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O objetivo deste estudo foi validar uma metodologia direta in 
house para identi� cação bacteriana a partir de frascos de hemocultu-
ras positivas pela técnica Matrix-assisted laser desorption/ionization 
time-of-� ight mass spectrometry (MALDI-TOF) e avaliar seu benefício 
clínico em função da redução do tempo de diagnóstico das bacteremias 
nos pacientes internados em unidades hospitalares do Rio de Janeiro.

Foram utilizados neste estudo para o diagnóstico primário de 
infecções em corrente sanguinea o equipamento automatizado BD 
BACTEC®FX com os seguintes frascos: BD BACTEC® Plus Aerobic/F 
e BD BACTEC® Plus+Anaerobic/F.  Para a identi� cação por Matrix-
-assisted laser desorption / ionization time-of-� ight mass spectrometry 
(MALDI_TOF), utilizamos o equipamento Bruker Micro� ex®MS 
(Bruker Daltonik) em conjunto com o so� ware Maldi � exControl 
Version 3.0 e Maldi Biotyper Version 3.0.

Preparo do isolado bacteriano para análise por MALDI-TOF:
Após a sinalização de hemocultura positiva pelo equipa-

mento BD BACTEC®FX, era realizado pesquisa direta pelo Gram 
para identi� cação da morfologia da possível etiologia, e seguíamos 
com o procedimento de identi� cação direta seguindo protocolo de 
extração protéica pelo Acido Fórmico.  

Para a obtenção de bactérias para identi� cação por Matrix-
-assisted laser desorption / ionization time-of-� ight mass spectro-
metry e realização de protocolo de extração protéica pelo Acido 
Fórmico, inoculávamos em um tubo de soro gel Vacuette® de 8 ml, 
um volume de 6ml de meio de cultura obtido do frasco de hemocul-
tura positiva do BD BACTEC®FX  e adicionávamos 2ml de saponina 
para obtermos a lise total das hemácias. Centrifugamos o tubo a 
3.000 RPM por 10 minutos para remoção completa das hemácias 
e proteínas do soro, decantamos o sobrenadante com o cuidado de 
não perder o pellet de bactérias que estará � xado ao gel separador.  
Resuspendemos este pellet bacteriano em 2ml de água estéril no 
vortex e transferimos todo o volume para microtubos Eppendorf 
de 2ml. Após este procedimento, seguíamos com o protocolo de 
extração pelo Ácido Fórmico.

Após a � nalização do protocolo de extração, utilizávamos 2µl 
do sobrenadante para identi� cação do espectro protéico.

Preparo da Matrix e inóculo nas targets do MALDI-TOF:
O preparo da matrix (α-cyano-4-hydroxycinnamic acid) foi 

seguindo orientação do fabricante Bruker Daltonik. As amostras eram 
aquecidas em temperatura ambiente e 2µl do sobrenadante eram ino-
culados na steel target plate (Bruker Daltonik) e gentilmente cobertas 
por 1µl de solução de matrix.

Para con� rmação dos resultados obtidos pelo MALDI-TOF, 
utilizamos a identi� cação automatizada no equipamento Microscan 
WalkAway®96 SI – Siemens com o painel de identi� cação e antibiogra-
ma NUC-55 e PC-33.

Para a identi� cação dos Streptococcus pneumoniae, usamos o 
disco de optoquina como con� rmação adicional.

Os resultados gerados pelo MALDI-TOF interpretam como 
identi� cações con� áveis para gênero, scores entre 2.0 e 2.29 e para gê-
nero e espécie, scores entre 2.30 a 3.0.  Baseamos nossa interpretação em 
trabalhos publicados recentemente onde vários autores usavam scores 
a partir de 2.0 como con� áveis para uma interpretação segura para gê-
nero e espécie em amostras diretas de hemoculturas positivas. Alguns 
outros autores que usam scores mais baixos e uma nova atualização 
do so� ware da Bruker (Maldi Biotyper Version 3.1) onde é permitido 
direcionar o projeto para a avaliação especí� ca de hemoculturas, altera 
a interpretação dos scores para: 
- 2.0 – 3.00: Altamente provável a identi� cação de gênero e espécie
- 1.8 – 1.999: Seguro para a identi� cação do gênero e provável espécie
- 1.6 – 1.799: Provável identi� cação de gênero

No nosso protocolo “in house”, nós fomos capazes de identificar com 
segurança e posterior confirmação, scores a partir de 1.8. Provavelmente, 
podemos tornar este valor como cuttoff para uma correta identificação. 

