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RESUMO

O trabalho teve por objetivo a verificagdo de desempenho de métodos ja validados para a
identificacao de culturas de Salmonella sp. e Listeria monocytogenes isoladas de alimentos
utilizando a técnica de MALDI-TOF, bem como a compara¢do dos impactos econdmico,
ambiental e de desempenho temporal com a implementacao dessa metodologia. Esse processo
foi feito de acordo com a norma ISO 16140-3:2021. Seguindo esse protocolo, o método
alternativo utilizando espectrometria de massas foi comparado com as meotodologias
microbioldgicas tradicionais (normas ISO 6579-1:2017 e ISO 11290-1:2017, respectivamente
para cada microrganismo) quanto ao resultado obtido na identificagdo de 10 culturas: 5
pertencentes ao grupo alvo e 5 interferentes do isolamento. Obteve-se total concordancia entre
os métodos alternativo e de referéncia para a identificacao dos dois grupos de microrganismos,
evidenciando que o método utilizando MALDI-TOF tem desempenho metrologico comparavel
a meotodologia microbioldgica tradicional. Utilizando a técnica de MALDI-TOF, o processo
de identificacdo necessita de menor tempo de analise, gera menor volume de residuos e tem um
gasto menor de consumiveis, quando comparada com os métodos de referéncia; entretanto,
demanda um investimento inicial elevado para a aquisicdo do equipamento e para a
implementag¢ao do método.

Palavras-chave: Identifica¢dao. Salmonella sp. Listeria monocytogenes. MALDI-TOF.



ABSTRACT

The aim of this work was to verify the performance of already validated methods for the
identification of Salmonella sp. and Listeria monocytogenes isolates from food products using
the MALDI-TOF technique, as well as the comparison of economic, environmental and
temporal performance impacts with the implementation of this methodology. This process was
executed in accordance with the ISO 16140-3:2021 standard. Using this protocol, the alternative
method using mass spectrometry was compared with the traditional microbiological
methodologies (ISO 6579-1:2017 and ISO 11290-1:2017 standards, respectively for each
microorganism) about the result obtained in the identification of 10 cultures: 5 belonging to the
target group and 5 interferers from the isolation. Total agreement was obtained between the
alternative and reference methods for the identification of the two groups of microorganisms,
showing that the method using MALDI-TOF has a metrological performance comparable to
the traditional microbiological methodology. Using the MALDI-TOF technique, the
identification process requires less analysis time, generates less waste and has a lower cost of
consumables, when compared to reference methods; however, it demands a high initial
investment for the acquisition of equipment and implementation of the method.

Keywords: Identification. Salmonella sp. Listeria monocytogenes. MALDI-TOF.
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1. INTRODUCAO

O processo de deteccdo, isolamento e identificacdo de microrganismos presentes nos
alimentos ¢ de grande importancia sanitaria € econdmica. Através dessa andlise microbioldgica,
se garante a inocuidade do alimento, bem como ¢ possivel estabelecer medidas de controle do
processo produtivo, segregando produtos que seriam improprios para consumo.

A selecao de um método para cumprir tal tarefa ¢ etapa importante na garantia da
qualidade. O método deve apresentar o adequado desempenho metrologico e ser de execugao
economicamente viavel.

Para a etapa de identificagdo de microrganismos, as técnicas mais utilizadas sdo as
microbiologicas tradicionais. Esses métodos se baseiam num conjunto de rea¢des bioquimicas
que caracterizam o microrganismo a ser detectado. Sao de facil execucao; porém, necessitam
de tempos de incubacdo para fornecer a resposta.

Os métodos de identificagdo baseados em espectrometria de massas, especialmente o
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Dessorption/lonization — Time of Flight:
Dessor¢ao/lonizacdo a Laser Assistida por Matriz com analisador de Tempo de Voo) vém
apresentando destaque nos ultimos tempos. Baseados na comparagao dos espectros de massas
gerados com uma biblioteca de referéncia, as culturas sdo identificadas sem a necessidade de
mais uma etapa de incubacdo ap6s o isolamento das coldnias suspeitas.

Desse modo, objetiva-se avaliar os protocolos existentes e ja validados para a
identificacao de Salmonella sp. e Listeria monocytogenes utilizando a técnica de MALDI-TOF
em substituicdo a metodologia tradicional. Isso foi feito com um protocolo de verificagdao de
desempenho baseado na comparagdo do método utilizando MALDI-TOF em relagdo a
metodologia tradicional de referéncia para cada microrganismo. Além dessa comparagao
baseado nos parametros metrologicos, os métodos foram comparados quanto aos custos € aos

impactos econdmicos e na produtividade e temporalidade da analise.
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2 ASPECTOS INTRODUTORIOS

2.1 HISTORICO DOS METODOS DE IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS
UTILIZANDO MALDI-TOF

Ao longo dos tultimos 50 anos, a espectrometria de massas tem se tornado uma
alternativa como método de identificacdo de microrganismos. Em 1975, Anhalt e Fenselau
evidenciaram que havia diferengas significativas nos espectros de massas gerados pela pirdlise
de lisados bacterianos, utilizando um analisador de setor magnético de duplo foco. (1)

O desenvolvimento do MALDI (Matrix Assisted Laser Dessorption/lonization:
Ionizagdo/Dessorcao a Laser Assistida por Matriz) foi um passo importante nesse caminho. A
possibilidade de um processo de ionizacdo mais conservativo, que permitiria andlise de
macromoléculas, rendeu parte do prémio Nobel em quimica de 2002 para os responsaveis pelo
estudo e desenvolvimento dessa técnica, no final dos anos 1980. (2)

A partir do desenvolvimento do MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Dessorption/lonization - Time of Flight: lonizagao/Dessor¢ao por Laser Assistida por Matriz
com analisador de Tempo de Voo), iniciou-se estudos para aplicagdo na identificacdo de
microrganismos. Os processos de identificagcdo de bactérias iniciaram pela andalise do perfil do
espectro gerado por proteinas extraidas apds a lise celular, em 1994. Logo apos, em 1996,
desenvolveram-se métodos de andlise espectrométrica de culturas bacterianas inteiras
utilizando MALDI-TOF. A identificagdo, desse modo, baseava-se na comparagao dos espectros
e visualizagdo de picos de impressao digital, para diferenciar os microrganismos. (2)

Ao longo dos anos, focou-se em aperfeicoar os procedimentos de preparo da amostra,
condi¢gdes de ionizacdo e de tratamento dos espectros. Atualmente o estado da arte de
identificacdo de microrganismos, utilizando MALDI-TOF, permite procedimentos mais

rapidos, com maior sensibilidade de certeza de identificacao.

