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MALDI-TOF

» Matrix-assisted laser desorption/ionization
- time of flight (MALDI-TOF)

» Aplicacao em areas da ciéncia desde final dos
anos 80

» Desenvolvimento do WC- MS (whole cell mass
spectometry) com aplicacao em microbiologia

» O principio MS consiste em ionizar e
desadsorver compostos quimicos para gerar

moléculas carregadas e medir sua relacao

massa-carga.
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Como Funciona?

A partir da ionizacdo das proteinas do ribossomo, 0s ions sao

acelerados por campo elétrico
Tempo da viagem até o detector € medido
A velocidade do ion depende da relacao massa-carga

lons de baixo peso viajam mais rapido do que ions mais

pesados

A deteccao dos ions gera um espectro atraves de
espectometria de massa, que é comparado com um banco de

dados, levando a identificacdao bacteriana

Welker M, Moore ERB. Syst Applied Microbiol. 2011;34:2-11



MALDI-TOF
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Mass Spectrometry: the velocity of
the ion depends on the mass-to-
charge (m/z) ratio

I

Time-Of-Flight to the detector is
recorded

lons are accelerated by an electric
field of known strength

i

Laser Desorption/lonization: matrix
IS ionized by the laser pulse and
transfers part of its charge (+) to
the molecules (proteins) to be
analyzed

Matrix-Assisted: sample is
embedded in a matrix” to protect
the biomolecule from being
destroyed by direct laser beam and
to facilitate vaporization and
ionization




Padroes de Espectros de
Bactérias Conhecidas

Pantoea agglomerans

Acinetobacter lwoffi

Burkholderia cepacia

Raoultella ornithinolytica

Staphylococcus aureus

Escherichiacoli

14000 m/z 8000




Utilizacao na Rotina

Fungo ou Micobacteéria:
“Extragcao” no proprio slide com 25% de acido féormico

Adicéo de
1.0 yL solucédo matriz
Diretq Evaporacdo do solvente a

’ E— temperatura ambiente

Target slide

= N

VN

Analise
automatica da EM




» Entre 30 a 1:30 segundos por isolado

Fluxo de trabalho

Tempo (min)

nN=5|n=24 n=9
Isolados | isolados | isolados
Aplicacdo na placa 1 5 16
Aplicacao da Matriz 1 3 10
Secagem 2 2 I
Leitura no sistema : 19 13
Tempo para o resultado
Total 9 22 76




Tempo e Custo

Identificacdo Convencional

Cost (US$) Turnaround time (h)
Bacterium (n")
‘J::"Tg per Total Avg Total
1solate
E. coli (216) 0.20 43 1 216
S. aureus (35) 1.50 83 1 55
Other (449) 10.00 4.490 24 10,776

Total (720)

% 1. no. of isolates.

@

MALDI-TOF
Cost (USS) Turnar?;:?d time
Test (n®)
ﬁlwg pet Total Avg Total
isolate
High-confidence 0.50 318 0.08 53
MALDI-TOF MS (636)
Ambiguous MALDI-TOF 10.50 582 24 2,016
MS {84)5
Total (720) @ @
N—F N—F

@ 1, no. of isolates.

? Cost and time of conventional identification added to isolates with ambigu-
ous MALDI-TOF MS results are given.

Cherkaoui A et al. J Clin Microbiol.2010;48(4):1169-75






Shimadzu/Bio
Meérieux

Bruker
Microflex AXIMA Assurance
Flight Tube 1,05m 1,20m
Resolution 3500 (FWHM*) 5000
Mass range: 1-300k Da 1-500k Da
Accuracy 75 ppm (intrnl std) 30 ppm (intrnl std)

*Full Width of a peak at Half of its Miaximum height = Am
Resolution r= m/ Am
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Bl Acuracia e Reprodutibilidade