Os seguintes patógenos foram identi� cados com scores entre 2.0 
a 2.30: Escherichia coli (n=30), Klebsiella pneumoniae (n=35), Citrobac-
ter freundii (n=10), Serratia marcescens (n=12), Haemophilus in� uenzae 
(n=2), Streptococcus pneumoniae (n=2), Staphylococcus aureus (n=11), 
Pseudomonas aeruginosa (n=8), Burkholderia cepacia (n=1), Entero-
coccus faecalis (n=5), Staphylococcus hominis (n=5), Staphylococcus epi-
dermidis (n=6), Aeromonas hydrophila (n=1), Candida tropicalis (n=2), 
Candida albicans (n=3) e Enterobacter cloacae (n=5). As seguintes 
bactérias foram identi� cadas, mas foram consideradas  contaminantes: 
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Tabela 1 - Microrganismos identifi cados pelo protocolo “in house” com 
scores acima de 1.8. 

Aeromonas hydrophila (1)

Bacteroides thetaiotaomicron (1)

Burkholderia cepacia (5)

Candida albicans (20)

Candida parapsilosis (7)

Candida pelliculosa (1)

Candida tropicalis (2)

Citrobacter freundii (10) 

Enterobacter cloacae (5)

Enterococcus faecalis (15)

Escherichia coli (30)

Haemophilus infl uenzae (4)

Klebsiella oxytoca (1)

Klebsiella pneumoniae (35)

Pseudomonas aeruginosa (8)

Serratia marcescens (12)

Staphylococcus aureus (11)

Staphylococcus cohnii (3)

Staphylococcus epidermidis (17)

Staphylococcus haemolyticus (4)

Staphylococcus hominis (17)

Streptococcus massiliensis (1)

Streptococcus peroris (1)

Streptococcus pneumoniae (2)

0

1

1

11

2

0

0

1

0

1

2

2

0

4

3

1

0

3

9

2

7

0

1

0

1

0

5

9

5

1

2

9

5

15

28

2

1

31

5

11

11

0

8

2

10

1

0

2
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Bacillus pumilus (n=1) e Staphylococcus pettenkoferi (n=1). Na tabela 1, 
estão listados todos os microrganismos identificados pelo nosso protocolo 
“in house” com seus devidos scores sempre acima de 1.8. 

Os métodos microbiológicos tradicionais de identi� cação da 
maioria dos agentes infecciosos baseiam-se na análise fenotípica do 
metabolismo de provas bioquímicas dos microrganismos. Mesmo 
através da utilização de sistemas automatizados, o resultado � nal da 
identi� cação do agente etiológico das infecções leva, em muitos casos, 
entre 12 e 24 horas, podendo chegar a dias em algumas situações 
especí� cas. Em muitas das vezes, quando os resultados são obtidos, 
perdem impacto clínico e atrasam a correta terapia antimicrobiana no 
tratamento do paciente. Este tempo pode ser de fundamental impor-
tância em alguns casos, como em choque séptico, nos quais a cada duas 
horas sem tratamento ou com tratamento inadequado, a mortalidade 
pode duplicar. Inúmeros estudos foram desenvolvidos nos últimos 
anos demonstrando a efetividade da técnica MALDITOF na rápida 
identi� cação bacteriana. Outros protocolos foram desenvolvidos para 
identi� car patógenos presentes em hemoculturas, a partir da aplicação 
da espectrometria de massa diretamente dos frascos de hemoculturas 
dos sistemas automatizados, quando detectados positivos. Alguns 
estudos apontam que a utilização desta metodologia aplicada direta-
mente à hemocultura pode reduzir o tempo de identi� cação bacteriana 
em até 34 horas. A metodologia de Matrix-assisted laser desorption / 
ionization time-of-� ight mass spectrometry (MALDI_TOF) é uma 
metodologia sem precedentes em aplicação na microbiologia clínica. 
De fácil execução e de baixo custo, se insere no laboratório de micro-
biologia clinica como mais uma ferramenta de identi� cação bacteriana 
extremamente rápida e e� caz. Nos pacientes com suspeita de sepsis, as 

terapias antimicrobianas empíricas devem ser de amplo espectro e com 
dosagens plenas até o diagnostico da etiologia da infecção. Na aplicação 
direta em hemoculturas positivas, a antecipação da identi� cação da 
etiologia em 24 horas, permite ao médico direcionar de forma precisa 
sua terapia antimicrobiana baseada única e exclusivamente nesta iden-
tificação, fazendo com que o alvo terapêutico seja atingido de forma precisa, 
em menos tempo, com menos efeitos adversos e menor custo do que uma 
terapia empírica de amplo espectro. Desta forma, a evolução, o prognóstico 
e o desfecho clínico, terão maior probabilidade de sucesso. 
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