2.2 ESTADO DA ARTE DA IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS

Nao ¢ permitida a presenca de microrganismos patogénicos, suas toxinas ou metabolitos
em alimentos destinados ao consumo humano. Desse modo, o processo de detecgdo e
identificacao de microrganismos nos produtos alimenticios ¢ de fundamental importancia para
garantir sua inocuidade e seguranga ao consumidor. Esse processo deve ser realizado pelo

responsavel pela producio do produto, bem como por 6rgdos de fiscalizagdo. Além disso, no
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caso de um surto de Doenga Transmitida por Alimentos (DTA), é de importancia clinica e
epidemioldgica a identificacdo do agente etioldgico envolvido. (3)

Serdo abordados aspectos tedricos referente as técnicas de identificacdo de
microrganismos mais utilizados atualmente. Serdo descritos os métodos tradicionais baseados
em informagdes fenotipicas, e aqueles utilizando a espectrometria de massas com énfase na
técnica de MALDI-TOF, para a caracterizagdo de Sal/monella sp. e Listeria monocytogenes.

Salmonella ¢ um género de bacilos gram-negativas da familia Enterobacteriacae.
Apresenta duas principais espécies - Salmonella enterica e Salmonella bongori - sendo a
primeira mais relevante para saude publica. No Brasil, ¢ um dos principais agentes etioldgicos
associados aos surtos de DTAs, apresentando os sintomas gastrointestinais comuns: diarreia,
vomito e febre moderada. (4)

Listeria monocytogenes ¢ um bacilo curto gram-positivo que € um importante patogeno.
Em idosos, recém-nascidos e pessoas com imunidade celular deprimida, potencialmente causa
bacteremia e meningite. Além disso, em gravidas, a infec¢@o pode se estender ao feto, causando
aborto. E um microrganismo que se desenvolve em temperaturas de resfriamento, estando

associada a formacao de biofilme em laminas fatiadoras industriais. (5)

2.2.1 Identificacio fenotipica tradicional

Os métodos tradicionais de identificagdo de microrganismos sao baseados em
caracteristicas fenotipicas. As principais caracteristicas utilizadas neste conjunto de métodos
sdo a andlise microscopica da cultura, avaliagdo da caracteristica morfoldgica da coldnia,
requisitos para o crescimento em meios de cultura seletivos e atividades metabolicas
especificas. O critério de decisdo sobre quantos e quais desses recursos serdo utilizados depende
de qual a provavel identidade da cultura em estudo, baseado na matriz do isolado. (5)

Os testes bioquimicos sdo um conjunto de provas que avaliam a atividade metabdlica
sob condigdes especificas. Sdo ensaios cujo resultado depende da capacidade do microrganismo
de utilizar algum componente do meio de cultivo, sendo o produto facilmente detectado. Sao
exemplos: as modificagcdes de pH utilizando indicadores, formag¢do de precipitados ¢ a
formagao de gas. (5)

Os testes fenotipicos minimos para a identificagdo de culturas isoladas de Salmonella
sp. em alimentos, conforme a norma ISO 6579-1:2017, sao apresentados na Tabela 1. Os trés
primeiros testes necessitam de incubacao de até 24h na temperatura de 34 a 38 °C para leitura

dos resultados. Os testes sorologicos sao feitos a partir das culturas isoladas. Para a identificacao
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de Listeria monocytogenes, conforme a norma ISO 11290-1:2017, os testes utilizados sao

apresentados na Tabela 2.

2.2.2 Espectrometria de massas com Ionizacio/Dessor¢ao a Laser Assistida por Matriz

com Analisador de Tempo de Voo (MALDI-TOF)

As bases cientificas referentes a aplicacdo da técnica de MALDI-TOF, para a
identificacao de microrganismos, apesar de recentes, ja estdo bem estabelecidas. Ao longo dos
anos, a técnica foi sendo refinada e estudada no caminho de padronizar os métodos de preparo
da amostra, bem como das condi¢des de ionizacdo que aperfeicoam o resultado. (8) A Figura 1

representa um esquema de analise por MALDI-TOF.

Figura 1 — Representacao esquematica de ionizagdo por MALDI em uma proteina

Placa repulsora do Matriz ionizada com alguma Expansdo supersdnica da
egpactromealtro Pulso de carga transterlda para a proteina matriz com a proteina Incorporada
de massa’\ =] laser
A o Pulso de /aser O ‘
o {337 nm) o = __m.x_é\
0 ' = _ 1Y) )
+ — +
; : © | matriz (absorve o L e .~
Sonda de N R radlacao ultravioleta) ] T -
amostra |___J Matriz + 0 & e [@) 0 (%) O ky
para MALDI amosira Proteina —
(a) (bT1) (b2) (b3)

Fonte: Harris, 2017 (9)

A técnica de MALDI-TOF necessita de uma matriz de suporte para realizar o processo
de ionizagdo. Inicialmente, prepara-se uma solu¢do da matriz com o analito e deixa-se que o
solvente evapore sobre uma sonda, para permitir a cristalizagdo dessa mistura (a). Quando
ocorre a incidéncia dos pulsos de /aser (b.1) sobre esses cristais, ocorre a dessor¢ao e ionizagao
das moléculas presentes no analito (b.2 e b.3). Como a transferéncia de energia luminosa ocorre
de maneira controlada, isso diminui a clivagem das macromoléculas, gerando ions com maior

relagdo massa carga. (10,11)



Tabela 1 — Testes de caracterizacao fenotipica de Salmonella sp. conforme ISO 6579-1:2017
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Nome do teste

Caracteristica evidenciada

Principio do teste

Reacdo esperada

Ureia de Christensen

TSI: Triple Sugar Iron (Trés
acucares e ferro)

Descarboxilagao da lisina

Sorologia

Produgdo de urease, para
utilizagdo como fonte de
nitrogénio

Fermentacdo de acucares
(glicose, lactose e sacarose),
producdo de HzS, produgao de
gas na fermentacao da glicose

Capacidade de descorbixilar a
lisina, produzindo amonia.

