e a definicdo de varios sorovariantes da salmonella enterica (18). A medida que mais se utiliza
o MALDI-TOF, os bancos de dados ganham mais informacdes, melhorando e ampliando a
identificacdo dos microrganismos, entretanto, possui a desvantagem que os bancos de dados
sdo de proprietarios, sem a possibilidade de uso livre e da harmonizagdo da informagao
adquirida (10,17).

Os pontos forte do MALDI-TOF MS sdo sua rapidez técnica, em tempor em torno
de 10 minutos, o seu baixo custo custo em matéria de reagentes, sendo <2 euros (<2,8 US
ddlares) por identificacdo, pela rapido processamento técnico, pela capacidade de introduzir
MALDI-TOF MS para automacao robdtica laboratorial, pela precisdo geral de > 95% no nivel
de espécie e por limitacdo a identificagGes altamente provaveis, pois se o sistema ndo puder
gerar a identificacdo exata, ndo ha sugestdes fornecidas, minimizando assim falsas
identificacOes (19).

As limitagdes do MALDI-TOF MS seriam o custo inicial da compra do instrumento
MALDI-TOF, a falta de um sistema de susceptibilidade de alta velocidade comparavel , um
aplicacao restrita sem cultura prévia e a distincdao entre microrganismo filogeneticamente

muito relacionados, como a Shigella comparada a Escherichia coli. (19)



METODOLOGIA

Foi realizada uma revisdo integrativa a partir da pergunta norteadora, construida por
meio da estratégia PICO: “Qual o beneficio do MALDI-TOF como tecnologia diagndstica de
agentes etioldgicos de sepse comparado a hemocultura?” Assim, foram reunidos e
sintetizados os resultados da pesquisa, com o fim de contribuir para o avanco do
conhecimento da tematica (20). As seguintes etapas, foram entdo percorridas: identificacdo,
delimitacdo do tema e formulacdo da questdo norteadora, estabelecimento dos critérios de
inclusdo e exclusdo para selecao das publicacbes, definicao das informacdes a serem extraidas
dos estudos selecionados e categorizacdo dos mesmos, interpretacdo dos achados e
divulgacdo do conhecimento sintetizado e avaliado por esta pesquisa (20).

Utilizou-se como base de dados: Scientific Electronic Library Online (SciELO), Biblioteca
Virtual em Saude (BVS Salud), Scopus, Web of Science, Public Medline (PUBMED) e Google
Académico, como literatura cinzenta. Os critérios de sele¢do inicial foram: idiomas inglés,
portugués e espanhol; artigos publicados nos ultimos cinco anos, no periodo de 2015-2020. A
busca se deu a partir do uso de descritores, por meio da criacdo de estratégias de busca,
conforme tabelas descritas no apéndice 1.

O processo de selecdo dos artigos foi realizado por dois pesquisadores de modo
independente, inicialmente por meio dos titulos e abstratos dos artigos . A quantidade de
artigos encontrados em cada base de dados por estratégia de busca se encontram
detalhadamente no apéndice 2. Apds selegdo dos artigos iniciais os pesquisadores reuniram
os artigos selecionados e realizaram leitura da publicagdo na integra, se completando a ultima
fase do processo de selegdo por meio da aplicagdo dos critérios de elegibilidade e exclusdo. O

fluxograma a seguir exemplifica o processo realizado neste trabalho.



Fluxograma - Processo para a selecdo dos artigos

Artigos identificados nos bancos de dados
pesquisados: 4.623

BVS/Salud- 984 artigos
Pubmed- 574 artigos

Web of Science- 649 artigos
Scopus- 1264 artigos

Scielo- 13 artigos

Google académico- 1158

44432 artigos excluidos
:> por serem duplicados e

ndo elegiveis apos
leitura do titulo, resumo
ou abstrato

——— [165 artigos excluidos por
indisponibilidade de

acesso e/ou por ndo se
Numero de artigos selecionados: 16 adequarem ao objetivo
da pesguisa

Mumero de artigos selecionados: 181

Pelos critérios de elegibilidade foram incluidos na revisdo: qualquer tipo de estudo,
independente da abordagem metodoldgica, completos que abordavam a tematica e atendiam
aos objetivos do estudo. Foram excluidos artigos que avaliavam outras tecnologias de
deteccdo do agente etiolégico de sepse, artigos com indisponibilidade de acesso, incompletos,
repetidos e que ndo correspondam aos critérios de inclusdao. Em casos de duvidas individuais
dos pesquisadores quanto a sele¢ao ou nao do artigo, foi realizada discussao e tomada a
decisdo por meio do consenso. Com isso foram delimitados 16 artigos finais que serviram para

coleta dos resultados e discussao.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontrados 4.623 artigos, dos quais 181 foram avaliados de acordo com o
titulo e resumo, sendo assim 4.442 artigos excluidos por duplicacdo ou por ndo serem
elegiveis. Na segunda etapa de andlise, 181 artigos foram avaliados na integra, dos quais 165
artigos ndo estavam relacionados ao objetivo da pesquisa ou ndo estavam disponiveis. Apds
o processo de selecdo, 16 artigos cientificos foram incluidos na revisao.

Os artigos foram analisados e os dados organizados em um banco de dados no
software Microsoft Office Excel 2016 de acordo com o titulo, ano de publicacdo, periédico,
objetivos, metodologia, resultados e conclusdo. A partir da analise do contetddo dos estudos
e o objetivo proposto, identificaram-se os resultados da utilizacgdo do MALDI-TOF em casos de

sepse indicadas na literatura conforme descrito no Quadro 1.

Quadro 1 — Distribuicdo dos estudos incluidos na reviséo integrativa segundo Autores/ano de
publicacdo, Titulo, Tipo de desenho e resultado sobre o MALDI-TOF como tecnologia
diagndstica em casos de sepse , n=16. Brasilia-DF, 2020.

Autores, Ano Titulo Tipo de Resultados
desenho
1. Won-Young Kim, Clinical Utility of | Estudo -Grupo pos intervencao teve uma
Eun Suk Jeong, Insu | Rapid Pathogen | retrospectivo, reducdo no tempo, desde coleta até a
Kim, and Kwangha | Identification for | em Unico saida do resultado do teste de

Lee; 2018

Detecting the
Causative
Organisms in
Sepsis: A Single-
Center Study in
Korea

centro, pré e
pds
intervengao,
quase
experimental

suscetibilidade, reduzido de 108.7h
para 90.2h em comparagao com o
grupo pré intervencao.

-Grupo pos teve uma menor
mortalidade de 28 dias, tendo o grupo
pré uma mortalidade de 70% e o
grupo pos de 20%.

-0 grupo pre que recebeu terapia
inicial inativa teve o pior progndstico
enquanto o post intervengao com
terapia ativa ficou com o melhor
prognostico. O segundo melhor
progndstico foi o do pés intervengao




com terapia inativa e o segundo pior
foi o de grupo pré intervencdo com
terapia ativa.

Yong Duk Jeon,
Hye Seong, Dokyun
Kim, Mi Young
Ahn, In Young
Jung, Su Jin Jeong
Jun Yong Choil,2,
Young Goo
Songl,2, Dongeun
Yong3, Kyungwon
Lee3, June Myung
Kim1,2 and Nam Su
Kul,2; 2018

Impact of matrix-
assisted laser
desorption/
ionization time
of flight mass
spectrometric
evaluation on
the clinical
outcomes of
patients with
bacteremia and
fungemia in
clinical settings
lacking an
antimicrobial
stewardship
program: a pre-
post quasi
experimental
study

Estudo
retrospectivo,
em unico
centro, pré e
pos
intervencao,
quase
experimental

-O grupo pos intervengao do MALDI
TOF teve o tempo de identificacdo do
patégeno reduzido de 86.4h para
63.5h em relacdo ao grupo pré
intervencgao.

