
O�  cial Journal of the Brazilian Association of Infection Control and Hospital Epidemiology Professionals

Páginas 01 de 05
não para fi ns de citação

RESUMO

J Infect Control 2013;2(2):112-116

Até recentemente, a identi� cação de cocos gram-positivos 
era baseada principalmente testes fenotípicos convencionais 
e demorados. A metodologia de espectrometria de massa 
(MALDI-TOF MS – Matrix-assisted laser desorption ionization 
time-of-� ight mass spectrometry) tem emergido como uma alter-
native rápida para a identi� cação bacteriana e nosso estudo teve 
como objetivo comparer o desempenho desta metodologia com 
o método padrão-ouro para identi� cação de cocos gram-positivos. 
Isolados clínicos de Staphylococcus spp (n=386), Enterococcus sp 
(n=46) e Streptococcus spp (n=18), além de cepas-referência, foram 
estudadas. A metodologia por MALDI-TOF MS produziu concor-

dância na identi� cação em 440 de 450 (97.8%) isolados identi� cados 
pelo método fenotípico convencional. A espécie com maior discor-
dâncias na identi� cação foi S. epidermidis (n=5). Alguns isolados 
de S. haemolyticus mostraram dois distintos gêneros na primeira 
aquisição pelo MALDI-TOF MS. Dois E. gallinarum foram erro-
neamente identi� cados como E. faecium e um estreptococos foi 
erroneamente identi� cado pelo MALDI-TOF (S. gordonii como 
S. mitis/oralis). Nossos dados sugerem que o MALDI-TOF MS 
é uma metodologia rápida e viável, podendo ser implementada 
em um laboratório de microbiologia clínica, devido a acurácia na 
identi� cação de cocos gram-positivos.

INTRODUÇÃO
A identi� cação das espécies de cocos gram positivos tem 

sido um desa� o para laboratórios de microbiologia no mundo 
todo. A emergência dos Staphylococcus coagulase negativos 
(SCoN) como patógenos e reservatório de resistência aos anti-
microbianos tem exigido o emprego de métodos con� áveis de 
identi� cação ou para estabelecer tendências epidemiológicas 
ou como na con� rmação de falhas em tratamentos para melhor 
entender mecanismos de patogenicidade.1, 2, 3 No mesmo sentido, 
espécies de Enterococcus tornaram-se patógenos importantes de-
vido ao aumento de sua participação como agentes oportunistas 
e habilidade especial em adquirir resistência a agentes antimi-
crobianos, inclusive vancomicina.4 Por sua vez, as espécies do 
gênero Streptococcus constituem um grupo heterogêneo que têm 
sido associadas a endocardite infecciosa, infecções piogênicas 
invasivas, artrite séptica, endocardite subaguda infecciosa, fa-
ringite, impetigo e pneumonias – a maior causa de mortalidade 
mundial deste gênero.5, 6, 7, 8, 9 

Até recentemente, a identi� cação bacteriana se baseou 
principalmente nos demorados métodos fenotípicos convencio-

nais, sistemas comerciais ou automatizados que frequentemente 
não distinguiam a expressão variada de algumas características 
dos Staphylococcus e técnicas baseadas em sequenciamento de 
genes especí� cos.1, 3, 10 Nos últimos anos o sistema baseado na 
ionização de material amostral co-cristalizado (composição 
proteica de células bacterianas) conhecido como MALDI-TOF 
MS (Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-� ight 
mass spectrometry) tem emergido como uma rápida alternativa 
de identi� cação bacteriana.11 Os íons formados por feixes de 
laser curtos são acelerados e seu tempo de vôo medido em um 
tubo de vôo à vácuo, resultando em um espectro de massa bac-
teriano.12 Contudo, o paradoxo entre o fato de que os sistemas 
automatizados podem não detectar pequenas diferenças nos 
SCoN, discriminadas pela metodologia convencional, pode não 
ser solucionado ou atenuado por este sistema, pois seu princípio 
é baseado no per� l de proteínas especí� cas, bastante similar a 
um método de identi� cação molecular como o sequenciamento 
do rDNA 16S.13

O objetivo deste estudo foi comparar a metodologia 
MALDI-TOF MS e os métodos fenotípicos convencionais na 
identi� cação de cocos gram-positivos isolados de amostras clínicas.
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MATERIAIS E MÉTODOS
Cepas bacterianas

Foram estudados isolados de Staphylococcus spp (n=386), 
Enterococcus spp (n=46) e Streptococcus spp (n=18) provenientes 
de amostras clínicas entre 2002 e 2010, bem como cepas referência 
ATCC (American Type Culture Collection). Estes isolados foram 
obtidos de pacientes atendidos em três hospitais de Porto Alegre, 
sul do Brasil. Os isolados foram cultivados em ágar sangue de 
carneiro 5% (bioMeriéux, Marcy I’Etoile, France) e incubados a 
35°C por 24h. Após, foram submetidos a métodos fenotípicos de 
identi� cação e à análise pela metodologia MALDI-TOF MS.