Presenca de antigenos especificos

na parede celular do
microrganismo

Teste bioquimico evidenciado

pela mudanca de cor do indicador

de pH vermelho de fenol

Produgao de precipitado escuro
de FeS, viragem do indicador de
pH (vermelho de fenol) para
evidenciar a fermentagdo dos
agucares e formacao de bolhas no
fundo do tubo

Mudanca de coloracao do meio
de cultura apos a fermentacgdo da
glicose, através da viragem do
indicador purpura de bromocresol
(de amarelo para roxo)

Formagao de codgulos quando
adicionado o reagente contendo
os anticorpos especificos sobre
uma suspensao da cultura
bacteriana

Reacdo negativa: sem alteracao
da coloracao do meio de cultura

Formacao de precipitado escuro,
producao de acido e gés a partir
da glicose (coloragao amarela no
fundo) e ndo fermentagdo da
sacarose e da lactose (coloracao
vermelha na superficie)

Reacgdo positiva: turvacdo do
meio e coloragdo roxa apos o
tempo de incubagao

Reacao positiva: formagao de
coagulos nos soros polivalentes
de Salmonella sp.

Fonte: Adaptado de ISO 6579-1:2017 (6)



Tabela 2 - Testes de caracterizagdo fenotipica de Listeria monocytogenes conforme ISO 11290-1:2017
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teristi . icO ~
Nome do teste Car'ac eristica Principio do teste and1goe§ de Reagdo esperada
evidenciada incubacao
Caracteristicas da parede
Morfologia celular da célula diferenciam

Coloragao de Gram

Catalase

Hemolise

Fermentacao de xilose e

de ramnose

microscopica da célula
frente ao processo de
coloracao de Gram

Producao da enzima
catalase

Capacidade de degradar
as hemacias, liberando a
hemoglobina

Capacidade de
fermentar agucares,
produzindo acido

a fixagao ou nao do corante
cristal violeta na estrutura
celular

Capacidade do
microrganismo de produzir a
catalase, enzima que quebra

o peroxido de hidrogénio

Formagao de uma zona
transparente ao redor do
crescimento da cultura em
meio solido contendo sangue
de carneiro

Mudanca de coloragao do
através da viragem do
indicador de pH purpura de
bromocresol, de roxo para
amarelo

Feito a partir da
cultura isolada

Feito a partir da
cultura isolada

18a24ha
temperatura de 36 a
38°C

De 24h até 5 dias, a
temperatura de 36 a
38 °C

Bacilos curtos gram positivos
(coloragdo roxa)

Reagado positiva: formagao de
bolhas ao suspender a cultura
em solucao de perdxido de
hidrogénio

Reagdo positiva: formagao de
uma zona transparente

Reacdo positiva para a
ramnose (mudanga de cor do
caldo) e reacdo negativa para a
xilose (inalterag¢do da cor do
meio de cultura)

Fonte: Adaptado de ISO 11290-1:2017 (7)
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O analisador de massas de tempo de voo (TOF) é o que normalmente se usa associado
ao uso de MALDI. O TOF consiste em um tubo linear no qual ndo ¢ aplicado qualquer tipo de
campo. Os ions formados sdo acelerados com igual energia cinética ao sairem da fonte. A
separacao e analise dos ions formados sdo realizadas em fun¢do de sua velocidade de voo
através do tubo, em fun¢do da relagdo massa-carga. Essas duas grandezas s3o inversamente
proporcionais. Desse modo, ions de menor relagdo massa-carga apresentam maior velocidade,
e, portanto, percorrem o comprimento do tubo, até o detector em menor tempo. (10,11)

A obtencao de bons resultados utilizando MALDI-TOF depende, principalmente, de
dois fatores: o correto preparo da amostra e a sele¢do da matriz adequada. Durante o preparo, ¢
importante que a propor¢do de analito e matriz seja adequada, para evitar que ocorram
interacdes analito-analito durante o processo de ionizagao. Além disso, ¢ crucial que a mistura
entre a solucdo de matriz e o analito seja homogénea e permita que matriz e analito cristalizem
conjuntamente. A selecdo da correta matriz depende de 4 principais caracteristicas: forte
absor¢do de energia luminosa no comprimento de onda de emissdo dos pulsos de laser;
compatibilidade com o solvente e o analito, para permitir que os cristais formados tenham
tamanho apropriado e a correta propor¢ao de matriz/analito; capacidade de ser facilmente
sublimada para que a mistura matriz-analito forme facilmente vapores para gerar os ions frente
aos pulsos de laser; e participar de reagdes fotoquimicas para permitir a transferéncia de protons

para o analito. (2,11)

2.2.3 Identificacdo de microrganismos utilizando MALDI-TOF

A identificagdo de microrganismos utilizando a espectrometria de massas tem como
principio a analise do perfil do espectro das macromoléculas da estrutura bacteriana. As
proteinas ribossdmicas sao as principais estruturas responsaveis pelos fragmentos que geram o
espectro de massa caracteristico de cada microrganismo. (8)

