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COMPREENDEM BACTERIAS E LEVEDURAS NO SANGUE A presente invencéo refere-se principalmente 5 a identificacio de
patdégenos por espectrometria de massa em culturas de sangue provenientes de infec¢des na corrente sanguinea (septicemia). A
invengéo proporciona um método com o qual patégenos microbianos podem ser separados na forma purificada a partir de sangue
apds um cultivo relativamente breve num frasco de hemocultura, sem qualquer interferéncia de proteinas humanas ou fragbes
residuais de particulas sanguineas, como eritrocitos e leucécitos, e podem ser diretamente identificados por medicédo por
espectrometria de massa de seus perfis proteicos. O método é baseado no uso de tensoativos relativamente fortes para destruir
as particulas sanguineas, dissolvendo as membranas celulares fracas e a maior parte das estruturas internas das particulas
sanguineas, apesar do fato dos tensoativos serem considerados fortes inibidores de ionizagdo em MALDI e outros processos de
ionizacéo necessarios para mediges por espectrometria de massa. Esse método permite que patégenos desconhecidos sejam
obtidos em sua forma pura por centrifugacao ou filtracdo e sejam identificados no nivel taxonémico de espécie ou subespécie.
Problemas com DNA provenientes de altas concentragdes de leucocitos podem ser resolvidos por meios especiais. Apés o (...).
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Relatério Descritivo da Patente de Invencéo para "METODO PA-
RA A IDENTIFICAGAO POR ESPECTROMETRIA DE MASSA DE MICRO-
BIOS QUE COMPREENDEM BACTERIAS E LEVEDURAS NO SANGUE".

Campo de Invencéo

A presente invencao refere-se a identificacdo de patdgenos por
espectrometria de massa em hemoculturas provenientes de infecgdes na
corrente sanguinea (septicemia).

Antecedentes da Invencéo

Muitas espécies de microorganismos (denominados micrébios
abaixo), especialmente incluindo bactérias € fungos unicelulares (como le-
veduras ou bolor), mas também algas e protozoarios podem ser identificadas
por espectrometria de massa com um elevado grau de certeza, através da
reproducdo de uma colénia da maneira usual em um meio nutriente, posteri-
ormente transferindo pequenas quantidades de microbios da colénia para
uma placa de suporte para amostra de espectrometria de massa e medindo
um perfil proteico diretamente com um espectrémetro de massa. O espectro
de massa particularmente representa as massas e abundancias das diferen-
tes proteinas soluveis que estdo presentes em concentragcao suficientemente
alta nos micrébios. Esse perfil proteico dos micrébios € usado para determi-
nar sua identidade por meio de uma analise de similaridade com os espec-
tros de referéncia de uma biblioteca de espectros.

Espectrdmetros de massa especializados para esse fim e pro-
gramas correspondentes de avaliagdo e de analise de similaridade estdo
disponiveis comercialmente. Atualmente, esse procedimento de identificagdo
esta se revelando altamente bem sucedido e conquistando rapidamente os
laboratorios de microbiologia de todo 0 mundo.

"ldentificacdo" dos micrdbios significa categoriza-los dentro do
sistema taxondmico de classificagdo hierarquica: Dominio (eucariontes e
procariontes), reino, filo, classe, ordem, familia, género, espécie e subespé-
cie. A identificacdo de uma amostra de micrébios envolve a determinagao,
pelo menos, do género, geralmente da espécie €, se possivel, da subespé-
cie ou mesmo da cepa, 0 que € importante, por exemplo, se diferentes su-

bespécies ou cepas tiverem diferentes patogenicidades. Em um sentido mais
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geral, uma identificagao também pode significar uma caracterizag@o em ter-
mos de outras caracteristicas mais individuais dos microbios, por exemplo, a
resisténcia de um microrganismo a antibioticos.