- Apesar da reducdo no tempo nao foi
reduzido o tempo até terapia efetiva,
mortalidade de 30 dias, tempo até
clearance microbiolégico, tempo de
estadia na UTIl ou recorréncia em 30
dias.

-Dentro os subgrupos avaliados, uma
parte, tanto do grupo pré e grupo pds
intervencao receberam intervengao
do departamento de infectologia.
Destes subgrupos o grupo pos teve,
além da reduc¢do do tempo de
identificacdo, um menor tempo até
inicio da antibioticoterapia efetiva de
28.8h para 17.1h




3.

J. Delport,
A.Strikwerda, A.
Armstrong, D.
Schaus, M. John;
2016

Quality of Care Is
Improved by
Rapid Short
Incubation
MALDI-ToF
Identification
from Blood
Cultures as
Measured by
Reduced Length
of Stay and
Patient
Outcomes as
Part of a Multi-

Estudo
retrospectivo,
em Unico
centro, pré e
pos
intervengao,
guase
experimental

-Reducdo no tempo de identificacao
inicial em 21.03h ap6s introducao do
MALDI-TOF em relagdo ao método
convencional.

-Reducgdo no tempo até
antibioticoterapia optimizada em
9.56h.apds introducdao do MALDI-TOF
em relacdo ao método convencional

-Reducdo no tempo de estadia
hospitalar em 3 dias (ou 73.68h). apds
introdugao do MALDI-TOF em relagao
ao método convencional

Disciplinary

Approach to - Entre os pacientes que necessitaram

Bacteremia in trocar antibioticoterapia apds

Pediatric identificacdo do patégeno, observou-

Patients se que o0s pacientes pertencentes ao
grupo pos intervencdo do MALDI-TOF
tiveram uma reducdo no tempo de
estadia de 23.65 dias em rela¢do aos
pacientes pertencentes ao grupo pré
intervencgao.

4. J.Kim, S. Hong, D. MALDI-TOF-MS Relato de caso - Confirmagdo do urosepsis pelo
Yong, K. Lee; 2017 | Fingerprinting A.urinae pelo MALDI-TOF,
Provides apo6s confirmacgao pelo
Evidence of método convencional.

Urosepsis caused
by Aerococcus
urinae




5. K. French, J. Evans,
H. Tanner, S.
Gossain, A.Hussain;
2016

The Clinical
Impact of Rapid,
Direct MALDI-
ToF
Identification of
Bacteria from
Positive Blood
Cultures

Andlise
qualitativa,
caso a caso,
sobre possivel
impacto do
MALDI-TOF,
baseado nos
resultados dele
em comparag¢ao
com o método
convencional.

-Dos 115 casos, 108 foram
identificados pelo método
convencional dia 2, enquanto 73
tiveram diagnodstico pelo MALDI-TOF
no dia 1

-28 dos 115 casos teriam beneficios
clinicos com o diagndstico precoce
pelo MALDI-TOF

-11 casos teriam uma mudanca no seu
foco investigativo com o resultado do
maldi-tof

-Dos 115 casos, 102 tiveram auxilio de
um especialista em infeccdo. MALDI-
TOF teria indicado 14 dos casos como
de significado clinico duvidavel,
podendo ter poupado o contato e
priorizado ele para casos mais
confirmados.




6. S.M. Bhavsar, T.C.
Dingle, C.L.
Hamula; 2018

The impact of
blood culture
identification by
MALDI-TOF MS
on the
antimicrobial
management of
pediatric
patients

Estudo
retrospectivo,
em Unico
centro, pré e
pos
intervengao,
guase
experimental

-Reducdo no tempo de identificacdo a
partir do gram de 41.3h para 11h com
a introducdao no MALDI-TOF em
relacdo ao método convencional.

- Ao associar o MALDI-TOF com
consultacdo com o departamento de
doencas infecciosas/ASP, ocorreu
uma redugdo no tempo para terapia
optima (de 58h para 23.7h), no tempo
para descontinuacdo da
antibioticoterapia (de 49.3 para
20.4h) e reducdo no tempo até
terapia efetiva (de 7.2 para 5.9 horas)

-A associacdo do MALDI-TOF com
consultacdo com o departamento de
doencas infecciosas também reduziu
o tempo de estadia relacionado a
infeccdo em uma média de 10.5 para
uma de 8.3.

-Custo por tempo de estadia reduziu
de uma média de 23.90S por curso de
antibioticoterapia para 14.305.(ndo
foram incluidos custos de
administracao).




7. P.M. Luethy, J.K.

Johnson; 2019

The Use of
Matrix-Assisted
Laser
Desorption/
lonization Time-
of-Flight Mass
Spectrometry
(MALDI-TOF MS)
for the
Identification of
Pathogens
Causing Sepsis

Revisdo de
literatura

-Um dos principais elementos
avaliados nos artigos é o tempo de
identificacdo. O Uso do maldi-tof
ofereceu uma reducdo no tempo de
aproximadamente 17-34 horas
quando avaliado de culturas positiva.
Além disso, tempo de estadia
hospitalar reduzido aproximadamente
de 2 a 6 dias e queda na mortalidade
de 4 a9 %.

-0 uso associado de MALDI-TOF com
ASP reduz ainda mais o tempo para
terapia efetiva e optima (4.65 e
32.11h respectivamente) em relacao
ao uso isolado do MALDI-TOF.

-MALDI-TOF pode auxiliar a identificar
culturas contaminadas tendo
importante papel na reducdo do
tempo até descontinuacdo da
antibioticoterapia inadequada e no
numero de usos da vancomicina

-Reducdo do tempo de estadia e
antibioticoterapia otimizada resulta
em ganho econémico. Esse ganho
aumenta com uso do ASP. Ganhos
documentados no artigo variam de
2000-2500 $ de redugdo de custo
hospitalar, 3000S de custo de UTI, 2.3
milhdes de $ anuais. O artigo que
comparou com ASP teve uma redugao
de 130008 de custos diretos do
paciente.




8. M. L. Faron, B. W.

Buchan, N. A.
Ledeboer; 2017

Matrix-Assisted
Laser Desorption
lonization—Time
of Flight Mass
Spectrometry for
Use with Positive
Blood Cultures:
Methodology,
Performance,
and Optimization

Revisdo de
literatura.

-Melhora do tempo até saida do
resultado indo de 48 a 72h (obtido
usado método convencional) para
18.1 a 34.3 com o uso do MALDI-TOF
no processo de investigacao.

-Tempo até terapia optima também
reduziu de 12h a 36h

- Um estudo Using a pre-/post
comparison study of workflows
mostrou que associacdo de MALDI-
TOF + AST um reajuste na
antibioticoterapia em média 75h
(mais ou menos 48h), reducdo do
tempo de estadia de 11 dias para 9.3
dias, reducdo da mortalidade de 10.7
para 5.6 e reducdo do custo por
sobreviventes em média de
$19,547.00.

9. M. Pichona, M.

Micaelob, P.
Longuetc,d, G.
Planteféved, M.

Abderrahmanea, B.

Wifaqa, A.-M.
Menna, 2019

A rare case of
Corynebacterium

riegelii urosepsis:

Role of the
MALDI-TOF mass
spectrometry in
the identification
of emerging
pathogens

Estudo de Caso

- Tanto a hemocultura como o exame
microscépico identificaram bactérias
compativeis com espécies de
Corynebacterium, mas somente o
MALDI-TOF MS conseguiu identificar a
bactéria como Corynebacterium
riegeli.

- Os testes bioquimicos e o
sequenciamento genético do 16S
rRNA eram anteriormente o padrao
ouro para a identificagdo definitiva de
C. riegelii, mas recentemente, o
MALDI-TOF MS suplantou as técnicas
bioguimicas e pode representar uma
alternativa ao sequenciamento do
gene 16SrRNA, sendo a estratégia
atual para identificar com precisao
microrganismos incomuns de sepse.