Existem varios métodos de preparo das culturas para gerar os respectivos espectros de
massa. Dentre esses, o mais simples € a cristalizacao de colonias presentes em placas de meio
de cultura solido (gel de Agar) junto da matriz suporte da ionizagdo. Esse processo tem a
vantagem de ser simples e rdpido. Ao mesmo tempo, gera espectros com informacdes
suficientes na regido entre 3000 e 10000 m/z para comparagdo com espectros de referéncia.
Entretanto, nessa técnica, os espectros obtidos para cepas relacionadas apresentam diferengas
significativas. Portanto, a interpretacao desses espectros e comparagdo com as referéncias

depende de algoritmos matematicos para reconhecer a impressao digital e similaridade das
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cepas. Nao s6 cepas relacionadas entre si, bem como a andlise da mesma cepa pode apresentar
diferenca significativa de repetibilidade, dependendo das condigdes de crescimento da mesma,
além do preparo da cultura na placa de inser¢ao para ionizagdo. Um exemplo disso ¢ o espectro
de massas normalizado de Listeria monocytogenes obtido no desenvolvimento do trabalho,

apresentado na Figura 2. (2,8)

Figura 2 — Espectro de massas normalizado de cepa de Listeria monocytogenes obtido pelo

método de transferéncia direta
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Fonte: o autor, 2021.

O uso de métodos de extragdao de proteinas também pode ser util na identificagdao de
microrganismos utilizando técnicas de espectrometria de massas. Esse processo emprega o uso
de algum 4cido organico forte (como acida, trifluoracético e formico), em conjunto com algum
solvente organico para quebrar a estrutura celular. Esse tipo de preparo pode ser feito em
conjunto com a matriz de ionizagdo ou separadamente. Essa etapa gera um espectro mais limpo,
colocando em evidéncia os principais fragmentos utilizados na identificagdo. Isso pode ser
visualizado no espectro de massas na Figura 3, obtido com a mesma cepa da Figura 2. (12)

Além do método de preparo, a eficiéncia do processo de identificacdo depende da
sele¢do correta da matriz de ionizagdo. As principais matrizes utilizadas sdo acidos organicos
com anéis aromaticos em sua estrutura. As mais comuns sd3o o acido a-ciano-4-hidroxi-
cinamico (HCCA), acido feralico (FA), 4cido sindpico (SA), acido 2,4-hidroxifenil-benzoico
(HPBA) e acido 2,5-dihidréxi-benzoico (DHBA). O HCCA ¢ a matriz de mais uso, tendo
resultados 6timos na geragao de espectros nas faixas menores que 10000 m/z. O acido sinapicoe
acido ferulico mostram-se como melhores matrizes para identificacdo de proteinas maiores,

entre 20 e 40 kDa de massa. (2,11)
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Figura 3 - Espectro de massas normalizado de cepa de Listeria monocytogenes obtido pelo

método de extracao
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Fonte: o autor, 2021

2.3 UTILIZACAO NO PROCESSO DE IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS

Com o estudo e aprimoramento das técnicas utilizando MALDI-TOF, foram definidos
protocolos padronizados para a identificacdo de microrganismos. O principio de operagao
desses ¢ a comparacdo do espectro gerado com uma biblioteca de referéncia, utilizando
algoritmos matematicos. No presente momento, a Bruker Daltonics® tem em seu escopo 0s
métodos de identificacdo validados em conformidade com a norma ISO 16140-6:
Microbiologyofthe food chain — Methodvalidation — Part 6. Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods for microbiological confirmation and typing procedures. Na
Tabela 3, abaixo, sdo listados os microrganismos selecionados nesse estudo, bem como o

método de referéncia utilizado e o certificado de validacao vigente.

Tabela 3 — Métodos de referéncia e validados para a identificacdo de microrganismos

Organismo responsavel pela validagdo Numero do

Microrganismo  Norma de referéncia do método utilizando MALDI-TOF certificado

Salmonella sp. ISO 6579-1:2017 Microval 2017LR75
Listeria ISO 11290-1:2017 Microval 2017LR73
monocytogenes

Fonte: o autor, 2021

Para os dois conjuntos de microrganismos, o protocolo de identificagdo utilizando

MALDI-TOF ¢ o mesmo e segue o fluxograma apresentado na Figura 4. Inicialmente, a amostra
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¢ submetida ao protocolo de identificag@o por transferéncia direta (a esquerda no fluxograma).
Caso ndo haja correspondéncia espectral suficiente, 0 mesmo protocolo deve ser realizado
novamente. Caso persista a inconsisténcia, deve ser realizado o protocolo de transferéncia direta
estendida (ao centro no fluxograma). Se, ainda assim, ndo houver coeficiente de identificagao
suficiente, deve ser realizado o protocolo de extracdo (a direita no fluxograma).

A aquisicdo dos espectros ¢ feita utilizando o Software Flex Control ou similar. O
tratamento dos dados utiliza o software MaldiBioTyper a partir da versdao 4.0. O espectro
adquirido ¢ transformado em uma lista de picos que representa os fragmentos m/z. Utilizando
um algoritmo bioestatistico, a lista de picos gerada para a amostra ¢ comparada com a lista de
picos dos espectros de referéncia incluidos na biblioteca do software. A partir dessa
comparagao, sao gerados 3 valores de correlagdo (cada um variando de 0,000 a 1,000) entre a
amostra e a referéncia. O primeiro relaciona os picos do espectro de massas de referéncia que
estdo presentes no espectro de massas da amostra. O segundo relaciona os picos do espectro de
massas da amostra que estdo presentes no espectro de massas da referéncia. O terceiro compara
as intensidades dos picos que tem correlagdo em ambos os espectros de massas. O somatdrio
dessas correlagdes gera um Score que varia entre 0,000 e 3,000. Quanto maior for esse valor,
maior ¢ a similaridade dos espectros de massa da amostra e da referéncia. Quando esse valor ¢
maior que 2,000, considera-se que a eficiéncia de identificagdo ¢ ao nivel de espécie. Entre
1,700 e 1,999, a identificag¢do ¢ ao nivel do género. Resultados com valor de compatibilidade
menor que 1,700 ndo podem ser considerados e a analise deve ser repetida, conforme

demonstrado no fluxograma da Figura 4. (13)