O meio nutriente para o cuitivo de uma colbnia & geralmente
constituido de agar em uma placa de Petri, o que normalmente resulta no
crescimento de cepas puras na forma de colénias microbianas separadas
em cerca de seis horas a alguns dias, dependendo da poténcia reprodutiva
dos microbios. Se as colénias se sobrepuserem ou se misturarem muito,
coldnias puras poderdo ser obtidas em um segundo cultivo, novamente rea-
lizado da maneira usual. Em um método mais simples, sobre alguns micro-
bios transferidos com uma pequena haste flexivel de uma colonia seleciona-
da para o suporte para amostra de espectrometria de massa € entao goteja-
da uma solugao fortemente acidificada de uma substancia matriz convencio-
nal (geralmente acido a-ciano-4-hidroxicinamico, HCCA, ou acido 2,5
diidroxi-benzoico, DHB) para uma ionizagao por dessorcéo a laser assistida
por matriz (MALDI). O &cido (geralmente &cido formico ou acido trifluoroeta-
noico) ataca as paredes celulares e o solvente organico (geralmente acetoni-
trila) da solug&o matriz pode penetrar nas células microbianas e fazer com
que a sua parede celular enfraquecida arrebente. A amostra € entao seca
por evaporacdo do solvente, o que faz com que o material dissolvido na mé—
triz se cristalize. Proteinas soltveis €, em menor grau, outras substancias
das células sao incorporadas aos cristais da matriz.

Os cristais de substancias da matriz com moléculas do analito
incorporadas sdo entdo bombardeados com flashes de luz laser UV em um
espectrometro de massa, criando fons das moléculas do analito no plasma
quente da nuvem de vapor; esses ions podem entao ser separados de acor-
do com sua massa e medidos no espectrometro de massa. Espectrometros
de massa de tempo de voo MALDI (MALDI-TOF-MS) especializados s&o
normalmente utilizados para essa finalidade. O espectro de massa € o perfil
dos valores de massa desses fons do analito. Eles s&o predominantemente
ions de proteinas, tendo os ions com as informagdes mais Uteis massas en-

tre 3000 e 15.000 daltons, aproximadamente. Nesse método, os ions de pro-
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teina sa&o predominantemente carregados apenas com uma unidade (nume-
ro da carga z = 1), o que permite simplesmente fazer referéncia a massa m
dos ions, em vez de sempre usar o termo "relagao massa/carga”, m/z, como
& necessario e convencional com outros tipos de espectrometria de massa.

O perfil das proteinas & muito caracteristico da espécie microbi-
ana em questao, pois cada espécie microbiana produz seu proprio conjunto
de proteinas geneticamente predeterminadas, cada uma com sua propria
massa molecular caracteristica. A abundancia de proteinas com concentra-
¢bes mais altas que podem ser detectadas por espectrometria de massa
também & amplamente controlada geneticamente e depende apenas ligei-
ramente das condigdes nutritivas ou da maturidade da colGnia. Os perfis pro-
teicos s&@o igualmente caracteristicos dos tipos de microbios como as im-
pressoes digitais s&o caracteristicas de cada ser humano. Atualmente, as
bibliotecas confidveis e validadas com espectros de massa de referéncia
bem documentados de micrébios estdo sendo exaustivamente estendidas
por muitos laboratorios de instituicdes de pesquisa plblicas e privadas e de
institutos microbiolégicos de universidades. As bibliotecas de referéncia de-
vem cumprir sélidos requisitos para serem admitidas segundo os preceitos
da medicina e da lei.

Esse método de identificacio provou ser extremamente bem su-
cedido. A certeza de uma identificagdo correta € muito maior do que a dos
métodos de identificacao microbiologica utilizados até hoje. Foi possivel pro-
var que a certeza da identificagao foi muito superior a 95 por cento para cen-
tenas de diferentes tipos de micrébios. Na maioria dos casos de divida, on-
de havia alguns desvios provenientes dos resultados dos métodos de identi-
ficacao microbiologica utilizados até hoje, o sequenciamento genético con-
firmou a exatid3o da identificacdo por espectrometria de massa.

Se a biblioteca ndo contiver um espectro de massa de referéncia
para uma espécie microbiana sob investigac&o (o que ocasionaimente ocor-
re devido as mithdes de espécies microbianas e ao tamanho limitado das
bibliotecas espectrais atuais), as buscas nas bibliotecas podem normalmente

produzir classificagdes valiosas sobre os niveis taxondmicos superiores de
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género ou familia dos microbios, porque os microbios relacionados frequen-
temente contém uma série de tipos idénticos de proteina. No entanto, esses
casos s#o cada vez mais raros; atualmente, os micrébios patogénicos foram
praticamente todos registrados na forma de espectros de referéncia, poden-
do geralmente ser identificados com precisao até o nivel de espécie microbi-
ana.

