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Vantagens e Desvantagens de MALDI-TOF MS em Relagdo aos Métodos
Microbiolégicos Tradicionais

Com a mudanga na taxonomia de micro-organismos resultante do
desenvolvimento das técnicas de biologia molecular e o aumento de infecgdes
oportunistas causadas por micro-organismos anteriormente considerados n&o
patogénicos, a microbiologia tradicional, baseada em aspectos fenotipicos, tem
se tornado cada vez mais complexa. A necessidade de provas adicionais
encarece e torna mais demorada a identificacdo de novas espécies, bem como
das espécies ja conhecidas. Ao mesmo tempo, as técnicas de biologia
molecular, 6étimas para pesquisa, ndao tem a mesma utilidade em laboratorios

clinicos, devido, principalmente, ao alto custo.

Assim, era esperado que uma técnica rapida, sensivel e relativamente
barata como Matrix-Assisted Laser Desorption lonization - Time of Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF MS) tivesse tdo rapida aceitagdo no mundo da
microbiologia.

Espectrometria de massa é uma técnica na qual os analitos sao
separados e detectados de acordo com sua relagdo massa/carga. Para isso, é
necessario que as moléculas sejam primeiramente ionizadas e depois
detectadas. Diversas técnicas de ionizagao foram desenvolvidas ao longo dos
anos, mas a maioria cauda a fragmentacdo de grandes moléculas em ions
menores. Apenas apos o desenvolvimento das chamadas técnicas de
ionizacdo branda, como MALDI-TOF e ESI (Electrospray lonization), foi
possivel usar espectrometria de massa para a analise de proteinas, ja que
essas técnicas sdo capazes de ionizar grandes moléculas, mantendo-as
intactas. Da mesma forma, existem varias formas de deteccdo desses ions.
Sendo assim, no termo MALDI-TOF, “MALDI” se refere a forma de ionizacao da
amostra e “TOF” se refere a forma de detecgao 123,

Na metodologia de ionizagdo MALDI, a amostra é depositada em uma

placa junto com uma matriz. Apds a cristalizagdo dessa mistura, a placa é

bombardeada com um laser, e a energia é absorvida pela matriz, o que leva a



ionizagdo da amostra. Em microbiologia, geralmente se coloca uma colénia do
micro-organismo a ser identificado e se usa acido a-ciano-4-hidroxicinamico
como matriz. Essa metodologia leva a geragcdo de ions predominantemente
monovalentes. Apds a ionizagdo, os ions sdo acelerados por meio de um
campo eletrostatico através de um tubo submetido a vacuo, até colidirem com
um detector no fim do tubo. O tempo necessario até a colisdo é chamado
“tempo de voo”, ou Time of Flight (TOF), e depende da relagdo massa/carga
dos ions. lons. Apds a deteccdo, o equipamento gera um grafico com a relagdo
massa/carga em um eixo e a quantidade de cada ion em outro. Como a maioria
dos ions gerados tem a mesma carga, o grafico representa a distribuicdo das
proteinas do micro-organismo de acordo com sua massa, que € comumente
chamado de espetro. O espectro da amostra é entdo comparado com
espectros de amostras de referéncia em um banco de dados e uma lista das
espécies mais relacionadas € gerada, cada uma com um valor indicando o grau
de confiabilidade da identificagcdo. Dependendo do grau de confiabilidade, a

amostra é identificada até o nivel de género ou espécie 3.

Dentre as principais vantagens dessa metodologia sobre os métodos
tradicionais estdo o menor tempo necessario para identificacdo tanto de
bactérias quanto de fungos %%, a alta sensibilidade e especificidade 7:8.10.11
dessa identificagdo, a menor geragdo de residuos '> e o menor custo por
analise #%'2. Entre as desvantagens, estdo o alto custo de aquisicdo e
manutencao %, e a dificuldade de identificagdo de certas espécies?’:13,