Figura 4 — Fluxograma do protocolo de identificacdo de microrganismos.
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Adicionar 1pL de solugdo de matriz (HCCA), deixar cristalizar e

submeter a analise

Fonte: Adaptagdo de Bastin, 2020 (13)
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2.4 PERSPECTIVAS FUTURAS

O uso da técnica de MALDI-TOF aplicada a microbiologia tem ganhado bastante
espago. Ja ha protocolos validados para alguns patdgenos relevantes para a area de alimentos,
enquanto o protocolo de andlise ¢ bastante uniformizado. Além disso, para alguns casos, o
método ¢ recomendado normativamente, como a confirmagao de Escherichia coli produtora de
Shiga toxina pela metodologia proposta pelo FSIS (Food Safety and Inspection Service). (14)

Além do uso em microbiologia de alimentos, 0 MALDI-TOF tem importante aplicacdo
na microbiologia clinica. Nessa area, além da identificagdo de microrganismos para auxilio no
diagnostico de infecgdes causadas por bactérias, esta evoluindo determinacao de resisténcia a
antimicrobianos utilizando essa técnica. Por exemplo, através da detec¢@o de um pico especifico
de m/z, ¢ possivel identificar a presenca de plasmidios associados a resisténcia de
carbapenémicos em bactérias pertencentes a familia das Enterobacteriacae. (15)

Esses avancos so foram possiveis com o aprimoramento das tecnologias de aquisi¢do e
de tratamento de dados; com a evolucdo da tecnologia dos espectrdmetros de massas, foi
possivel a compactag¢do, bem como a diminui¢do dos custos do proprio equipamento. Com o
avango dos softwares de tratamento de dados, bem como da capacidade de processamento
desses, 0 MALDI-TOF se apresenta como ferramenta promissora para determinacao de padrdes
baseados na composi¢do e constitui¢do proteica de diferentes tipos de amostras, permitindo a
comparacdo com as referéncias. Com o refino desse processo, a identificacdo dos
microrganismos tende a apresentar maior especificidade taxonomica, além de possibilitar a
determinagdo de caracteristicas importantes, como fatores de viruléncia e outros mecanismos
de resisténcia a antimicrobianos.

A vantagem da implementacdo da técnica de MALDI-TOF se dé principalmente pela
velocidade de analise. O tempo de analise pode ser reduzido, em, no minimo, 24 horas para a
grande maioria dos processos de identificagdo. A rapidez associada a robustez e confiabilidade
da técnica de MALDI-TOF impacta o poder de decisdo sobre condenar ou ndo um lote de
produto alimenticio ou ainda de direcionar o tratamento de uma infeccdo bacteriana. Assim
sendo, a tendéncia ¢ de que a técnica seja difundida, novos protocolos de identificagcdo sejam

validados e padronizados para justificar o investimento nessa tecnologia.
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3 DESENVOLVIMENTO

Foi realizada a verificagdo de desempenho do método de identificagdo de microrganismos
utilizando MALDI-TOF de acordo com o item 7 da norma ISO 16140-3:2021 -
Microbiologyofthe food chain — Methodvalidation — Part 3: Protocol for the verification of

reference methods and validated alternative methods in a single laboratory.

3.1 PARAMETROS AVALIADOS

Conforme descreve a norma ISO 16140-3:2021, para a verificagio de métodos de
confirmacao de identidade foram avaliados os parametros de inclusividade e exclusividade para
garantir o desempenho metrologico. Para isso, independentemente do nivel taxonomico, foram
utilizadas 5 cepas pertencentes ao grupo avaliado para a inclusividade e 5 cepas interferentes
na etapa de isolamento e que ndo pertencem ao grupo pesquisado. Essa avalia¢do foi feita
comparativamente a metodologia tradicional especifica para cada ensaio. O critério aceito pela
norma ISO 16140-3:2021 ¢ de que haja total concordancia entre o método de referéncia e o
método em verificacdo. As cepas utilizadas para cada protocolo avaliado estdo apresentadas na
Tabela 4. Foi utilizado o software LIMS Labwere HML para a identificagdo univoca das
amostras constante na Tabela 4, bem como rastreabilidade dos dados brutos das analises.

Além desses parametros metrologicos, foram avaliados parametros de produtividade em
relagdo aos métodos bioquimicos tradicionais. Os parametros medidos foram o tempo total de
analise, bem como o tempo de execucao dos preparos. Além disso, comparativamente, foram
avaliados os custos de implementacdo e de manutencdo da metodologia tradicional e da

metodologia tecnologica proposta.

3.2 RESULTADOS OBTIDOS

Os ensaios da verificacao foram realizados entre os dias 28 de setembro de 2021 e 8 de
outubro de 2021. O registro dos dados brutos e dos resultados dos testes tradicionais foi
realizado utilizando o software Labwere LIMS HML. O compilado dos resultados obtidos esta
apresentado nas Tabelas 5 e 6. O processo de identificacdo pela técnica de MALDI-TOF

utilizando o protocolo de transferéncia direta obteve os resultados apresentados na Tabela 7.



Tabela 4 — Cepas utilizadas para avaliagdo dos parametros de inclusividade e seletividade.