O método brevemente descrito acima sobre o uso de uma pe-
quena haste flexivel para espalhar alguns micrébios provenientes de uma
coldnia em um ponto de amostra de um suporte para amostra de espectro-
metria de massa, sobre o qual é entdo gotejada uma solugao matriz, € o
mais simples e, até hoje, mais rapido tipo de preparaggdo de amostras. Se
uma coldnia for visivel apenas apés o cultivo, levard apenas de uma a duas
horas, no maximo, até que a identificagao esteja completa, ainda que cente-
nas de amostras tenham que ser analisadas ao mesmo tempo. Os suportes
para amostras para espectrometria de massa com 48, 96 ou 384 pontos de
amostra cada estao disponiveis comercialmente; a obtengéo de espectros
de massa a partir dessas quantidades de amostras leva cerca de meia hora
a duas horas. Se a identificagio for urgente, as amostras individuais de mi-
crébios poderao ser identificadas em poucos minutos (embora ap6s o culti-
vo, 0 que é sempre demorado).

Outros métodos de preparacdo de amostras também tém sido
investigados, como a extragdo de proteinas ap6s os microbios terem sido
destruidos por sonicagio ou tratamento mecénico ou métodos para extrair
as proteinas dos micrébios apds as paredes celulares, que ocasionalmente
séo rigidaé, terem sido enfraquecidas por acidos agressivos. Esses métodos
de desintegracéo sao utilizados quando o método normal de esfregaco falha
devido as paredes das células dos micrébios nédo terem sido destruidas por
gotejamento com a solugéo da matriz. Se os métodos de esfregago produzi-
rem espectros de massa bons o suficiente para comparagéo e todos os me-
todos de desintegrag@o fornecerem espectros muito semelhantes aos dos
métodos de esfregaco, eles frequentemente exibirao pouca interferéncia nos

espectros de massa.




10

15

20

25

30

5/25

Atualmente, espectros de massa de proteinas microbianas sao
geralmente obtidos no modo linear em espectrometros de massa de tempo
de voo MALD! (MALDI-TOF) porque eles possuem uma sensibilidade para
detecgao particularmente elevada, apesar da resolug@o de massa e da pre-
cisao de massa dos espectros de espectrémetros de massa de tempo de
voo no modo refletor serem muito melhores. No entanto, no modo refletor,
apenas cerca de um vigésimo dos sinais de ions aparecem e a sensibilidade
de deteccdo é de uma a duas poténcias de dez pior. A alta sensibilidade é
baseada no fato de que n&o apenas os ions estaveis, mas também os ions
de fragmentos muito mais abundantes e até mesmo as particulas neutras de
uma chamada decomposicdo "metaestavel" que ocorre durante o voo dos
jons sdo detectados no modo linear de um espectrémetro de massa de tem-
po de voo. Multiplicadores de elétrons secundarios (SEM) sao utilizados co-
mo detectores de ions, medindo ions moleculares, ions fragmentados e par-
ticulas neutras, porque todos eles geram elétrons secundarios com o impac-
to. Todos os ions fragmentados e particulas neutras gerados apés a acele-
racao na fonte de ions provenientes de uma espécie de ion parental tém a
mesma velocidade que os jons parentais e, assim, chegam ao detector de
ions ao mesmo tempo. O tempo de chegada é uma medida da massa dos
ions que estavam originalmente integros.

A elevada sensibilidade de detecgéo é tdo crucial para muitas
aplicacbes que se aceitam muitas das desvantagens de operagao de espec-
trometros de massa de tempo de voo no modo linear, como uma resolugéo
em massa significativamente inferior, por exemplo. A energia do laser ioni-
zante e exercente de dessorcao é aumentada para essas aplicagdes, algo
que aumenta o rendimento de fons, mas também aumenta a sua Instabilida-
de, embora isso nao tenha importancia aqui.

A obtencdo de espectros de massa com espectrébmetros de
massa de tempo de voo geraimente exige que um niimero muito elevado de
espectros individuais seja medido e digitalizado em rapida sucessao, sendo
os referidos espectros individuais geralmente somados, somando-se pontos

de medigcdo com o mesmo tempo de voo para formar um espectro somado.
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Os ions de cada espectro individual s&o gerados por um flash de laser a par-
tir de um laser UV pulsante para cada espectro. Os espectros somados de-
vem ser gerados dessa forma por causa do pequeno intervalo dinamico de
medigédo e grande ruido no sinal do espectro individual. Um minimo de a-
prox. 50 e em alguns casos até 1000 ou mais espectros individuais sao obti-
dos aqui; um espectro somado geralmente consiste de vérias centenas de
espectros individuais, os quais modernos espectrémetros de massa obtém e
somam em poucos segundos.