Estudos comparando MALDI-TOF com métodos fenotipicos
automatizados demonstram que MALDI-TOF tem especificidade no minimo tao
alta e até maior que os métodos tradicionais, com taxas de identificacdo
correta, geralmente superiores a 95%?27:'0. Essa alta especificidade pode ser
explicada pelo fato de que a maioria das moléculas detectadas pela
metodologia MALDI-TOF MS s3o proteinas ribossomais?'3, que sdo altamente
conservadas e pouco suscetiveis a alteragdes decorrentes de variacdo das
condigbes ambientais. Contudo, MALDI-TOF apresenta dificuldade de
identificacido de espécies que possuem perfis de proteinas muito parecidos,
como Escherichia coli e Shigella sp ou Streptococcus pneumoniae e alguns
Streptocuccus viridans?®’, por exemplo. E. coli pode ser facilmente diferenciada



de Shigella sp por um teste rapido de indol. Ja S. pneumoniae e viridans tem
diferenciagao problematica por outras metodologias também. Assim, ainda que
MALDI-TOF n&o deva ser utilizada como unica técnica para a identificacdo

dessas espécies, isso ndo representa uma desvantagem muito significativa.

Além disso, MALDI-TOF demonstrou ser mais rapida e mais barata que
os métodos tradicionais de identificagdo*®'2. Apesar de a identificacdo
tradicional poder ser mais rapida no caso de micro-organismos para os quais
estao disponiveis testes rapidos, como S. aureus e C. albicans, por exemplo, a
maioria dos micro-organismos sao identificados pelo menos 1 dia antes por
MALDI-TOF*. E essa diferengca pode ser ainda maior no caso de micro-
organismos fastidiosos, bioquimicamente inertes ou de crescimento lento®.
Além disso, a possibilidade de realizar a analise direto de garrafas de
hemocultura positivas pode reduzir ainda mais o tempo necessario para a

identificagao’15,

Apesar disso, ainda ndo esta claro o impacto dessa rapida identificagao
para o paciente. Isso por que, apesar de a identificacdo da espécie causadora
da infeccdo poder auxiliar na escolha de um tratamento inicial, o tratamento
definitivo geralmente depende do resultado do antibiograma, que segue sendo
feito da mesma forma. Alguns estudos indicam que é possivel detectar (3-
lactamases e carbapenemases através da mudanca na massa do antibidtico
apos a hidrélise por essas enzimas, porém esses testes ndo sao capazes de
detectar outras formas de resisténcia e nem resisténcia a outros

antibioticos6:17,

Ja quanto a reducdo de custos, parece ndo haver duvidas das
vantagens de MALDI-TOF, para laboratorios de grande porte. Embora tenha
um alto custo de aquisicdo e manutencao, e economia com meios de cultura e
reativos € significativa*®12. Isso se deve ao fato de MALDI-TOF utilizar os
mesmos reagentes para a identificagcdo de todos os micro-organismos, ao
contrario de metodologias tradicionais, que necessitam de uma ampla gama de
meios de cultura e reagentes para a identificagdo. Em um estudo nos EUA, o
custo de reagentes por identificagdo foi de U$3,59 para as metodologias

tradicionais e U$0,43 para MALDI-TOF. Quando foram incluidos os custos de



manutencdo e mao de obra, os custos foram U$6,50 e U$3,14
respectivamente, representando uma economia de 51% ao longo de 1 ano®.
Em outro estudo similar, a economia foi de 56%*.Outro estudo, na Franca,
resultou em economia de 89% em 1 ano'?. Além dos fatores ja mencionados,
este estudo levou em consideracao a redugcao de custos com sequenciamento
de DNA para espécies incomuns e custos decorrentes da menor geragao de
residuos. Outra possivel fonte de economia, ndo avaliada em nenhum dos
estudos analisados, € a menor necessidade de controle de qualidade, ja que
uma menor variedade de meios € utilizada. Deve-se levar em conta que esses
estudos foram realizados em outros paises, e os custos no Brasil podem ser
diferentes. Além disso, essa metodologia ainda € financeiramente inviavel para
laboratérios de pequeno porte, ja que a economia com reagentes seria

insuficiente para cobrir os altos custos de aquisicdo e manutengao.

Em suma, MALDI-TOF é uma tecnologia muito adequada para uso em
laboratérios de microbiologia clinica. Sua capacidade de fornecer resultados
precisos em pouco tempo, aliada a menor utilizacdo de reagentes e ao
consequente menor custo por analise, a torna muito atrativa para laboratérios

que podem arcar com o alto custo de aquisi¢ao.
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