Ensaio Cepas para inclusividade Cepas para exclusividade
Identidade Identificagao Identidade Identificagao
Listeria monocytogenes ATCC 13932 75537/21 Enterococcus faecalis ATCC 19433 75562/21

Listeria monocytogenes isolada da

75538/21 Staphylococcus aureus ATCC 25923 75563/21
amostra 6499/21

Listeria monocytogenes isolada da
Listeria 75541/21 Listeria innocua ATCC 33090 75565/21
amostra 14112/21

monocytogenes
Listeria monocytogenes isolada da
75550/21 Listeria ivanovii ATCC 19119 75575/21
amostra 974/16
Listeria monocytogenes isolada da Listeria welshimeri isolada da amostra
75551/21 75576/21
amostra 5874/21 1393/16
Salmonella ser. Typhimurium ATCC
75587/21 Escherichia coli ATCC 25922 75604/21
14028
Salmonella ser. Enteritidis ATCC 13076 75588/21 Proteus mirabilis ATCC 29906 75613/21
Salmonella ser. Heidelberg controle Pseudomonas aeruginosa ATCC
75599/21 75614/21
Salmonella spp. laboratorial 27853
Salmonella ser. Minnesota isolada da
75600/21 Citrobacter freundii ATCC 8090 75615/21
amostra 7102/21
Salmonella ser. 1,4[5],12:1:- isolada da
75601/21 Enterobacter cloacae ATCC 13047 75622/21

amostra 22848/20




Tabela 5 — Resultados dos testes bioquimicos para identificagdo de Salmonella sp.
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Cepa Agar Ureia TSI! Lisina Sorologia Poli O Sorologia Poli H Resultado
75587/21 Negativo Acido / Acido / Positivo / Positivo Positivo Positivo Positivo Presenca
75588/21 Negativo Acido / Acido / Positivo / Positivo Positivo Positivo Positivo Presenca
75599/21 Negativo Acido / Acido / Positivo / Positivo Positivo Positivo Positivo Presenca
75600/21 Negativo Acido / Acido / Positivo / Positivo Positivo Positivo Positivo Presenca
75601/21 Negativo Acido / Acido / Positivo / Positivo Positivo Positivo Positivo Presenca
75604/21 Negativo Acido / Acido / Negativo / Positivo Positivo Negativo Negativo Auséncia
75613/21 Positivo Acido / Alcalino / Positivo / Positivo Negativo Nao realizado Nao realizado Auséncia
75614/21 Positivo Neutro / Neutro / Negativo / Negativo Positivo Nao realizado Nao realizado Auséncia
75615/21 Negativo Acido / Acido / Positivo / Positivo Negativo Nao realizado Nao realizado Auséncia
75622/21 Negativo Acido / Acido / Negativo / Positivo Negativo Nao realizado Nao realizado Auséncia

' Ordem da leitura: Reagio da base/Reacdo do bisel/Produgio de H2S/Produgio de gis



Tabela 6 — Resultados dos testes bioquimicos para identificagdo de Listeria monocytogenes.
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Cepa Catalase Gram Hemolise Ramnose Xilose Resultado
75537/21  Positivo Coco-bacilos Gram positivos Positivo Positivo Negativo Presenca
75538/21 Positivo Coco-bacilos Gram positivos Positivo Positivo Negativo Presencga
75541/21 Positivo Coco-bacilos Gram positivos Positivo Positivo Negativo Presenca
75550/21 Positivo Coco-bacilos Gram positivos Positivo Positivo Negativo Presencga
75551/21 Positivo Coco-bacilos Gram positivos Positivo Positivo Negativo Presencga
75562/21  Negativo Cocos em cadeias Gram positivos Negativo Negativo Negativo Auséncia
75563/21  Positivo Cocos em cachos Gram positivos Positivo Negativo Negativo Auséncia
75565/21  Positivo Coco-bacilos Gram positivos Negativo Positivo Negativo Auséncia
75575/21  Positivo Coco-bacilos Gram positivos Positivo Negativo Positivo Auséncia
75576/21 Positivo Coco-bacilos Gram positivos Negativo Negativo Positivo Auséncia
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Tabela 7 — Resultados de identificacao de Salmonella sp. e Listeria monocytogenes utilizando
MALDI-TOF pelo protocolo de transferéncia direta.

Cepa Resultado Score
75587/21 Salmonella sp 2,529
75588/21 Salmonella sp 2,326
75599/21 Salmonella sp 2,544
75600/21 Salmonella sp 2,496
75601/21 Salmonella sp 2,353
75604/21 Escherichia coli 2,354
75613/21 Proteus mirabilis 2,464
75614/21 Pseudomonas aeruginosa 2,335
75615/21 Citrobacter freundii 2,341
75622/21 Enterobacter cloacae 2,289
75538/21 Listeria monocytogenes 1,978
75541/21 Listeria monocytogenes 1,844
75550/21 Listeria monocytogenes 2,028
75551/21 Listeria monocytogenes 1,913
75562/21 Enterococcus faecalis 1,923
75563/21 Staphylococcus aureus 2,149
75565/21 Listeria innocua 2,049
75575721 Listeria ivanovii 1,735
75576/21 Sem identificacao 1,610

Pela Tabela 7, o protocolo de transferéncia direta apresentou resultado adequado para a

identificacao de Salmonella sp. Entretanto, para Listeria monocytogenes, o critério minimo de

identificacao (Score > 2,000) ndo foi atingido. Em fung¢ao disso, foi realizado o protocolo de

transferéncia direta estendida, que também nao alcangou o critério de identifica¢do. Portanto,

foi realizado o protocolo de extragdo, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 8. Os

espectros de massa que geraram os scores de identificagcdo para Salmonella sp. no Apéndice A,

enquanto os espectros de massa que geraram os scores de identificagdo apresentados na Tabela

8 para Listeria monocytogenes sao apresentados no Apéndice B.
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Tabela 8 — Resultados de identificagdo de Listeria monocytogenes utilizando MALDI-TOF pelo
protocolo de extracao.

Cepa Resultado Score
75537/21 Listeria monocytogenes 2,407
75538/21 Listeria monocytogenes 2,276
75541/21 Listeria monocytogenes 2,227
75550/21 Listeria monocytogenes 2,247
75551/21 Listeria monocytogenes 2,271
75562/21 Enterococcus faecalis 2,068
75563/21 Staphylococcus aureus 2,519
75565/21 Listeria innocua 2,320
75575/21 Listeria ivanovii 2,251
75576/21 Listeria welshimeri 2,255

Comparando os resultados obtidos entre as técnicas tradicionais e utilizando MALDI-
TOF, evidencia-se que o critério metrologico estabelecido pela norma ISO 16140-3:2021 foi

alcangado.