Para a identificagido de microbios, geralmente espectros de
massa de cerca de 2000 daltons até elevadas extensbes de massa de
20.000 daltons sdo medidos. No entanto, os sinais de massa do intervalo
inferior de massa de até cerca de 3000 daltons ndo possuem um alto grau
de confiabilidade, pois grande parte deles se origina a partir de peptideos de
membrana acoplados externamente aos microbios, a partir de acidos graxos,
dependendo do tipo e disponibilidade de nutrientes, e a partir de uma varie-
dade de outras substancias que estio presentes apenas por acaso. Os me-
lhores resultados de identificacdo s&o obtidos se apenas os sinais de massa
do intervalo de massa entre 3000 e 15.000 daltons forem avaliados. A baixa
resolucdo de massa, que ocorre pelas razbes apresentadas, significa que os
grupos isétopos cujos sinais de massa diferem, cada um, em um dalton nao
podem mais ser separados dentro desse intervalo de massa. Os sinais de
massa, portanto, refletem a forma dos envoltérios dos grupos is6topos.

Esse método de identificagédo de micrébios requer uma cultura
pura de microrganismos idénticos, um chamado "isolamento”, a fim de obter
um espectro de massa que nao seja sobreposto por sinais de outros tipos de
micrébios. Constatou-se, no entanto, que espectros de massa de misturas
de duas espécies microbianas também podem ser avaliados por metodos
especiais € que ambas as espécies microbianas podem ser identificadas. A
certeza da identificacéo é apenas ligeiramente prejudicada. Se mais de duas
espécies microbianas contribuirem para o espectro de massa, a probabilida-
de de identificacio e a precisao da identificagdo diminuirdo drasticamente.

A identificacdo de microbios € particularmente importante para
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micrébios infecciosos dentro da corrente sanguinea, o que & chamado de
septicemia. Os micrébios s&o normalmente liberados no sangue de forma
continua ou em lotes a partir de focos de infecgdes desconhecidos. Neste
ponto, é importante que espécies patogénicas sejam identificadas precoce-
mente para iniciar o mais rapidamente possivel um tratamento médico dire-
cionado com os antibidticos corretos.

O método de identificacdo por espectrometria de massa compe-
te com a analise de PCR, onde determinadas sequéncias genéticas do DNA
do micrébio, que se caracterizam por operar seletivamente pares de primers,
sao replicadas pela reacao em cadeia da polimerase (PCR). Esses métodos
sao rapidos e podem levar a resultados dentro de algumas horas. No entan-
to, esses métodos de analise de PCR precisam de algum conhecimento pre-
vio sobre espécies, géneros, familias ou classes de microbios, a fim de sele-
cionar pares de primers corretos. Em geral, apenas uma classificagao "gros-
seira" é realizada de acordo com as caracteristicas gram-positivas ou gram-
negativas, por exemplo. A determinac&o sobre o nivel de uma espécie mi-
crobiana s6 é possivel em casos especificos e requer uma abordagem muito
especifica baseada em suposi¢des. O método é geraimente limitado a pato-
genos particularmente perigosos, distintos e de ocorréncia frequente, como
Staphylococcus aureus, por exemplo. ldentificagbes positivas de espécies
microbianas individuais continuam sendo valiosos golpes de sorte. Em casos
de identificagdo negativa, o conhecimento da excluséo de tais microbios pe-
rigosos &, certamente, também valioso, mas nédo fornece uma base para
uma terapia. A determinacdo precisa das espécies microbianas deve entao
ser deixada para os métodos microbiolégicos convencionais, que podem, no
entanto, muito facilmente levar de trés a cinco dias.