» Maior parte dos picos medidos sao de
proteinas ribossomicas

» Proporciona estabilidade na leitura, mesmo
em bacteérias em diferentes fases de
crescimento ou semeadas em diferentes
meios de cultura
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= Acuracia e Reprodutibilidade

» Comparacao com métodos moleculares

permitiram reconhecimento dos espectros

lidos e a formacao do banco c

» Estudos mostram correlacao ¢

e dados.

e 98 - 99% em

comparacao com identificacao fenotipica e

biologia molecular

Welker M, Moore ERB. Syst Applied Microbiol. 2011;34:2-11

Emonet S et al. Clin Microbiol Infect.2010:16:1604-13



S Validacdo DASA

» Testados 1099 microrganismos

Nao OK Concordancia: 1079
2% Ndo concordancia: 20




88 Validacio DASA

» Gram Negativos= 649

Nao OK
2%

Concordancia: 639
Nao concordancia: 10




 Discrepancias - Gram Negativos

ID Convencional |Método Maldi-TOF
Convencional

[P ] DASA

Klebsiella oxytoca Vitek

Klebsiella oxytoca Vitek
Neisseria gonorrhoeae API

Providencia stuartii Vitek

Raoultella planticola Vitek

Serratia fonticola Vitek
Shigella boydii Vitek
Shigella flexneri Vitek

Shigella group Vitek

Shigella sonnei Vitek

i —_

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Neisseria meningitidis

Morganella morganii

Enterobacter
amnigenus

Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli

Escherichia coli



% Validacdo DASA

» CGP= 348

Nao OK
2%

Concordancia: 340
Nao concordancia: 8




8 Discrepancias - Enterococcus e

Streptococcus

[P ] DASA

ID Convencional |Método Maldi-TOF
Convencional

Enterococcus
casseliflavus

Vitek

Enterococcus faecalis Vitek

Streptococcus
agalactiae

Streptococcus
agalactiae

CPS + Latex Ag

CPS + Latex Ag

Enterococcus faecalis

Enterococcus hirae

Streptococcus
gallolyticus ssp
gallolyticus

Enterococcus faecalis
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Discrepancias - Staphylococcus

ID Método Vitek Maldi-TOF
Convencional | Convencional

Staphylococcus
aureus

Staphylococcus
aureus

Stapylococcus
aureus

Stapylococcus
warneri

CPS + Latex Ag
CPS + Latex Ag
CPS + Latex Ag

Vitek

S. hominis ssp
hominis

S. hominis ssp
hominis

S. cohnii ssp
cohnii

Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
saprophyticus

Staphylococcus
haemolyticus



W Validagédo DASA

» Leveduras= 102

Nao OK
2%

Concordancia: 100
Nao concordancia: 2
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@ Discrepancias - Leveduras

ID Convencional |Método Maldi-TOF
Convencional

Candida parapsilosis Chromoagar + API nao identificado

Candida parapsilosis Chromoagar + API nao identificado




i\/antagens

» Rapidez na identificacao

- Reducao de 24 - 48 h na liberacao da identificacao
em culturas

» Baixo custo de insumos
> Utiliza slide com 96 ou 48 alvos + Matriz
> Avaliar custo do equipamento
- ¥4 do custo em relacao aos métodos automatizados
» Acuracia na identificacao de bactérias
- 98 - 99% de correlacao com métodos padrao

» Proporciona melhor escolha e/ou

descalonamento precoce do esquema
antibiotico



Limitacoes
» ldentificacdao rapida, mas TSA com tempo
convencional

- Sem informacao rapida de resisténcia

- Descalonamento apenas para espécie (ie, ATB para
CGP)

- Aguardar tempo convencional para resisténcia para
modificacao do esquema ATB
» Limitacdes na identificacao de fungos e
micobacteérias

- Dificuldades com fungos filamentosos

- Espectro de proteinas diferente para cada condicao de
crescimento, poucas informacdes nos bancos de dados