3.3 IMPACTO DOS RESULTADOS NA PRODUTIVIDADE

A principal vantagem da implementagdo do MALDI-TOF para identificagao de
microrganismos ¢ a rapidez com a qual o resultado ¢ obtido. Essa caracteristica fica mais
evidente no caso da identificacdo de Listeria monocytogenes. A partir da cultura isolada, o
resultado utilizando testes bioquimicos leva ao menos 2 dias, podendo se estender a 5 dias.
Utilizando MALDI-TOF, no mesmo dia em que se obtém a cultura isolada, ¢ possivel realizar
a identificacdo. No caso de Salmonella sp. , esse ganho ¢ de 1 dia até a confirmacdo do
resultado.

Além disso, o tempo de processamento do protocolo direto ¢ comparavel com a
semeadura dos testes bioquimicos. Para fazer o preparo da placa de MALDI-TOF, considerando
a adicao de matriz, foi necessario, em média, I minuto por amostra. Para a inoculagao da série
bioquimica dos testes de Salmonella sp., foi necessario, também, aproximadamente 1 minuto
por amostra. O tempo de evaporagdo do solvente e processamento da placa no equipamento ¢é
comparavel com a etapa de soro-aglutinagdo. O tempo de evaporacao foi em média de 10

minutos apos a adi¢ao da matriz no ultimo spot de placa, enquanto a obteng¢do e tratamento dos
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espectros demoram em torno de 1 minuto por amostra. Cada rea¢ao de soro-aglutinacdo durou
em torno de 2 minutos. Durante a verificagdo, foram realizadas 20 reag¢des (2 por amostra);
resultando num total de 40 minutos. Para o processamento dessas mesmas 10 amostras, apos a
adicdo de matriz foi necessario aproximadamente 20 minutos. Desse modo, houve uma
diminuicao significativa de tempo humano necessario para execu¢ao da analise por MALDI-
TOF, sendo que essa vantagem aumenta com o aumento do volume de amostras.

Para o caso da necessidade de extragdo, essa vantagem temporal diminui. A semeadura
dos testes bioquimicos de Listeria monocytogenes durou, em média, um minuto por amostra.
Além disso, necessita-se, em média, de 5 minutos por amostra para coloragio de Gram e
visualizagdo microscopica. No entanto, o tempo para o processo de extra¢do para analise no
MALDI-TOF ¢ extenso e bastante variavel. A variabilidade esta relacionada ao tamanho do
pellet formado, que influencia na taxa de evaporacdo do solvente extrator. Durante os
experimentos, necessitou-se de 2 horas e 30 minutos para realizar o protocolo completo para as
10 amostras. Ainda assim, por mais que demande mais tempo do analista, o resultado final pelo
MALDI-TOF segue sendo emitido com pelo menos 2 dias de antecedéncia, com relagdo ao

método descrito na ISO 11290-1:2017.

34 IMPACTO AMBIENTAL

Os impactos ambientais das duas técnicas de identificagao (tradicional e MALDI-TOF)
sao bastante diferentes e de dificil comparagdo. No processo tradicional, o maior volume de
residuos gerados ¢ de risco bioldgico, enquanto na técnica utilizando MALDI-TOF, sao
gerados, majoritariamente, residuos de compostos organicos, no caso, as matrizes utilizadas
para fazer as placas. A quantidade de residuos gerada para o teste de 500 colonias de cada
microrganismo testado ¢ apresentada na Tabela 9.

As culturas de Salmonella sp. e Listeria monocytogenes cultivadas nos meios de cultura
dos testes bioquimicos se enquadram como agentes de Risco 2, dentro do grupo Al. Desse
modo, o material, antes do descarte, deve passar por processo que garanta a descontaminagao

completa. (16)
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Tabela 9 — Residuos gerados nas técnicas de identificagdo para 500 culturas de microrganismos.

Microrganismo Tradicional MALDI-TOF
500 tubos de 7 mL de Agar Ureia
Salmonella sp. 500 tubos de 8 mL de Agar TSI 1,5 mL de solucao de HCCA

500 tubos de 5 mL de Caldo Lisina

, 450 mL de etanol
125 placas de Agar Sangue
Listeria 10 mL de acido formico
500 tubos de 5 mL de caldo Xilose o
monocytogenes 10 mL de acetonitrila
500 tubos de 5 mL de caldo Ramnose
1,5 mL de solucao de HCCA

O método mais comum de descontaminacao ¢ a esterilizacao utilizando calor umido em
autoclave ou/e outro processamento que garanta inativagio dos microrganismos cultivados. E
um processo simples que apresenta um elevado gasto energético e que gera volumes grandes
de residuos. Os residuos da técnica de MALDI-TOF sao classificados no grupo B, devendo ser
submetidos a tratamento antes da disposi¢ao final adequada. Ainda assim, ¢ importante ressaltar
que ambos os métodos de identificagdo necessitam de uma etapa prévia de deteccdo e
isolamento, que gera residuos que se enquadram no grupo Al. Desse modo, o uso do MALDI-
TOF diminui o volume de residuos bioldgicos, mas nao os elimina completamente. (16)

Comparativamente, o volume de residuo gerado utilizando a técnica de MALDI-TOF ¢
bem menor. Além disso, o processo de lavagem da placa de MALDI-TOF demanda um menor
volume de 4gua tratada e purificada que os tubos utilizados nos testes bioquimicos. Também
ndo € necessaria esterilizacdo prévia do material a ser utilizado, o que resulta num menor

consumo energético total.