10. Matthias von Rotz,
Alexa Dierig, Ulrich
Heininger, Carl
Chrobak, Veronika
Baettig and Adrian
Egli, 2017

Case report:
when two and %
men go
camping...

Estudo de Caso

- A identificacdo de espécies
bacterianas com o MALDI-TOF a partir
de hemoculturas

devem ser confirmados com métodos
convencionais baseados em cultura,
uma vez que a identificagdo baseada
em MALDI-TOF n3o pode

reconhecer infeccdes mistas.

- Uma identificacdo rapida usando
espectrometria de massa MALDI-TOF
diretamente dos frascos de
hemocultura positiva

revelou Listeria monocytogenes. Foi
confirmado

a identificacdo das espécies com
métodos convencionais, estando
disponivel

24 horas depois.

-O MALDI-TOF forneceu uma
identificacdo rapida de espécies
bacterianas diretamente do positivo
cultura de sangue aproximadamente
24 horas mais rapido que os métodos
convencionais identificacdo
bioquimica (VITEK 2).

- E demonstrado a

utilidade do MALDI-TOF como
identificacdo rdpida de patdgenos
causadores de sepse em nivel de
espécie diretamente de
hemoculturas positivas.

- O MALDI-TOF pode fornecer uma
identificacdo oportuna

de patégenos incomuns e mais raros e
instituir rapidamente a

a terapia especifica necessaria,
otimizando o tratamento antibidtico e
reduzindo a mortalidade.




11.
Mohammed Saad
Almuhayawi, 2016

RAPID
DIAGNOSIS OF
SEPSIS
PATHOGENS

Tese de
Doutorado

-O MALDI-TOF tem baixa eficacia no
diagndstico etioldgico de sepse em
que ha infeccdo polimicrobiana
analisada diretamente de
hemocultura, apresentando baixo
desempenho e conseguindo
identificar os microrganismos em
apenas 2/115 (1,7%) dos frascos de
hemocultura polimicrobianas.

-MALDI-TOF MS pode analisar até 48
amostras simultaneamente. Além
disso, o método leva menos de 10
minutos para analisar a amostra.

-O MALDI-TOF MS, possui uma das
maiores coberturas de
microrganismos entre os métodos de
identificacdo em microbiologia clinica,
com mais de 5000 microorganismo
em sua base de dados, sendo
eficiente na identificacdo de agentes
patolégicos raros que podem causar
sepse.

-O MALDI-TOF MS, por ser métodos
de identificagao rapida com ampla
cobertura, pode ser usados na
identificagdo de microrganismos
raros, incluindo bactérias anaerdbias.




12. Guillermo Marti’'n-
Gutie” rrez, Nancy
Rodri'guez, Jose’
Antonio Lepe,

Roci’o Parody, Marr’a
Jose” Torres and Javier
Aznar, 2015

Rapid
identification of
a Leptotrichia
trevisanii
catheter-related
bloodstream
infection using
matrix-assisted
laser
desorption/ioniz
ation
time-of-flight
mass
spectrometry

Estudo de Caso

-A identificagao pelo MALDI-TOF MS
encurta o periodo de tempo
necessario para

identificacdo etioldgica da bacteremia
de dias a algumas horas, o que
contribuiu

para um resultado clinico bem-
sucedido para o paciente.

-O MALDI-TOF

MS fornece um método preciso,
rapido e de baixo custo

para diagndstico etioldgico,
permitindo rapida

identificacdo de isolados bacterianos
qgue foram identificados
inconclusivamente por métodos
convencionais ou que necessitem de
métodos mais caros e restritos, como
sequenciamento do gene 16S rRNA,
possibilitando assim

um melhor manejo de infec¢Ges
bacterianas invasivas.




13. Irene Garcia-
Fernandez-Bravoa,,
Lucia Ordieres-
OrtegaFrancisco
Braojos-Sanchez,
Pablo Demelo-
Rodrigueza, 2016

Respiratory
sepsis due to
Moraxella
atlantae:

Utility of mass
spectrometry to
identify rare
species

Estudo de Caso

-A identificacdo de certas espécies
como M. atlantae continua a
representam um desafio devido as
dificuldades com a cultura, bem como
o tempo de identificacdo
excessivamente longo.Por essas
razles, e para

evitar atrasos no diagndstico, novos
métodos de deteccdo rapida estao
sendo

utilizados, como espectrometria de
massa MALDI-TOF.

-Além de ser uma ferramenta facil e
economica, o MALDI-TOF é também o
método mais rapido para identificar
bactérias em culturas de sangue. Sua
eficacia varia de 43% a 94%,
dependendo do

patdgeno.

-MALDI-TOF consegue identificar
raras espécies etioldgicas de sepse,
sendo importante em casos em que
os patdgenos tem sua identificacdo
restringida por dificuldades na
cultura.




14. Juan Carlos
Rodriguez, Miguel
Angel Bratos,
Esperanza Merino
y Carmen Ezpeleta,
2016

Utilizacién de
MALDI-TOF en el
diagndstico
répido de la
sepsis

Revisdo de
literatura

-A introdug¢ao de MALDI-TOF na
pratica clinica de rotina

produziu uma diminuicdo significativa
no tempo de resposta microbioldgica,
indo de dias para horas.

-A aplicagdo de MALDI-TOF em
amostras de hemocultura positivas
em pacientes com bacteremia ou
fungemia apresenta mais dificuldades
do que quando aplicado diretamente
a bactérias

isolado em meio de cultura sdlido,
devido a baixa carga microbiana,

e pela alteracdo dos espectros de
proteinas bacterianas por
interferéncia com o meio ambiente
devido a presenca de proteinas
humanas,

células do sangue e carvao no frasco
de hemocultura.

-Outra limitacdo do MALDI-TOF é a
possivel presenca

de patdégenos que ndo estdo incluidos
no banco de dados. Novas versdes de
analise bioinformatica dos espectros
dos microorganismo estao sendo
melhoradas

para ter sua cobertura expandida.

-O MALDI-TOF pode identificar
patégenos associados a infecgOes
monomicrobianas em mais de 90%
dos casos.

-A identificacdo de cocos gram-
positivos pelo MALDI-TOF apresenta
sensibilidade e especificidade
discrepantes em protocolos
diferentes.

-A correta identificacdo de
Enterobacteriaceae é realizada em
praticamente todos os casos. Da
mesma forma, é muito Util identificar




leveduras diretamente na
hemocultura.

A capacidade do MALDI-TOF da
identificacdo correta de bacilos gram-
negativos nao fermentadores

€ um pouco menor.

-O MALDI-TOF tem limitacdes para a
identificacdo de bacteremia
polimicrobianas.

-A técnica rapida de identificacao
etiolégica da sepse pelo MALDI-TOF
ainda ndo permite evitar o inicio de
tratamentos empiricos, mas diminui
sua duracdo, oferecendo dados que
ajustem o tratamento precocemente,
trazendo beneficio ao paciente,
diminuicdo de gastos e melhor
controle da resisténcia antibidtica.

-A aplicacdo do MALDI-TOF em
bacteremias devido a

cocos gram-positivos demonstram
otimos resultados no manejo de
Infec¢Oes por Staphylococcus aureus,
ja que junto com a deteccdo
molecular de

resisténcia a meticilina pode oferecer
ao clinico

informacdes Uteis sobre a terapia em
poucas horas, diminuindo o nimero
de pacientes recebendo cobertura de
antibidticos

contra S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) .

-A grande confiabilidade na
identificacdo de bacilos Gram-
negativos é

o maior potencial do MALDI-TOF, pois
permite identificar rapidamente
infecgdes por espécies bacterianas
frequentemente

associado a multirresisténcia, como
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas




aeruginosa, Acinetobacter baumannii
ou Stenotrophomonas maltophilia.