“Limitacoes

» Necessita isolamento da colonia para
identificacao
- Aguardar crescimento da colonia em placa

» Nao consegue resultados adequados em

culturas mistas




I Aplicacdes Futuras

» Identificacao direta do material clinico

- Hemoculturas, urina e liquidos corporeos, sem necessidade
de semeadura primaria

- Metodologia em validacao
- Necessidade de eliminar hemacias e hemoglobina
- Protocolos utilizam centrifugacao e filtragem do material

- Estudos com identificacao de 66 - 76 % de culturas
monomicrobianas a partir de hemoculturas

- Dificuldade maior na identificacao de CGP, principalmente
Streptococcus spp.

- Reducao de até 30 h na liberacao da identificacao

> Limitacbes para materiais com cultura mista (secrecdes
respiratorias)




DASA

Bl Técnica de Isolamento Direto %
Hemoculturas

Distilled water

or ammonium chloride

Or saponin
or SDS - Trifluoroacetic acid
or a combination of thereof. Ethanol - Forméc acid + acetonitrile

Positive blood bottle Collection of Erythrocyte lysis Pl’Ol(l)l:l Protein MALD]_[I OF plalle l.t)adingl
LS precipitation matrix overlaying
supernatant S Waon o solubilization
extraction f
Data collection. MALDI-TOF processing

interpretation and reporting

A
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B Avaliacao de Metodologias para

ldentificacao Direta de HCT

» 101 hemoculturas BacT/Alert

» Identificacao inadequada
- Método de centrifugacao/lavagem: 35%
- MolYsis Basic 5: 49,5%
> Sepsityper:22%
» Gram positivo
- ldentificacdo correta em 33/52 (64%)
» Gram negativos
- ldentificacdo correta em 45/47 (96%)

. Loonen AJM et al. Eur J Clin Microbiol Infect.2012;31:1575-83
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Bl Avaliacio de Metodologias para
Identificacao Direta de HCT

Total culiures
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Loonen AJM et al. Eur J Clin Microbiol Infect.2012;31:1575-83



8 Apropriacdo da Terapia

» Apesar de 31,2% de erro na identificacao
direta da hemocultura

- Aumento de 11,3% na proporcao de pacientes em
uso de antibiotico apropriado apos 24 h de
positivacao da hemocultura

Table 1. Number of correct and incorrect direct MALDI-TOF MS identification in 77 monomicrobial episodes.

Gram positive cocci Gram positive bacilli Gram negative bacilli Total
Correct identification score=2.0 6 (11.8%) - 14 (60.9%) 20 (26.0%)
Correct identification 1.7 =score=22.0 41.2% 2 (667%) 6 (26.1%) g -
Mo reliable identification w 1 (333%) 2 (8.7%) ﬂ
No MALDI-TOF M5 3 (5.9%) 1 (4.3%) 4 (5.2%)
Total 51 (100%) 3 (100%) 23 (100%) 77 (100%)

Viek A et al. Plos One.2012;7(3):e32589




[P ] DASA
Apropriacao da Terapia x MALDI-
TOF

Table 4. Effect of direct MALDI-TOF MS on proportion of appropriate treatment.

Direct MALDI-TOF MS Standard care
% (n) of episodes with appropriate
therapy=24 h after positive BC*
% (n) of episodes with inappropriate 4.5% (4)* 14.6% (24)*
therapy=24 h after positive BC*
% (n) of episodes without antibiotic 202% (18) (6.7% (6) other imewemiunsb, 21.4% (35) (4.3% (7) other intewenﬁnnsb, 11.0%
therapy=_24 h after positive BC* 13.5% (12) contaminated BC) (18) contaminated BC, 6.1% (10) not applicable‘]l

*blood culture, "removal of intravenous catheters, “palliative care or patient died shortly after blood culture was positive.
*p value 0.01.
AniF 10137V inumal none 0032 SR9. 1004

Viek A et al. Plos One.2012;7(3):e32589
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W [dentificacao Direta por Maldi-