Método fenotípico convencional
Todos os isolados clínicos foram submetidos a testes 

fenotípicos convencionais pela metodologia proposta por Ban-
nerman e Peacock14 e Antunes15 para esta� lococos, Teixeira16 
para enterococos, e Spellerberg e Brandt,17 Beck, Frodl e Funke18 
para estreptococos do grupo bovis. Para identi� cação dos 
esta� lococos, as seguintes características foram testadas: cata-
lase, morfologia colonial e pigmentação, coloração por Gram, 
hemólise, susceptibilidade à novobiocina (5μg), polimixina B 
(300U), fosfomicina (200μg) e desferroxamina (100μg), ativida-
de enzimática para arginina arilamidase, ornitina descarboxi-
lase e urease, e produção de ácido a partir de trealose, manitol, 
manose, xilose, celobiose, arabinose, maltose, lactose, sacarose e 
ra� nose. Para os enterococos, as seguintes características foram 
testadas: catalase, morfologia colonial e pigmentação, hidrólise 
da esculina na presença de 40% de bile, crescimento em NaCl 
6,5%, motilidade, e produção de ácido a partir de manitol, sor-
bose, arginina, arabinose, sorbitol, ra� nose, sacarose, piruvato e 
metil-alfa-D-glucopiranosídeo. As espécies pertencentes ao gru-
po Streptococcus bovis (S. gallolyticus e S. infantarius) foram tes-
tadas para o grupo D de Lance� eld com teste especí� co (Oxoid, 
Hampshire, United Kingdom), hidrólise da esculina na presença 
de 40% de bile, crescimento em NaCl 6,5%, e produção de ácido 
a partir de manitol, trealose e metil-alfa-D-glucopiranosídeo. 
Todos os resultados foram obtidos depois de incubações por 24h, 
48h e 72h a 35ºC.

Matrix-assisted laser desorption ionization-time of � ight 
mass spectrometry (MALDI-TOF MS)

A preparação da amostra para espectrometria de massas 
foi feita como segue. Cada lâmina de aço continha três grupos 
de aquisição, e cada grupo de aquisição continha 16 poços, pos-
sibilitando a análise de 48 isolados diferentes. Uma quantidade 
de colônia de um cultivo bacteriano recente foi colocado direta-
mente sobre o poço-alvo da amostra em um � lme � no. Este � lme 
foi então coberto com 1µl de uma solução matriz saturada de 
ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico e deixado secar a temperatura 
ambiente. A lâmina de aço foi então inserida no equipamento 
Vitek MS (bioMeriéux, Marcy I’Etoile, France). O espectro de 
massa gerado foi analisado e comparado com banco de dados 
de referência.

Análise dos dados 
Foram avaliadas medidas descritivas para os resultados 

do MALDI-TOF. Concordância de identi� cação entre o método 
fenotípico convencional e o MALDI-TOF foram computados 
para determinação da acurácia do método. Identi� cações errôneas 
foram avaliadas pelo tipo de erro como erro maior (discordância 
em nível de gênero) e erro menor (discordância em nível de espécie).

Critérios de identi� cação utilizados no nosso estudo 
foram baseados na con� abilidade fornecida pelo instrumento, 
o que foi baseado em probabilidade: um micro-organismo com 
≥90% indicava identi� cação conclusiva se mesmo gênero, dois 
micro-organismos com ≥90% indicava identi� cação inconclusi-

Tabela 1 - Análise da acurácia do MALDI-TOF MS na identifi cação de 
cocos gram-positivos. 

Staphylococcus spp. (386)

 S. aureus (43)

 S. epidermidis (94)

 S. haemolyticus (106)

 S. hominis (26)

 S. saprophyticus (95)

 Outros SCoNa (22)

Enterococcus sp. (46)

 E. faecalis (28)

 E. faecium (8)

 Outrosb

Streptococcusc spp. (18)

Micrococacceae (386)

Streptococcaceae (64)

384 (99.5)

43 (100)

94 (100)

106 (100)

26 (100)

94 (99)

21 (95.5)

46 (100)

28 (100)

8 (100)

10 (100)

18 (100)

384 (99.5)

64 (100)

379 (98.2)

43 (100)

89 (94.7)

106 (100)

26 (100)

94 (99)

21 (95.5)

44 (95.7)

28 (100)

8 (100)

8 (80)

17 (94.4)

379 (98.2)

61 (95.3)

Gênero Espécie

Concordância de identificação entre 
MALDI-TOF MS e o método fenotípico 

convencional – No (%)
Taxa (No.)

va se mesmo gênero, e um ou mais micro-organismos com ≥90% 
indicavam identi� cação não-con� ável se gêneros diferentes. 
Limitação da técnica foi considerada quando o equipamento não 
forneceu nenhuma identi� cação.