-0 uso do MALDI-TOF implica

um aumento de 11,3% no numero de
pacientes recebendo tratamento
antibiotico correto nas primeiras 24
horas apds a positividade da

cultura de sangue.

-O MALDI-TOF diminui o tempo de
identificacdo do microrganismo
etioldgico da sepse, o tempo de
terapia

eficaz e de terapia ideal. Também
apresenta reducdo da mortalidade, da
estadia de pacientes em UTI,do
tempo de internacdo hospitalar,dos
custos hospitalares totais e de
bacteremias recorrentes.




15. Calvin Ka-Fung Lo,
Dominik Mertz,
Debbie Yamamura,
Mark Loeb, 2020

Assessing impact
of MALDI mass
spectroscopy on
reducing
directed
antibiotic
coverage time
for Gram-
negative
organisms

Andlise
Retrospectiva
(revisdo
retrospectiva)

-O MALDI reduziu significativamente
tempo entre a coleta de hemocultura
para alcancar a identificacdo de
patégenos gram negativos e foi
associado

com um tempo significativamente
reduzido para iniciar uma terapia mais
especifica, com uma diferenca média
de

16,37 horas, consequentemente
reduzindo o tempo para descontinuar
a terapia anterior.

-Comparado com a métodos de
identificacdo tradicional

gue podem levar de 4 a 18 horas,o
MALDI leva em média 45 a 90
minutos para identificar

isolados a partir ponto de inoculacdo.

-O MALDI tem alta precisao na
identificacdo da espécie de bactérias,
estimada em até 97,7% para
Enterobacteraciae e 75% para Bacilos
Gram-negativos ndo fermentativas
guando usados diretamente em
frascos de sangue positivos.

-E evidenciado reducio significativa
no tempo de internagdo relacionado a
infeccdo desde a implementagdo do
MALDI

-O MALDI proporciona um aumento
no

uso apropriado de antibiético e
diminuicdo do custos médios de
antibidticos por turno.

-O MALDI-TOF requer um inéculo
inferior do patégeno para fazer sua
identificacao

guando comparado com os métodos
tradicionais.

-Entre as limitagcdes do MALDI-TOF




encontra-se a dificuldade da
identificacdo etioldgica na presenca
de multiplos patdgenos.

-O MALDI através do tempo de
identificacdo reduzido, permite que
os médicos sejam notificados

mais rapidamente sobre a
identificacdo do patégeno da
bacteremia, podendo assim trata-la
com a terapia mais especifica para o
agente etioldgico, levando a
otimizagao clinica valiosa de
antibidticos por meio de iniciacdo
precoce e descontinuagdo precoce
de antibidticos para bacteremias
gram negativas.




16. Jesus Ruiz-Aragon,
Modnica Ballestero-
Téllez, Belén
Gutiérrez-
Gutiérrez, Marina
de Cueto,Jests
Rodriguez-Ba"noa,
Alvaro Pascual,
2017

Direct bacterial
identification
from positive
blood cultures
using matrix-
assisted laser
desorption/ioniz
ation time-of-
flight(MALDI-
TOF) mass
spectrometry: A
systematic
review and
meta-analysis

Revisao
sistematica e
metanalise

-O MALDI-TOF realizado diretamente
de frascos de hemocultura positivos
fornece identificacdo altamente
precisa de bactérias Gram-negativas,
particularmente Enterobacteriaceae,
em nivel de espécie diretamente a
partir de hemoculturas positivas. Para
bactérias Gram-positivas, a precisao
geral é moderada (baixo para algumas
espécies).

-Ainda ndo esta entendido por que
nem sempre é possivel identificar
bactérias Gram-positivas diretamente
de hemoculturas positivas, especula-
se que a parede celular mais robusta
diminui a eficacia da extracdo de
proteinas e que o crescimento lento
de algumas espécies pode levar a uma
amostra muito pequena apds a
extragdo. No entanto, mesmo com
bactérias Gram-positivas, alguns
pesquisadores relatam identificacdes
bem-sucedidas em cerca de 75% ou
mais das hemoculturas positivas.

Aintroducdo da espectrometria de massa MALDI-TOF no diagndstico de bacteremia e

fungemia se demonstrou uma revoluc¢ado devido a velocidade e confiabilidade dos resultados

oferecidos por meio da andlise do espectro de proteinas bacterianas, podendo ser realizado

até mesmo diretamente mente do frasco de hemocultura positivo. Tradicionalmente, a

lentiddo dos procedimentos de diagndstico forca os médicos a adotarem tratamentos

empiricos com base nos dados clinico, epidemioldgico e técnica coloragdao de gram para tratar

a infecgao de seus pacientes em casos de sepse. (14)

Somente apds varias horas ou dias seria possivel ajustar a terapia conforme o resultado

de identificacdo do patégeno. O uso de técnicas rapidas, apesar de nao evitar tratamentos

empiricos, tém a capacidade de diminuir sua duragdo, oferecendo dados que permitem

ajustar os tratamentos precocemente com conseqtiente beneficio para o paciente, diminuicao

dos gastos com saude e controle da resisténcia aos antibiodticos (14).




Além de todas as vantagens em melhorar o tratamento de pacientes, o fornecimento
de técnicas rdpidas permite projetar protocolos de terapia empirica com base em combinacao
de antibidticos, que os efeitos negativos da terapia empirica, como a toxicidade, aumento de
custo e impacto ecolégico, serd minimizado por ser capaz de realizar uma adaptacdo rdpida
do tratamento baseado nos resultados microbiolégicos. (14)

Em uma revisdo de literatura, foram avaliados artigos cujo o tema foi o papel do
MALDI-TOF em bacteremias e mudanca no prognéstico do paciente. Um dos principais focos
de discussdo foi a mudanca no tempo de identificacdo do patégeno. Percebeu-se que o uso
do MALDI-TOF reduziu o tempo em 17-34h quando comparado com o método convencional.
Essa mudanca foi observada tanto em kits comerciais (Sepsityper) quanto na associacdo com
métodos de incubacdo curta com o MALDI-TOF. Percebeu-se, também, que o uso do MALDI-
TOF para identificacdo precoce resultou em uma reducdao no tempo de estadia de 2 a 6 dias,
além de uma reducdo na mortalidade de 4 a 9% (21). Outra revisdo encontrou dados
semelhantes com reducdo no tempo até identificacdo de 48-72h para 18 - 34 horas. Além,
disso, foi encontrado uma reducdo no tempo até terapia éptima de 12 a 36 horas(22).

Outra revisdao obteve resultados semelhantes. Ao se comparar a identificacdo pelo
MALDI-TOF com métodos de rotina para a identificacdo do agente etioldgico em pacientes
com infeccdo de corrente sanguinea conhecida ou suspeita, mostrou que a identificacdo de
MALDI-TOF foi pelo menos 24 horas mais rapida do que os métodos de rotina na maioria das
circunstancias, sendo associado também a uma redugao nos custos hospitalares e tempo de
permanéncia . Os estudos observacionais revisados forneceram também evidéncias de
economia no tempo da identificacdo de patégenos com MALDI-TOF e instigacdo de terapia
apropriada, o que também pode reduzir a permanéncia hospitalar do paciente. (23)

Um artigo, em que foi realizado no mesmo paciente tanto o MALDI-TOF quanto o
método convencional para identificacdo do patégeno na suspeita em sepse, também
observou uma melhora no tempo de identificacdo. Dos 115 casos, 108 foram identificados no
dia 2 pelo método convencional, enquanto 73 (63.5%) foram identificados dentro do primeiro
dia pelo MALDI-TOF. Como o resultado do MALDI-TOF foi informado a equipe apenas apods a
saida do resultado do método convencional, ndo foi possivel avaliar efetivamente como
MALDI-TOF teria impactado na conduc¢do do paciente. Apesar disso, ele teria indicado

mudanga na investigacdo do foco infeccioso 11 paciente de 115 (9.6%). 10 desses casos



envolveram gram positivos. Dos 115 casos, 28 teriam tido beneficio clinico com a identificagao
precoce no primeiro dia. (24).

