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                            This document is posted to help you gain knowledge. Please leave a comment to let me know what you think about it! Share it to your friends and learn new things together.
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Alberto Chebabo
 Chefe do Serviço de Doenças Infecciosas e Parasitárias - HUCFF/UFRJ
 Infectologista do DASA - RJ
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Ministrei aulas para MSD, GSK, Abbott e Pfizer
 Participei de eventos nacionais e
 internacionais com apoio de MSD e Pfizer
 Consultoria para Pfizer, BioMérieux e ANVISA
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Matrix-assisted laser desorption/ionization - time of flight (MALDI-TOF)
 Aplicação em áreas da ciência desde final dos anos 80
 Desenvolvimento do WC- MS (whole cell mass spectometry) com aplicação em microbiologia
 O princípio MS consiste em ionizar e desadsorver compostos químicos para gerar moléculas carregadas e medir sua relação massa-carga.
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A partir da ionização das proteínas do ribossomo, os íons são
 acelerados por campo elétrico
 Tempo da viagem até o detector é medido
 A velocidade do íon depende da relação massa-carga
 Íons de baixo peso viajam mais rápido do que íons mais
 pesados
 A detecção dos íons gera um espectro através de
 espectometria de massa, que é comparado com um banco de
 dados, levando à identificação bacteriana
 Welker M, Moore ERB. Syst Applied Microbiol. 2011;34:2-11
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4000 m/z 8000
 4000 m/z 8000
 Burkholderia cepacia
 Raoultella ornithinolytica
 Staphylococcus aureus
 Pantoea agglomerans
 Acinetobacter lwoffi
 Escherichia coli
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Fungo ou Micobactéria:
 “Extração” no próprio slide com 25% de ácido fórmico
 Direto
 Adição de 1.0 µL solução matriz
 Evaporação do solvente a
 temperatura ambiente
 Análise
 automática da EM
 Target slide
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Entre 30 a 1:30 segundos por isolado
 Fluxo de trabalho Tempo (min)
 n = 5 isolados
 n = 24 isolados
 n = 96 isolados
 Aplicação na placa 1 5 16
 Aplicação da Matriz 1 3 10
 Secagem 2 2 7
 Leitura no sistema 5 12 43
 Tempo para o resultado
 Total 9 22 76
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Identificação Convencional
 MALDI-TOF
 Cherkaoui A et al. J Clin Microbiol.2010;48(4):1169-75
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*Full Width of a peak at Half of its Maximum height = m Resolution r = m/ m
 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)
 Bruker Shimadzu/Bio
 Mérieux
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Enterobacter aerogenes
 Maior parte dos picos medidos são de proteínas ribossômicas
 Proporciona estabilidade na leitura, mesmo em bactérias em diferentes fases de crescimento ou semeadas em diferentes meios de cultura
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Comparação com métodos moleculares
 permitiram reconhecimento dos espectros
 lidos e a formação do banco de dados.
 Estudos mostram correlação de 98 – 99% em
 comparação com identificação fenotípica 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
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Testados 1099 microrganismos
 Não OK
 2%
 OK
 98%
 Concordância: 1079
 Não concordância: 20
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Gram Negativos= 649
 Concordância: 639
 Não concordância: 10
 Não OK
 2%
 OK
 98%
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ID Convencional Método Convencional
 Maldi-TOF
 Klebsiella oxytoca Vitek Klebsiella pneumoniae
 Klebsiella oxytoca Vitek Klebsiella pneumoniae
 Neisseria gonorrhoeae API Neisseria meningitidis
 Providencia stuartii Vitek Morganella morganii
 Raoultella planticola Vitek Enterobacter amnigenus
 Serratia fonticola Vitek Escherichia coli
 Shigella boydii Vitek Escherichia coli
 Shigella flexneri Vitek Escherichia coli
 Shigella group Vitek Escherichia coli
 Shigella sonnei Vitek Escherichia coli
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CGP= 348
 Concordância: 340
 Não concordância: 8 Não OK
 2%
 OK
 98%
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ID Convencional Método Convencional
 Maldi-TOF
 Enterococcus casseliflavus
 Vitek Enterococcus faecalis
 Enterococcus faecalis Vitek Enterococcus hirae
 Streptococcus agalactiae
 CPS + Latex Ag
 Streptococcus gallolyticus ssp gallolyticus
 Streptococcus agalactiae
 CPS + Latex Ag Enterococcus faecalis
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ID Convencional
 Método Convencional
 Vitek Maldi-TOF
 Staphylococcus aureus
 CPS + Latex Ag S. hominis ssp
 hominis
 Staphylococcus saprophyticus
 Staphylococcus aureus
 CPS + Latex Ag S. hominis ssp
 hominis
 Staphylococcus saprophyticus
 Stapylococcus aureus
 CPS + Latex Ag S. cohnii ssp
 cohnii
 Staphylococcus saprophyticus
 Stapylococcus warneri
 Vitek Staphylococcus haemolyticus
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Leveduras= 102
 Concordância: 100
 Não concordância: 2 Não OK
 2%
 OK
 98%
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ID Convencional Método Convencional
 Maldi-TOF
 Candida parapsilosis Chromoagar + API não identificado
 Candida parapsilosis Chromoagar + API não identificado
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Rapidez na identificação ◦ Redução de 24 – 48 h na liberação da identificação
 em culturas
 Baixo custo de insumos ◦ Utiliza slide com 96 ou 48 alvos + Matriz
 ◦ Avaliar custo do equipamento
 ¼ do custo em relação aos métodos automatizados
 Acurácia na identificação de bactérias ◦ 98 – 99% de correlação com métodos padrão
 Proporciona melhor escolha e/ou descalonamento precoce do esquema antibiótico
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Identificação rápida, mas TSA com tempo convencional ◦ Sem informação rápida de resistência
 ◦ Descalonamento apenas para espécie (ie, ATB para CGP)
 ◦ Aguardar tempo convencional para resistência para modificação do esquema ATB
 Limitações na identificação de fungos e micobactérias ◦ Dificuldades com fungos filamentosos
 Espectro de proteínas diferente para cada condição de crescimento, poucas informações nos bancos de dados