Tof MS e Impacto na Terapia

» 243 pacientes com hemocultura positiva e 277
identificacdes diretas

» 61,01% de identificacao confiavel (169/277)

» 71,12% (197/277) das identificacdes transmitidas
para o medico assistente

» 88,32% (174/197) das hemoculturas transmitidas
tiveram resultado confirmados com identificacao
convencional

» Houve modificacao do regime de tratamento em
13,38% dos adultos e 2,5% das criancas

Martiny D et al. Clin Microbiol Infec.2013. May 28:Ahead of Print
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ldentificacao de Mecanismos de

Resisténcia

» Incorporacao no banco de dados de proteinas como
betalactamases ou alteracdes proteicas que conferem

resisténcia mediadas pelo gen mecA

» Mecanismos de resisténcia induziveis podem ser mais

dificeis de serem detectados ou interpretados

> Presenca da enzima sem expressao de atividade

Bittar F et al. Int J Antimicrob Agents.2009;34:467-70
Kempf M et al. PLoS ONE. 2012;7(2):e31676



4

o ldentificacao de Mecanismos de
Resisténcia e Viruléncia
» ldentificacdao de proteinas de viruléncia

- Aparecimento do pico 4448 de relacao massa/carga em
S. aureus relacionado a presenca de PVL (sensibilidade:
100%, especificidade: 90,6%

» ldentificacao de A. baumannii R a imipenem apos
incubacao de 4 h em meio com imipenem

- Desaparecimento do pico correspondente ao imipenem e

aparecimento do pico do metabolito natural.

Bittar F et al. Int J Antimicrob Agents.2009;34:467-70
Kempf M et al. PLoS ONE. 2012;7(2):e31676
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i Deteccao de Mecanismos de

Resisténcia

Deteccao de Carbapenemases NDM, VIM, KPC e
Oxa-48 por Maldi-tof

- 108 Enterobactérias produtoras de carbapenemase
o 2 A. baumannii produtores de NDM

- 35 Enterobactérias resistentes aos carbapenémicos mas
nao produtoras de carbapenemase

Suspensao em solucao com 0,1 mM de meropenem
por 2 horas a 35° C

Centrifugacdo e coleta de 1 yL do sobrenadante
Identificacao no Maldi-Tof

v

v

v

>

Hrabak J et al. J Clin Microbiol .2012;50(7):2441-3
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fiDeteccio de Mecanismos de
Resisténcia

TABLE 2 Interpretation criteria based on presence/absence of peaks

Peak [m/z] (product) meeting criterion for:

Non-carbapenemase-

Criterion Carbapenemase-producing isolate  producing isolate
Presence of at 358.5 (decarboxylated product) 384.5 (meropenem)
leastone  380.5 (sodium salt of decarboxylated 406.5 (meropenem
peak product) sodium salt)
Absence of all 384.5 (meropenem) 358.5 (decarboxylated
peaks product)
406.5 (meropenem sodium salt) 380.5 (sodium salt of
decarboxylated
product)

Hrabak J et al. J Clin Microbiol .2012;50(7):2441-3




Deteccao de Mecanismos de [Edoasa
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Conclusoes

» MALDI-TOF é uma nova tecnologia que esta

revolucionando a microbiologia clinica

» No momento permite reduzir o tempo de liberacao
de identificacao de microrganismos a partir de

isolados bacterianos em cultura com baixo custo

» Aplicabilidade em identificacao de fungos e

micobactérias em futuro proximo




¥ Conclusoes

» Possibilidade de identificacao de mecanismos de
resisténcia como MRSA e betalactamases, incluindo
carbapenemases

» Possibilidade de identificacao de microrganismos

diretamente de materiais clinicos nhormalmente estéreis

» Resultados mais rapidos melhoram a otimizacao da

antibioticoterapia, podendo reduzir a mortalidade em

infeccoes graves
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