Em um estudo retrospectivo, quase experimental, comparando um grupo antes e
depois da introducao do MALDI-TOF para investigacdo do agente causador da sepse, obteve-
se também resultados como reducdo no tempo de identificacdo de 108.7h para 90.2h, queda
na mortalidade de 28 dias de 70% para 40% e uma maior chance de se obter o resultado
dentro de 3 dias da coleta. Além disso, foi feita uma tabela relacionando porcentagem de
sobrevivéncia com o tempo em 4 grupos distintos: o grupo pré intervencao (Método
convencional) com antibidtico inicial ativo, o grupo pré intervencdo (Método convencional)
com antibidtico inicial inativo, grupo pds intervencado (MALDI-TOF) com antibiético inicial ativo
e grupo pos intervencdo (MALDI-TOF) com antibidtico inicial inativo.(25)

Nela se observou que o pior prognodstico foi o do grupo pré intervencao (Método
convencional) com terapia inativa enquanto o melhor foi do grupo pods intervencao (MALDI-
TOF) com terapia ativa. E importante notar que o grupo pds intervencdo (MALDI-TOF) com
terapia inicial inativa teve progndstico melhor que o grupo pré intervencdo (Método
convencional) com terapia inicial ativa . Terapia foi considerada ativa se possuia pelo menos
um agente antimicrobial cujo patdgeno seria suscetivel in vitro. (25)

Um achado interessante foi observado em um trabalho retrospectivo, quase
experimental, onde foi comparado um grupo avaliado pelo método convencional e outro com
a introducdo MALDI-TOF. Nele, obteve-se uma reducao do tempo de identificagdo do
patégeno em torno de 22.9h, mas as outras varidveis observadas, como tempo até terapia
efetiva, mortalidade de 30 dias, tempo até clearance microbioldgico, tempo de estadia na UTI
ou recorréncia em 30 dias, ndo tiveram diferenca significativa entre os dois grupos. (26)

No entanto, observou-se em ambos os grupos um subgrupo que tiveram intervengdo
do departamento de infectologia. Nesses subgrupos observou-se uma redugao no tempo para
introducdo da terapia efetiva (de 27.8h para 17.1h) no grupo que realizou o MALDI-TOF em
comparagdao com o do método convencional. Isso estda em linha com outros artigos que
apontam que o MALDI-TOF em combina¢do com AST (antimicrobial stewardship team) teria
uma melhora no progndstico clinico do paciente (26)

A integracdao do MALDI-TOF com intervencao da equipe de manejo antimicrobiano
(antimicrobial stewardship team - AST) tem potencial para identificacdo precoce do

organismo, personalizacdo da terapia antibidtica e melhora nos resultados dos pacientes. A



intervengdo da equipe de manejo antimicrobiano fornece recomendagdes de antibidticos com
base em evidéncias apds receber notificacdo em tempo real apds coloracdo de Gram de
hemocultura, identificagao de organismos e suscetibilidades antimicrobianas. (27)

Um estudo pré-pds quase-experimental realizado sobre a interacdo do MALDI-TOF
com intervencao da equipe de manejo antimicrobiano comparado a um grupo de controle
histdrico, com identificacdo do organismo realizada por métodos convencionais, concluiu que
a interacdo diminuiu o tempo para a identificacdo do organismo (84,0 vs 55,9 horas) e
melhorou o tempo para a terapia antibiotica eficaz (30,1 vs 20,4 horas) e terapia antibidtica
ideal (90,3 vs 47,3 horas). Mortalidade (20,3% vs 14,5%), tempo de permanéncia na unidade
de terapia intensiva (14,9 vs 8,3 dias) e bacteremia recorrente (5,9% vs 2,0%) foram menores
no grupo de intervencdo, e a aceitacdo de uma intervencdo da equipe de manejo
antimicrobiano foi associada a uma tendéncia de reducdo da mortalidade (27).

Em outra pesquisa, a implementacdo do MALDI-TOF, associada a uma revisdo em
tempo real da equipe de manejo bacteriano (AST) ,demonstrou uma reduc¢do na permanéncia
em unidades de terapia intensiva, do tempo de inicio da terapia necessaria (58,7h versus 34,4
h, P = 0,030), da duracdo da antibioticoterapia desnecessaria (1,31 versus 3,89 dias, P =
0,032),do tempo de internacdo hospitalar, custos hospitalares totais e mortalidade (21,7%
versus 3,1%, P = 0,023), do tempo de internacdo hospitalar, custos hospitalares totais e
mortalidade quando comparado com o grupo controle histérico contaminado por
estafilococos coagulase-negativos identificados por métodos convencionais. Isso levou a uma
identificacdo precoce, rdpida e adequada de microorganismos, reduzindo, desta forma o
tratamento antibiético inadequado com vancomicina. (28)

Notou-se que a combina¢do do MALDI-TOF com ASP também reduziu drasticamente
o tempo para terapia efetiva e optima (4.65 e 32.11) respectivamente em relagdo a quando o
MALDI-TOF é usado sem ASP. Essa combinagcdo entre os dois é importante tanto no
direcionamento do tratamento quanto para manejar culturas contaminadas (21). Em outro
trabalho também foi avaliado o MALDI-TOF em combinagdao com ASP. Eles encontraram
resultados semelhantes com redugao de tempo até identificacdo de 41.3 para 11 horas, do
tempo até terapia efetiva de 7.2h para 5.9h, do tempo até terapia dptima de 58.4h para 23.7h
e uma reducdo no tempo de descontinuacao do antibiético de 49.3 para 20.4 horas.(29)

Observou-se que nas culturas que foram identificadas como contaminadas pelo

MALDI-TOF houve uma reducdo no tempo de antibioticoterapia desnecessdria (21). A



identificacdo pelo MALDI-TOF de culturas contaminadas pode ajudar a priorizar os casos em
gue é necessario consultar com especialista de infectologia ou o departamento de
infectologia. Uma pesquisa que avaliou 115 casos, realizou consultoria com o departamento
de infectologia, de modo a dar conselho na investigacdo ou auxiliar na terapia, em 102 deles.
O resultado do maldi-tof teria designado 14 dos casos como de duvidavel significancia clinica,
podendo poupar o contato com o departamento de infectologia e poder priorizar esse contato
para casos em que ele seria mais proveitoso. (24)

Houve um beneficio financeiro na reducdo do tempo de estadia no paciente assim
como no tempo para alcancar terapia optima. Esse custo foi avaliado como sendo, por
exemplo, reducdo do custo hospitalar total em US$20000. Outro artigo mencionou uma
reducdo de US$2500 do custo hospitalar, US$3000 em custo relacionado a UTl e 2.3 milhdes
em custo hospitalar anual. Esse reducdo fica ainda maior quando associado com ASP, reducdo
de US$13000 em custos diretos do paciente (com uma reducdo anual de USS6.3 milhdes),
em relacdo ao uso isolado do MALDI-TOF (21) . Esses achados foram concordados com outro
trabalho que também avaliou o impacto do custo da estadia hospitalar em relacdo a
antibioticoterapia obtendo, aproximadamente uma redu¢do de US$23.90 para US$14.60 por
curso de antibidtico. Ndo foi incluido nesse valor o custo de administracdo (22).