Page 24
                        

Necessita isolamento da colônia para
 identificação
 ◦ Aguardar crescimento da colônia em placa
 Não consegue resultados adequados em
 culturas mistas
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Identificação direta do material clínico ◦ Hemoculturas, urina e líquidos corpóreos, sem necessidade
 de semeadura primária
 ◦ Metodologia em validação
 Necessidade de eliminar hemácias e hemoglobina
 Protocolos utilizam centrifugação e filtragem do material
 Estudos com identificação de 66 – 76 % de culturas monomicrobianas a partir de hemoculturas
 Dificuldade maior na identificação de CGP, principalmente Streptococcus spp.
 Redução de até 30 h na liberação da identificação
 ◦ Limitações para materiais com cultura mista (secreções respiratórias)
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101 hemoculturas BacT/Alert
 Identificação inadequada ◦ Método de centrifugação/lavagem: 35%
 ◦ MolYsis Basic 5: 49,5%
 ◦ Sepsityper:22%
 Gram positivo ◦ Identificação correta em 33/52 (64%)
 Gram negativos ◦ Identificação correta em 45/47 (96%)
 Loonen AJM et al. Eur J Clin Microbiol Infect.2012;31:1575-83
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Loonen AJM et al. Eur J Clin Microbiol Infect.2012;31:1575-83
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Apesar de 31,2% de erro na identificação direta da hemocultura ◦ Aumento de 11,3% na proporção de pacientes em
 uso de antibiótico apropriado após 24 h de positivação da hemocultura
 Vlek A et al. Plos One.2012;7(3):e32589
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Vlek A et al. Plos One.2012;7(3):e32589
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243 pacientes com hemocultura positiva e 277 identificações diretas
 61,01% de identificação confiável (169/277)
 71,12% (197/277) das identificações transmitidas para o médico assistente
 88,32% (174/197) das hemoculturas transmitidas tiveram resultado confirmados com identificação convencional
 Houve modificação do regime de tratamento em 13,38% dos adultos e 2,5% das crianças
 Martiny D et al. Clin Microbiol Infec.2013. May 28:Ahead of Print
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Incorporação no banco de dados de proteínas como
 betalactamases ou alterações proteicas que conferem
 resistência mediadas pelo gen mecA
 Mecanismos de resistência induzíveis podem ser mais
 difíceis de serem detectados ou interpretados
 ◦ Presença da enzima sem expressão de atividade
 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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Identificação de proteínas de virulência
 ◦ Aparecimento do pico 4448 de relação massa/carga em
 S. aureus relacionado à presença de PVL (sensibilidade:
 100%, especificidade: 90,6%
 Identificação de A. baumannii R à imipenem após
 incubação de 4 h em meio com imipenem
 ◦ Desaparecimento do pico correspondente ao imipenem e
 aparecimento do pico do metabólito 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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Detecção de Carbapenemases NDM, VIM, KPC e Oxa-48 por Maldi-tof ◦ 108 Enterobactérias produtoras de carbapenemase
 ◦ 2 A. baumannii produtores de NDM
 ◦ 35 Enterobactérias resistentes aos carbapenêmicos mas não produtoras de carbapenemase
 Suspensão em solução com 0,1 mM de meropenem por 2 horas à 35º C
 Centrifugação e coleta de 1 µL do sobrenadante
 Identificação no Maldi-Tof
 Hrabák J et al. J Clin Microbiol .2012;50(7):2441-3

Page 35
                        

Hrabák J et al. J Clin Microbiol .2012;50(7):2441-3
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Espectro da solução
 de Meropenem
 K. pneumoniae não
 produtora de
 carbapenemase
 E. coli NDM
 A. baumannii NDM
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MALDI-TOF é uma nova tecnologia que está
 revolucionando a microbiologia clínica
 No momento permite reduzir o tempo de liberação
 de identificação de microrganismos a partir de
 isolados bacterianos em cultura com baixo custo
 Aplicabilidade em identificação de fungos e
 micobactérias em futuro próximo
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Possibilidade de identificação de mecanismos de
 resistência como MRSA e betalactamases, incluindo
 carbapenemases
 Possibilidade de identificação de microrganismos
 diretamente de materiais clínicos normalmente estéreis
 Resultados mais rápidos melhoram a otimização da
 antibioticoterapia, podendo reduzir a mortalidade em
 infecções graves
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Utilizar metodologia NNISS Realizar vigilância pós alta por até 2 meses ◦ Acompanhamento dos pacientes internados
 (médicos da CCIH e enfermeira) ◦ Revisão de prontuário pós-alta (realizado pela
 enfermeira responsável
 Notificar apenas as infecções do sítio cirúrgico
 Feedback para os Cirurgiões Relatório anual à Direção
 [email protected]
 mailto:[email protected]
 http://www.cidadeolimpica.com/htm/home.php
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