RESULTADOS
A acurácia do MALDI-TOF MS para a identi� cação bacte-

riana e a descrição de isolados erroneamente identi� cados pelo 
sistema automatizado foram detalhados na Tabela 1 e Tabela 2, 
respectivamente. Todos os isolados de Staphylococcus aureus 
foram corretamente identi� cados pela metodologia testada. A 
acurácia para o grupo dos SCoN foi de 98% e todos os isolados de 
S. haemolyticus e S. hominis foram corretamente identi� cados. 
Correspondência com identi� cação em nível de espécie para 
S. epidermidis foi de 89 de 94 isolados testados (94.7%). Cinco 
isolados foram discordantes, todos apresentando erro menor: 
dois S. epidermidis foram erroneamente identi� cados como S. 
warneri e cepas identi� cadas como S. hominis subs. hominis, S. 
intermedius e S. saprophyticus. MALDI-TOF MS falhou na iden-
ti� cação de três isolados de S. epidermidis no primeiro grupo de 
aquisição; entretanto, todos foram corretamente identi� cados 
em análise posterior. A metodologia corretamente identi� cou 
em nível de espécie todos os isolados de S. haemolyticus testados 
(n=106), embora dez cepas tivessem sido testadas novamente. 
Curiosamente, quatro isolados tiveram uma incorreta identi� -
cação em nível de gênero (erro maior) na primeira aquisição pelo 
MALDI-TOF MS, com três identi� cações consistindo nas espécies 
Corynebacterium aurimucosum e uma em Enterococcus faecalis. 
Além disso, seis isolados não puderam ser identi� cados na primeira 
análise, somente sendo identi� cados em aquisição posterior. 

a S. capitis (5), S. caprae (1), S. cohnii (3), S. intermedius (1), S. lugdunensis (1), S. sciuri 
(1), S. warneri (9) e S. xylosus (1);
b E. casselifl avus (2), E. gallinarum (6) e E. hirae (2);
c S. agalactiae (1), S. gallolyticus (7), S. gordonii (1), S. infantarius (2), S. mitis/S. oralis 
(3), S. mutans (1), S. parasanguis (1), S. salivarisus subs salivarius (1) e S. sanguis (1).
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Entre os isolados de S. saprophyticus testados, concordân-
cia na identi� cação em nível de espécie foi de 98.9%; com um 
isolado não identi� cado. Semelhantemente, todos os vinte e seis 
isolados de S. hominis foram corretamente identi� cados em nível 
de espécie (100%), com um isolado não sendo identi� cado na pri-
meira aquisição do método. Outros SCoN analisados neste estu-
do (S. capitis, S. caprae, S. cohnii, S. intermedius, S. lugdunensis, 
S. sciuri e S. xylosus) mostraram concordância de identi� cação 
em nível de espécie entre o método fenotípico convencional e 
MALDI-TOF MS. Resultado discordante foi encontrado para 
um isolado de S. warneri, no qual produziu dois espectros de 
massa com igual probabilidade (Staphylococcus warneri 99.9% / 
Prevotella buccalis 99.9%). 

Para os isolados de enterococos, concordância na identi� -
cação foi de 95.7%. Todos os isolados de E. faecalis, E. faecium, 
E. casseli� avus e E. hirae foram corretamente identi� cados pela 
metodologia por MALDI-TOF. Contudo, correta identi� cação 
em nível de gênero, mas incorreta em nível de espécie foi encon-
trada para duas de seis cepas de E. gallinarum. Esses isolados 
foram erroneamente identi� cados como E. faecium, portanto, 
classi� cados como erro menor (Table 2).

Um grupo diverso de espécies de Streptococcus foi anali-
sado pela metodologia por MALDI-TOF MS. Um total de 17 de 
18 isolados foram identi� cados em nível de espécie, com uma 
taxa de concordância na identi� cação de 94.4%. Um isolado de S. 
gordonii foi erroneamente identi� cado como uma cepa do grupo 
Streptococcus mitis/Streptococcus oralis (erro menor) e todos os 
isolados de S. gallolyticus (n=7) concordaram exatamente em 
nível de sub-espécie com a metodologia do estudo.