Além de ser uma ferramenta facil e econémica, o MALDI-TOF é também o método mais
rapido para identificar bactérias no sangue culturas. Sua eficacia varia de 43% a 94%,
dependendo da patégeno. Ao analisar proteinas, particularmente proteinas ribossomais, esta
tecnologia pode identificar microrganismos de col6nias ou diretamente de amostras, criando
um espectro de massa (que é especifico para cada espécies). Ele pode identificar o género e
as espécies de microrganismos dependendo da pontuacao de confiabilidade, cujos limites sao
definidos pelo fabricante (<1,7 ndao confidvel para género ou espécie, 1,7-2 confidvel para
género, nao para espécie,> 2 muito confidvel para ambos os géneros e espécies). (30)

A utilizacdo do MALDI-TOF também é otimizada pela possibilidade de analisar até 48
amostras simultaneamente, levando menos de 10 minutos para analisar a amostra.
Adicionado a uma base de dados que contém uma das maiores coberturas de microrganismos
entre os métodos de identificagdo em microbiologia clinica, com mais de 5000
microorganismo, o MALDI-TOF tem enorme potencial e utilidade na identificacdo de

microrganismos raros, incluindo bactérias anaerdbias. (31)



A melhora no tempo do reconhecimento de patdgenos causadores de sepse é
observada na utilidade do MALDI-TOF na identificacdo a um nivel de espécie diretamente de
hemoculturas positivas, podendo assim fornecer uma identificacdo oportuna de patégenos
incomuns e mais raros, instituindo a terapia especifica necessaria mais rapidamente (32)
Alguns microrganismos com dificeis ou de lento de crescimento (Actinomycetales, bactérias
anaerdbicas, bastonetes gram-negativos de crescimento lento, etc.) teriam beneficio desse
método de identificacdo a medida que supera problemas existentes nos protocolos de cultura,
desde que estes estdo incluidos no banco de dados do sistema de analise do MALDI-TOF (33).

Em relacdo a identificacdo dos microrganismos, um desafio encontrados seria que os
resultados diretamente da hemocultura realizados pelo MALDI-TOF devem ser confirmados
com métodos convencionais baseados em cultura para reconhecer infeccbes mistas, pois o
MALDI-TOF ndo consegue reconhecer-las (32).Apesar disso, o aprimoramento da analise
bioinformatica de perfis de proteinas mistos bacterianos vem demonstrando melhores
resultados, onde algumas amostras (5,3%) foram identificadas incorretamente, e as amostras
bi-microbianas foram identificadas corretamente em até 61,2% dos casos, mostrando que
esse método poderia ser usado na pratica de microbiologia clinica de rotina desde que
aprimorado (34).

Para haver positivacdo do frasco de hemocultura usando o BACTEC FX (sistema
automatizado criado para detectar o crescimento de microrganismos em amostras de sangue)
€ necessario a presenca de de entre 107 e 108 unidades formadoras de col6nia (CFU) / ml de
para a maioria dos patdgenos causadores de bacteremia. Foi demonstrado, em modelos
experimentais de bacteremia com frascos de hemocultura com concentragao bacteriana
suficiente para a identificacdao bem-sucedida, que o MALDI-TOF faz uma identificagdo precoce
de patdégenos 1,7 a 2,3 horas antes da detec¢dao de um sinal positivo em sistemas usuais de
hemocultura, podendo acelerar o tempo para a identificacdo de patdégenos geradores de
bacteremia e podendo ter beneficios na escolha da terapia mais cedo e trazendo melhores
resultados clinicos para o paciente. (35)

Em um meta-analise para mostrar a validade MALDI-TOF para a identificacdo precisa
de bactérias diretamente de hemoculturas positivas, demonstrou-se que ele fornece
identificacdo altamente precisa de bactérias Gram-negativas em nivel de espécie diretamente
a partir de hemoculturas positivas. Para bactérias Gram-positivas, a precisdo geral é

moderada. Ainda ndo esta entendido por que nem sempre é possivel identificar bactérias



Gram-positivas diretamente de hemoculturas positivas. Especulou-se que a parede celular
mais robusta diminui a eficacia da extracao de proteinas e que o crescimento lento de algumas
espécies pode levar a uma amostra muito pequena apds a extracdo. (36)

Varios estudos demonstraram que, em termos de eficacia (porcentagem de
identificacOes corretas em comparacao aos métodos de referéncia estabelecidos na meta-
analise), o MALDI Sepsityper ( kit comercial de diagndstico in vitro com o MALDI-TOF usando
o sistema Biotyper) apresenta melhor desempenho com bactérias Gram-negativas. No
entanto, mesmo com bactérias Gram-positivas, alguns pesquisadores relatam identifica¢Oes
bem-sucedidas em cerca de 75% ou mais das hemoculturas positivas. (36)

A sensibilidade do MALDI-TOF para a identificacdo de cocos gram-positivos em frascos
de hemoculturas positivas € muito discrepante quando analisada pelos estudos, tanto em sua
sensibilidade quanto especificidade com base nos critérios usados em seus procedimentos
(14). Bactérias como Streptococcus pneumoniae, Streptococcus mitis e Streptococcus oralis
tem sua identificagcdo questiondvel, uma vez que frequentemente sdo identificados
erroneamente como S. pneumoniae (37), mas para contornar esse problema foi criado o
Software ClinProTools (Bruker Daltonics), desenvolvido com a finalidade de discriminar o
espectros dessas bactérias com bons resultados tanto na sensibilidade quanto especificidade.
(38)

Aidentificag¢do correta de Enterobacteriaceae é realizada em quase todos os casos com
frascos de hemocultura positiva, mas a capacidade de identificar bacilos gram negativos nao
fermentadores é menor . Essa técnica também mostrou grande utilidade na rapida
identificacdo de bactérias altamente patogénicas como Bacillus anthracis, Brucella melitensis,
Francisella tularensis ou Yersinia pestis e para reconhecer leveduras , mas com melhor
deteccdo de Candida albicans em comparacgao a outras leveduras.(14)

O maior potencial do MALDI-TOF é perante a grande credibilidade na identificacdo de
bacilos Gram-negativos, pois permite identificar rapidamente infeccdes por espécies
bacterianas frequentemente associado a multirresisténcia, como Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii ou Stenotrophomonas maltophilia. (14)

Entre bactérias de dificil diagndstico, se encontra a infec¢do por Corynebacterium
riegelii,sendo sua identificacdo realizada tardiamente pois é frequente por dois motivos
principais: a rara ocorréncia da infeccdo e as dificuldades relacionadas a cultura. Além disso,

devido ao significado clinico duvidoso como uropatégenos, a maioria dos isolados pode ser



considerada “contaminante” no laboratdrio de rotina. Em decorréncia desses fatores, as
infeccOes humanas por C. riegelii sdo negligenciadas. Em relacdo as ferramentas diagndsticas
para C. riegelii, os testes bioquimicos e o sequenciamento genético do rRNA 16S eram
anteriormente o padrdo ouro para a sua identificacdo, mas com o avanco da tecnologia, o
MALDI-TOF MS suplantou as técnicas bioquimicas e pode representar uma alternativa ao
sequenciamento do gene 16SrRNA, sendo utilizado como estratégia atual para identificar com
precisdo microrganismos incomuns. (39)

Entre patégenos raros que o MALDI-TOF é capaz de identificar encontra-se a Listeria
monocytogenes, um patégeno incomum, mas emergente que tem sua transmissao
predominantemente por alimentos ndo processados contaminados. Sua identificacdo pelo
MALDI-TOF pode ser realizada diretamente de hemoculturas positivas, acelerando sua
identificacdo e consequentemente o tratamento. (32)

Outro patégeno de dificil identificacdo seria a Leptotrichia trevisanii, uma bactéria
gram-negativa em forma de bastdo, sendo sua identificacdo muitas vezes inconclusivas com o
sistemas de identificacdo fenotipica comumente usados devido a sua fraca reatividade
guimica com bioquimicos. Por este motivo, nos raros casos relatados de bacteremia por L.
trevisanii, a identificacdo foi realizada por sequenciamento do gene 16S rRNA, que é caro,
demorado e nem sempre disponivel. No entanto, MALDI-TOF MS fornece dados precisos,
rapidos e de identificagdo barata de muitos isolados bacterianos que nao pode ser
efetivamente identificado por métodos convencionais . O MALDI-TOF conseguiu identificar
uma bacteremia pela a L. trevisanii duas horas apds o frasco de hemocultura com o conteudo
de um cateter venoso central infectado ficar positiva, com uma alta pontuagdo de
confiabilidade de 2,131, melhorando o manejo da bacteremia, encurtando o periodo de
tempo necessdrio para identificacdo de dias a algumas horas, o que contribuiu para um
resultado clinico bem-sucedido para o paciente (40). Outra bactéria incomum identificada
pelo MALDI-TOF foi a Aerococcus urinae responsavel pelo quadro de urosepsis. (41)