3.5 VIABILIDADE ECONOMICA

Para mensurar a viabilidade economica, sera avaliado o investimento inicial em termos
da técnica de MALDI-TOF, bem como os custos dos reagentes utilizados em cada técnica. Nao
sera avaliado o custo de aquisi¢do dos equipamentos da metodologia tradicional (estufas,
autoclaves), pois eles sdo também necessarios na etapa de detecgdo e isolamento das culturas a
serem identificadas. Pela dificuldade de isolar essa informacao, nao sera levado em conta o
custo com tempo de andlise, custo de energia envolvida, bem como o valor da mao de obra

empregada.
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O investimento para aquisi¢ao do equipamento de MALDI-TOF foi de R$1.353.429,44,
no ano de 2015, o que equivale a, aproximadamente, US$450.000. Os custos dos reagentes
utilizados para o teste de 500 coldnias foram calculados com base no ltimo preco de processo
licitatorio empenhado. E importante ressaltar que esses consumiveis, em sua maioria, sdo
importados e vém apresentando variacdo significativa de prego em fung¢do da variagdo cambial.
Esses custos para o teste de 500 coldnias sdo apresentados na Tabela 10.

Além do custo dos reagentes, o MALDI-TOF, por ser um equipamento de alta
complexidade, demanda manutenc¢do preventiva especial. O valor vigente para o contrato prevé
o valor anual de aproximadamente R$55.000,00 para 2021.

Fica claro que o custo de consumiveis utilizados na técnica de MALDI-TOF ¢ menor
em relacdo ao método tradicional. Entretanto, como o valor fixo de manuten¢do do equipamento
¢ elevado, ¢ necessario um grande volume de amostras para que a diferenca dos consumiveis
compense a manuten¢do. Considerando somente a analise de Salmonella sp., seriam necessarias
aproximadamente 3700 amostras para que esse lucro se equipare ao gasto com a manuten¢ao
do MALDI-TOF. Para que ocorra essa equiparagdo com o valor do equipamento sao necessarios
mais de 91000 testes.

Entretanto, ha outros fatores favoraveis economicamente para o uso do MALDI-TOF
como método de identificagdo de microrganismos. A redugdo no tempo de andlise € um dos
principais contribuintes para isso. E dificil mensurar o quanto 1 ou 2 dias a menos no tempo de
uma analise impactam na produtividade em termos financeiros, pois € um fator que vai variar

muito com a realidade do laboratoério.

3.6 PERSPECTIVAS DE MERCADO

Com a consolidagdo da técnica de MALDI-TOF para a identificacdo de
microrganismos, o seu uso tem aumentado. As areas clinica e de pesquisa sdo as que mais tém
utilizado essa técnica. O uso na area de microbiologia de alimentos ainda ndo ¢ muito difundido,

mesmo que a técnica seja muito promissora.



Tabela 10 — Custos de reagentes para o teste de 500 culturas de pelos métodos tradicionais e de MALDI-TOF.
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Microrganismo Método Reagentes contabilizados Custo por 500 testes (RS) Custo total (RS)
500 tubos de 7 mL de Agar Ureia 67,00
500 tubos de 8 mL de Agar TSI 91,00
Tradicional 500 tubos de 5 mL de Caldo Lisina 24,00 7442,00
Salmonella sp.
10 mL de Soro Poli O 2250,00
10 mL de Soro Poli H 5010,00
MALDI-TOF 1,5 mL de solu¢ao de HCCA 6,00 6,00
125 placas de Agar Sangue 1450,00
Tradicional 500 tubos de 5 mL de caldo Xilose 860,00 5260,00
500 tubos de 5 mL de caldo Ramnose 2950,00
Listeria monocytogenes 450 mL de etanol 28,00
10 mL de acido formico 1,00
MALDI-TOF 37,00
10 mL de acetonitrila 2,00
1,5 mL de solugao de HCCA 6,00
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Nos laboratorios de induastria ou de prestacdo de servicos a industria, o elevado
investimento inicial dificulta o uso do MALDI-TOF para identificagdo de microrganismos. O
uso do equipamento, no atual estado da arte da tecnologia, ¢ recomendavel em instituigdes com
capacidade de investimento e aplicacdo da técnica em outras areas do conhecimento, bem como
a associagdo do seu uso na pesquisa. Com o avango da tecnologia de constru¢do do
equipamento, espera-se que esse valor diminua, permitindo uma maior distribuicdo e uso do

MALDI-TOF aplicado a area de microbiologia.
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4 CONCLUSAO

O trabalho realizado, mostrou que os métodos de identificagdo de Salmonella sp. e
Listeria monocytogenes utilizando MALDI-TOF apresentam desempenho metrolégico
equivalente as metodologias de referéncia. Foi obtida total concordancia nos pardmetros de
inclusividade e exclusividade para os dois microrganismos, atendendo ao critério da norma ISO
16140-3:2021.

Em termos de desempenho temporal, a técnica de MALDI-TOF se mostrou mais
eficiente que os métodos tradicionais. O tempo de execu¢do da andlise ¢ semelhante entre as
duas técnicas, enquanto o MALDI-TOF tem a vantagem de fornecer os resultados no mesmo
dia em que a cultura ¢ obtida. Utilizando as metodologias tradicionais, ¢ necessario um dia de
incubacdo para a identificacdo de Salmonella sp. e pelo menos dois dias para a identificacao de
Listeria monocytogenes.

O elevado valor para a aquisicdo e manutencdo de um equipamento de MALDI-TOF
dificulta sua utilizagdo para a grande maioria dos laboratorios. O seu uso ¢ favorecido quando
outras aplicagdes estdo associadas, principalmente relacionadas a pesquisa. Por mais que a
reducdo no tempo de andlise com o MALDI-TOF seja consideravel, ainda assim, seria

demandado um volume de amostras elevado que compensasse tamanho investimento.
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APENDICE A — ESPECTROS DE MASSA OBTIDOS NA VERIFICACAO DE DESEMPENHO DE SALMONELLA SP.
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Cepa Bruto Normalizado
Enterobacter cloacae
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APENDICE B — ESPECTROS DE MASSA OBTIDOS NA VERIFICACAO DE DESEMPENHO DE LISTERIA MONOCYTGENES
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