DISCUSSÃO
Uma técnica de identi� cação de bactérias clinicamente 

relevantes deve ser rápida, acurada e con� ável. Entretanto, os 
métodos fenotípicos convencionais para identi� cação de cocos 
gram-positivos são relativamente problemáticos para o uso na 
rotina laboratorial, com testes bioquímicos que requerem mais 
de 72 horas para identi� cação em nível de espécie.19

Atualmente, sistemas automatizados e métodos miniatu-
rizados são comumente utilizados nos laboratórios para a rápida 
identi� cação de micro-organismos, contudo, a acurácia para 
alguns cocos gram-positivos tem sido relatada menor que o do 
método referência. Esses achados poderiam ser provavelmente 
devido às reações ambíguas, variação fenotípica, características 
bioquímicas atípicas e lentas taxas de crescimento bacteriano, 
ocasionando identi� cações errôneas pelo curto tempo de incu-
bação utilizado pelos instrumentos.19, 20

A metodologia por MALDI-TOF MS, quando implemen-
tada nos laboratórios clínicos, tem sido reportada como e� ciente, 

custo-efetiva e rápida na identi� cação de micro-organismos. 
Permitiu a identi� cação de uma ampla faixa de espécies bacteria-
nas e, sobre condições da rotina laboratorial, demonstrou uma 
elevada acurácia na identi� cação em nível de espécie.21, 22

Neste estudo, a metodologia por MALDI-TOF produziu 
uma identi� cação concordante em 440 (97.8%) dos 450 isolados 
de cocos gram-positivos identi� cados pelo método fenotípico 
convencional. O melhor desempenho da nova metodologia foi 
para isolados de esta� lococos, seguidos por enterococos e estrep-
tococos.  Entre os SCoN, a taxa de correta identi� cação em nível 
de espécie foi de 98% (336/343), com seis isolados erroneamente 
identi� cados e um não identi� cado. Esses resultados foram 
semelhantes a estudo prévio, no qual incluiu isolados clínicos 
de SCoN.23 Dubois et al e Carpaij et al, em estudos recentes, 
demonstraram que o MALDI-TOF, comparado a identi� cação 
molecular de isolados clínicos e cepas-referência, é um método 
acurado para determinação de espécies de SCoN (acurácia de 
99.3% e 100%, respectivamente), um método que poderia ser imple-
mentado para identi� cação desse grupo de cocos gram-positivos na 
rotina da microbiologia clínica.24, 25

Os isolados de S. epidermidis erroneamente identi� cados 
(identi� cados como S. warneri, S. hominis subs. hominis, S. 
intermedius e S. saprophyticus) poderiam ser discriminados por 
testes bioquímicos convencionais, como a coagulase (resultados 
positive para S. intermedius), susceptibilidade à novobiocina 
(entre essas espécies, somente o S. saprophyticus é resistente) e 
a susceptibilidade à desferroxamina (S. epidermidis e S. hominis 
são suscetíveis, mas S. warneri não).19 Embora as espécies S. epi-
dermidis e S. hominis mostrem um per� l fenotípico semelhante, 
discos de fosfomicina podem ser usados como um teste viável 
para diferenciar esses isolados (S. epidermidis é suscetível, en-
quanto S. hominis é resistente).15 

O sistema MALDI-TOF MS identi� cou um isolado de S. 
warneri com espectro de massa de duas bactérias não relaciona-
das – Staphylococcus warneri 99.9% / Prevotella buccalis 99.9%.  
Prevotella buccalis é um bastonete gram-negativo anaeróbico 
isolado a partir da microbiota oral humana.26 Fenotipicamente, 
ambos micro-organismos podem ser diferenciados pelo proces-
samento prévio das amostras, sem qualquer teste complementar.

Alguns isolados de S. haemolyticus mostraram dois gêne-
ros distintos na identi� cação por MALDI-TOF MS na primeira 
aquisição. Isolados de S. haemolyticus foram erroneamente 
identi� cados como Corynebacterium aurimucosum, micro-
-organismo pertencente a microbiota normal humana; algumas 
espécies são comumente contaminantes e ocasionalmente cau-
sam infecções de próteses articulares.27, 28 Semelhantemente, a 
metodologia identi� cou um isolado como E. faecalis. Esses erros 
maiores encontrados nos resultados da primeira aquisição foram 
resolvidos posteriormente repetindo-se o teste por MALDI-TOF 

Tabela 2 - Divergência de identifi cação entre o método convencional e MALDI-TOF MS.