Entre as bactérias poucos comuns de sepse respiratdria encontra-se a Moraxella
atlantae, um bacilo Gram-negativo curto, imével com crescimento lento em meios de cultura
padrao. Sua identificacao representam um desafio devido as dificuldades com a cultura, bem
como o tempo de identificacdo excessivamente longo, sendo assim suas infec¢des
subdiagnosticada, pois é dificil isola-la usando métodos cldssicos e devido a sua sensibilidade

aos antibidticos de rotina. O MALDI-TOF poéde identificar a Moraxella atlantae com uma



pontuacdo de confiabilidade 2,1 apds processar suas colOnias de culturas positivas, mostrando
sua importancia na identificacdo de espécies pouco frequentes e de dificil diagndstico
etiolégico.(30)

A aplicagao do MALDI-TOF em amostras de hemocultura, positivas com bacteremia ou
fungemia, tem varios problemas técnicos, sendo ela mais dificil do que quando aplicado em
bactérias isoladas em meio de cultura sélida. Essa dificuldade surge, pois hd uma menor carga
microbiana e os espectros de proteinas bacterianas podem ser alterados pela presenca de
proteinas humanas, células do sangue e o carvdo presente no frasco de hemocultura. Devido
a essas limitagOes, ndo existe um protocolo Unico estabelecido e validado sobre como
processar essas amostras. Em geral, procedimentos tentam remover substancias interferentes
Nno processo e concentrar as bactérias, geralmente por centrifugacdo. O MALDI Sepsityper
(Bruker Sepsityper), um sistema comercial para processar estes amostras, facilita este
processo e oferece bons resultados. (20)

Em uma tese de doutorado, foi mostrado que o desempenho do MALDI-TOF como
método rapido na identificacdo de crescimento polimicrobiano diretamente de hemocultura,
apresentou baixo desempenho e conseguiu identificar ambos os microrganismos em apenas
2/115 (1,7%) frascos de hemocultura.(31) Em outra pesquisa foi observado uma identificacdo
com sucesso em 53% dos casos com um Unico agente gram positivo, o que foi
significativamente menor que a identificacdo de gram negativos (89%). A propor¢do de
amostras que nao geram um resultado confidvel limitam o impacto clinico da tecnologia e
como infecgBes por gram positivo é o cendrio no qual a identificagcdo precoce tem o maior
potencial de ajudar, a identificagdo correta é critica. (24)

Entre as limitagcdes de identificacdo dos patégenos pelo MALDI-TOF é a possivel
presenca de patégenos ndo incluidos no banco de dados nos sistemas de anadlise
bioinformatica dos espectros dos microorganismos, que com o tempo tende a ser atualizada
e ter uma cobertura expandida. Entre os 3 sistemas comercializados: Microflex LT Biotyper
(Bruker Daltonics), VITEK MS IVD (bioMérieux) e MALDI microMX (Waters Corporation), foram
realizados estudos comparativos dos 2 primeiros, demonstrando que ambos conseguem
identificar os patogenos associados a infecgdes monomicrobianas em mais de 90% dos casos

(14).



CONSIDERAGOES FINAIS

Conclui-se, através desse trabalho, que o MALDI-TOF possui um importante papel na
reducdo no tempo para identificacdo do patégeno em comparacdo com os métodos
convencionais, preconizados pelo protocolo de sepse. Essa reducdo no tempo tem importante
impacto na clinica, permitindo reducdo no tempo para terapia efetiva, terapia optima,
mortalidade, além de ser importante na identificacdo de culturas contaminadas. Essas
reducdes tém importante impacto nos custos hospitalares, tanto no gasto desnecessdario com
antibidticos e tempo de estadia dos pacientes. Percebeu-se também que o impacto do MALDI-
TOF tem na clinica depende da equipe médica que o recebe, tendo sido demonstrados
resultados melhores quando associado a especialistas de infectologia ou AST. Outro beneficio
do MALDI-TOF seria seu uso para o diagndstico de espécies raras ou de dificil cultura,
substituindo métodos diagndsticos mais caros de dificil acesso, como sequenciamento do
gene 16S rRNA.

Um dos problemas do MALDI-TOF, dentro do contexto de um quadro clinico de sepse,
identificados por esse trabalho seria a auséncia de um Unico protocolo estabelecido e validado
sobre o processamento de amostras para utilizacgdo do MALDI-TOF diretamente em frascos de
hemocultura positiva. Além disso, ele teria dificuldade em identificar infeccGes
polimicrobianas fidedignamente, necessitando de hemocultura para sua confirmacao,
notando sua maior efetividade em infeccdes monomicrobianas. Outra empecilho seria que
sua identificacdo é limitada as espécies que estdo registradas em seu banco de dados, mas
esse problema tende a ser consertado através de atualizagOes para uma cobertura mais
expandida. Por ultimo, ele apresentou ter uma restricdo no sucesso de identificacao
principalmente em relagdo a infec¢Ges por bactérias gram positivas, cuja identificacdo precoce
tem o maior potencial de ajudar.

Esse trabalho teve teve com limitagdao um curto espago de tempo para ser realizado,
por conta do contexto da pandemia, o que acabou forcando os pesquisadores a delimitar mais
a area pesquisada dentro do tema, assim como o tempo para analise. Como continuac¢do desse
trabalho seria benéfico a inclusao de artigos que incluam a associagdo do MALDI-TOF com
outras tecnologias assim como os que sugerem a adog¢ao de novos protocolos de preparo de

amostra.
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APENDICES

Apéndice 1- Descritores utilizados na base de dados e estratégias de Busca

Tabela 1. Estratégia de Coleta de Dados:
Descritores DECS (BVS
Portugués Espanhol Inglés
1. Sepse Sepsis Sepsis
2. Espectrometria | Spectrometry,
de Masa por Mass, Matrix-
Laser de Matriz Assisted
Asistida de Laser
Ionizacién Desorption-
Desorcién Ionization
3. | Espectrometria Mass
de Massas Espectrometria | Spectrometry
de Masas

Estratégias de busca em Inglés:

"Matrix-Assisted Laser Desorption-lonization” AND " Sepsis"
"Mass Spectrometry” AND "Sepsis"

Combinacédo em Espanhol:

“Espectrometria de Masa por Laser de Matriz Asistida de lonizacion
Desorcion” AND “Sepsis”

“Espectrometria de Masas ” AND “Sepsis”
Combinacdes em Portugués:

“Espectrometria de Massas por lonizagdao e Dessorgao a Laser Assistida
por Matriz” AND “Sepse”

“Espectrometria de Massas” AND “Sepse”

Tabela 2. Estratégia de Coleta
de Dados: Descritores MESH
Inglés

1 Sepsis




2 | Spectrometry, Mass, Matrix-
Assisted Laser Desorption-
Ionization ;

3 Mass Spectrometry

Estratégias de busca em Inglés:
"Matrix-Assisted Laser Desorption-lonization” AND " Sepsis"

"Mass Spectrometry” AND "Sepsis"

Tabela 3. Estratégia de Coleta
de Dados: Descritores de
Literatura

Inglés

1 | MALDI-TOF

2 | MALDI

Estratégias de busca em Inglés: "MALDI-TOF" AND "Sepsis"
Estratégias de busca em Espanhol:"MALDI-TOF" AND "Sepsis"
Estratégias de busca em Portugués:"MALDI-TOF" AND "Sepse"



Apéndice 2 - Quantidade de artigos encontrados em cada base de dado por estratégia de busca.

Brasilia-DF, 2020.

Laser Desorption-
lonization" AND
"Sepsis”

Idiomas: inglés

espanhol e portugués.

Base de Dados Estratégia de Filtros Artigos
Busca encontrados
BVS Salud "Matrix-Assisted Ano: 2015-2020; 140

Laser Desorption- | !diomas: inglés
lonization” AND espanhol e portugués.
"Sepsis”
"Mass Spectrometry" Ano: 2015-2020; 401
AND "Sepsis" Idiomas: inglés

espanhol e portugués
"MALDI-TOF" AND Ano: 2015-2020; 137
"Sepsis" Idiomas: inglés

espanhol e portugués
“Espectrometria de Ano: 2015-2020; 92
Masa por Laser de Idiomas: ingles
Matriz Asistida de espanhol e portugués
lonizacion
Desorcién” AND
“Sepsis”
"Espectrometria de Ano: 2015-2020; 0
Masas " AND Idiomas: inglés
"Sepsis" espanhol e portugués
“Espectrometria de | Ano: 2015-2020; 114
Massas“ AND Idiomas: inglés
“Sepse” espanhol e portugués
“Espectrometria de Ano: 2015-2020; 47
Massas por Idiomas: inglés
lonizac&o e espanhol e portugués
Dessorcgéo a Laser
Assistida por Matriz”
AND “Sepse”
"MALDI-TOF" AND Ano: 2015-2020; 53
"Sepse" Idiomas: inglés

espanhol e portugués
"Matrix-Assisted Ano: 2015-2020; 4




Scientific Electronic | "Mass Spectrometry" Ano: 2015-2020; 4
) ) AND "Sepsis" Idiomas: inglés
Library Online espanhol e portugués
(SCIELO) "MALDI-TOF" AND Ano: 2015-2020; 3
"Sepsis" Idiomas: inglés
espanhol e portugués
“Espectrometria de Ano: 2015-2020; 0
Masa por Laser de Idiomas: inglés X
Matriz Asistida de espanhol e portugués
lonizacion
Desorcién” AND
“Sepsis”
"Espectrometria de | Ano: 2015-2020; 2
Masas " AND Idiomas: inglés
"Sepsis" espanhol e portugués
“Espectrometria de | Ano: 2015-2020; 0
Massas“ AND Idiomas: inglés
“Sepse” espanhol e portugués
“Espectrometria de Ano: 2015-2020; 0
Massas por Idiomas: inglés
lonizacéo e espanhol e portugués
Dessorcéo a Laser
Assistida por Matriz”
AND “Sepse”
"MALDI-TOF" AND Ano: 2015-2020; 0
"Sepse" Idiomas: inglés
espanhol e portugués
Scopus "Matrix-Assisted Ano: 2015-2020; 346
Laser Desorption- | ldiomas: inglés =
lonization” AND espanhol e portugués.
"Sepsis"
"Mass Spectrometry” Ano: 2015-2020; 773
AND "Sepsis" Idiomas: inglés
espanhol e portugués
"MALDI-TOF" AND Ano: 2015-2020; 143
"Sepsis" Idiomas: inglés
espanhol e portugués
“Espectrometria de Ano: 2015-2020; 0

Masa por Laser de
Matriz Asistida de
lonizacion
Desorcion” AND
“Sepsis”

Idiomas: inglés
espanhol e portugués




"Espectrometria de | Ano: 2015-2020; 2
Masas " AND Idiomas: inglés
"Sepsis" espanhol e portugués
“Espectrometria de | Ano: 2015-2020; 0
Massas“ AND Idiomas: inglés
“Sepse” espanhol e portugués
“Espectrometria de Ano: 2015-2020; 0
Massas por Idiomas: inglés
lonizacéo e espanhol e portugués
Dessorcéo a Laser
Assistida por Matriz”
AND “Sepse”
"MALDI-TOF" AND Ano: 2015-2020; 0
"Sepse" Idiomas: inglés

espanhol e portugués

Web of science "Matrix-Assisted Ano: 2015-2020; 76
(WoS) Laser Desorption- | Idiomas:inglés

lonization” AND espanhol e portugués.
"Sepsis”
"Mass Spectrometry" Ano: 2015-2020; 450
AND "Sepsis" Idiomas: inglés

espanhol e portugués
"MALDI-TOF" AND Ano: 2015-2020; 123
"Sepsis" Idiomas: inglés

espanhol e portugués
“Espectrometria de Ano: 2015-2q20; 0
Masa por Laser de | ldiomas:ingles
Matriz Asistida de espanhol e portugués
lonizacion
Desorcién” AND
“Sepsis”
"Espectrometria de | Ano: 2015-2020; 0
Masas " AND Idiomas: inglés
"Sepsis" espanhol e portugués
“Espectrometria de | Ano: 2015-2020; 0
Massas“ AND Idiomas: inglés
“Sepse” espanhol e portugués
“Espectrometria de Ano: 2015-2020; 0

Massas por
lonizacéo e
Dessorcgéo a Laser
Assistida por Matriz’
AND “Sepse”

Idiomas: inglés
espanhol e portugués




"MALDI-TOF" AND Ano: 2015-2020; 0
"Sepse" Idiomas: inglés

espanhol e portugués

Public Medline | "Matrix-Assisted Ano: 2015-2020; 114
Laser Desorption- | !diomas: inglés
(PUBMED) er Jesorp espanhol e

lonization” AND )
" o portugués..
Sepsis
"Mass Spectrometry" Ano: 2015-2020; 347
AND "Sepsis" Idiomas: inglés

espanhol e portugués
"MALDI-TOF" AND Ano: 2015-2020; 110
"Sepsis" Idiomas: inglés

espanhol e portugués
“Espectrometria de Ano: 2015-2020; 1
Masa por Laser de Idiomas: inglés
Matriz Asistida de espanhol e portugués
lonizacion Desorcion”
AND “Sepsis”
"Espectrometria de Ano: 2015-2020; 2
Masas " AND Idiomas: inglés
"Sepsis" espanhol e portugués
“Espectrometria de Ano: 2015-2020; 0
Massas“ AND “Sepse” | Idiomas: inglés

espanhol e portugués
“Espectrometria de Ano: 2015-2020; 0
Massas por loniza¢do | Idiomas: inglés
e Dessorcao a Laser espanhol e portugués
Assistida por Matriz”
AND “Sepse”
"MALDI-TOF" AND Ano: 2015-2020; 0

"Sepse”

Idiomas: inglés
espanhol e portugués

Google Académico

"Matrix-Assisted
Laser Desorption-
lonization" AND
"Sepsis"

Ano: 2015-2020;
Qualquer idioma.

Foram avaliados os
200 primeiros

"Mass Spectrometry”
AND "Sepsis"

Ano: 2015-2020;
Qualquer idioma.

Foram avaliados os
200 primeiros

"MALDI-TOF" AND
"Sepsis"

Ano: 2015-2020;
Qualquer idioma.

Foram avaliados os
200 primeiros




“Espectrometria de
Masa por Laser de
Matriz Asistida de
lonizacion Desorcion”

Ano: 2015-2020;

Qualquer idioma.

AND “Sepsis”

"Espectrometria de Ano: 2015-2020; Foram avaliados os
Masas " AND Qualquer idioma. 200 primeiros
"Sepsis"

“Espectrometria de Ano: 2015-2020; 154

Massas” AND “Sepse” | Qualquer idioma.

“Espectrometria de Ano: 2015-2020; 3

Massas por lonizagéo
e Dessorcao a Laser
Assistida por Matriz”
AND “Sepse”

Qualquer idioma.

"MALDI-TOF" AND
"Sepse"

Ano: 2015-2020;

Qualquer idioma.

Foram avaliados os
200 primeiros