Staphylococcus epidermidis (5)

Staphylococcus saprophyticus (1)

Staphylococcus warneri (1)

Enterococcus  gallinarum (2)

Streptococcus gordonii (1)

S. warneri (2)

S. hominis subs hominis (1)

S. intermedius (1)

S. saprophyticus (1)

Não identifi cado

Staphylococcus warneri / Prevotella buccalis

E. faecium (2)

Streptococcus mitis / Streptococcus oralis (1)

Erro Menor

Erro Menor

Erro Menor

Erro Menor

Não identifi cado

Identifi cação não-confi ável

Erro Menor

Erro Menor

Isolados Bacterianos (No.) Identificação obtida por MALDI-TOF MS (No.) Tipo de divergência
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MS. Fenotipicamente, as características desses gêneros bacteria-
nos facilmente poderiam ser avaliadas por coloração de Gram 
e morfologia colonial, permitindo o rastreio de resultados erro-
neamente identi� cados e posterior aquisição para nova análise. 

Quarenta e quatro dos quarenta e seis isolados de entero-
cocos que foram identi� cados por MALDI-TOF tiveram uma 
identi� cação concordante com os métodos fenotípicos. Esses 
resultados foram semelhantes à estudos prévios.22 Entretanto, 
dois erros menores foram encontrados para isolados de E. galli-
narum. Esses isolados foram erroneamente identi� cados como 
E. faecium, mostrando resultados particularmente não aceitáveis 
(66.7% corretamente identi� cados em nível de espécie), embora 
o número de isolados investigados fosse baixo, semelhantemente 
à outro estudo.29 Em estudo de genômica comparativa de cepas 
de enterococos, Palmer et al reportou a divergência entre as 
espécies E. faecium e E. faecalis e identi� cou as características 
genéticas das espécies de enterococos com motilidade - E. casse-
li� avus e E. gallinarum. Ao contrário de E. faecalis, ampla diver-
gência � logenética foi observada entre as cepas de E. faecium.30 
Esta característica é de especial interesse para a identi� cação 
bacteriana, porque o MALDI-TOF é uma metodologia baseada 
em per� l proteômico, permitindo a separação de biomarcadores 
pela razão massa/carga obtido.11 Portanto, a variação genômica 
entre mesma espécie mas distintas cepas poderia afetar a iden-
ti� cação bacteriana, uma vez que poderia induzir mudanças no 
per� l de proteínas expressas nos micro-organismos. Além disso, 
E. faecium e E. gallinarum compartilham características bioquí-
micas semelhantes (Enterococcus do grupo II). Os testes fenotípi-
cos divergentes entre essas espécies é que E. gallinarum é móvel 
e MGP (metil-alfa-D-glucopiranosideo) positivo, enquanto E. 
faecium não.16, 31 Apesar dos isolados erroneamente identi� cados 
de E. gallinarum, todos os E. faecium foram corretamente iden-
ti� cados pelo MALDI-TOF.  Esta espécie de enterococos é um 
emergente e desa� ante patógeno hospitalar, principalmente os E. 
faecium resistentes a vancomicina (VREfm), isolados a partir de 
pacientes hospitalizados com bacteremia e endocardite, frequen-
temente associados com multirresistência aos antimicrobianos, 
comprometendo a terapia.32, 33, 34, 35 Gri�  n et al demonstrou que a 
nova metodologia tem a habilidade para reportar um teste diag-
nóstico rápido e acurado, permitindo reduzir a disseminação 
desse patógeno a partir de pacientes colonizados, prevenindo 
surtos infecciosos adquiridos no leito hospitalar.36

Um isolado de estreptococos foi erroneamente identi� cado 
pelo MALDI-TOF (S. gordonii como S. mitis/oralis). Essas cepas 
pertencem ao grupo Viridans e Mitis, nos quais compreendem 
uma proporção signi� cante da microbiota normal da orofarin-
ge.37 Embora o presente estudo tivesse um número reduzido de 
isolados de estreptococos (n=18), estudos prévios mostraram 
que o banco de dados do Vitek MS é mais especí� co para iden-
ti� cação de S. viridans.38 Contudo, devido ao elevado nível de 
similaridade entre esse grupo, análise com um número maior 
de isolados deveria ser realizado para demonstrar a acurácia do 
MALDI-TOF MS na identi� cação dos S. viridans.

CONCLUSÃO
MALDI-TOF MS tem o potencial para ser uma ferramenta 

acurada à identi� cação da maioria dos cocos gram-positivos. 
Além disso, é uma metodologia simples, barata, rápida e viável; 
e pode ser implementada em um laboratório de microbiologia 
clínica, melhorando a e� ciência, tempo para diagnóstico e 
custo-efetividade para a identi� cação bacteriana. 
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