No documento DE 10 2007 058 516 A1 (WPO 2009/065580 A1),
é descrito um método que separa diretamente patégenos de fluidos corpo-
rais por centrifugacao ou filtracdo, para que os microbios possam ser trans-
feridos dos depositos (pellets de centrifugacao ou filtragao) para a placa de
suporte para amostra. Um método ainda methor, também descrito no docu-

mento, é desintegrar os microbios dos depésitos ap6s a remocéo do sobre-
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nadante ainda dentro do tubo de centrifugagdo, por exemplo, adicionando
alguns microlitros de uma solugdo matriz fortemente acidificada, com poste-
rior transferéncia da solugdo com as proteinas liberadas para a placa de su-
porte para amostra de espectrometria de massa. Com a centrifugacao, essa
desintegracéo € possivel mesmo quando nenhum pellet visivel € produzido.
O limite de visibilidade para um pellet de centrifugagéo é de cerca de 10°
micrébios; em contrapartida, o limite de deteccéo, é atualmente cerca de 10*
microbios, mas poderé ser melhorado no futuro. 10* microbios geralmente
contém mais de 100 picogramas de proteinas sollveis, sendo, porem, o limi-
te de detecgdo em espectrometria de massa muito inferior a isso. Uma vez
que uma fase de cultivo ndo é necessaria para infecgdes em fluidos corpo-
rais claros, a identificagdo no laboratorio de espectrometria de massa com
esse método de centrifugacao direta dos fluidos corporais pode ser realizada
dentro de alguns minutos.

Esse método de centrifugacao ou filtragao direta dos microbios
apresenta éxito, pois, na grande maioria dos casos (muito mais de 70 por
cento), as infecgdes microbianas agudas nos fluidos corporais sao causadas
por apenas uma Unica espécie microbiana. Em uma baixa porcentagem de
cerca de 15 por cento, duas espécies microbianas estdo envolvidas; nesses
casos, geralmente ambas podem ser reconhecidas nos espectros de massa.
Essa pureza de espécies de patdgenos de infecgbes agudas apresenta niti-
do contraste com outras ocorréncias de micrébios no interior ou exterior do
corpo humano — o nimero aprox. de 10" bactérias da flora intestinal de um
intestino humano compreende, pelo menos, 400 espécies de bactérias que
vivem em equilibrio umas com as outras, por exemplo. Mas o método de
centrifugacéo direta sé serd bem sucedido se esses microbios estiverem
presentes em concentragcoes muito altas, de mais de 10* micrébios por milili-
tro, o que & muito raro para fluidos corporais internos. Fluidos corporais s&o
geralmente estéreis, ou seja, eles geralmente ndo contém micrébios.

Como descrito no documento citado, esse método de sedimen-
tacédo dos micrébios em uma centrifuga ou microfiltro pode ser aplicado dire-

tamente e com um alto grau de sucesso a todos os fluidos corporais claros,
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como linfa, liquido sinovial ou liquido cefalorraquidiano (liquor), e até mesmo
a fluidos corporais excretados, como urina ou fluido lacrimal. Para fluidos
corporais que contém particulas endégenas, como sangue total, por exem-
plo, as etapas intermediarias devem ser introduzidas primeiramente no cres-
cimento dos micrébios através do cultivo do sangue, pois a concentragdo de
microbios permanece geralmente apenas no intervalo de 0,5 a 10 micrébios
por mililitro, e, em segundo lugar, destruindo completa e exaustivamente as
particulas sanguineas, como eritrocitos ou leucocitos, para eliminar comple-
tamente todas as proteinas humanas. Nos documentos citados, essa destru-
icao é exemplarmente feita por adicdo de agua destilada. As membranas
celulares muito delicadas das particulas humanas s&o faciimente destruidas
pela pressdo osmotica da agua que entra, em contraste com as paredes ce-
lulares muito mais rigidas de bactérias. Pela adicdo repetida de agua desti-
lada e centrifugacdo, um pellet suficientemente puro devera ser obtido, o
qual nac devera mais conter residuos das particulas humanas.

No entanto, experimentos realizados no laboratério do requeren-
te com esse método de adicdo de agua destilada n&o tiveram sucesso no
fornecimento de depositos de centrifuga suficientemente puros, mesmo
quando os processos de lavagem e centrifugagédo foram repetidos algumas
vezes. Ainda que os depodsitos nao mantiveram uma cor ligeiramente aver-
melhada, as sobreposigées com sinais de proteina humana sempre interferi-
ram nos sinais de proteina microbiana desses depésitos, a tal ponto que a
identificacéo torna-se incerta.

A invengao procura fornecer um método rapido para a separa-
cao adequada dos patégenos de uma septicemia no sangue, sem quaisquer
vestigios de proteinas humanas remanescentes, de modo que a identifica-
cao por espectrometria de massa até o nivel de espécie ou subespécie e,
além disso, outras investigacdes sobre os patdgenos tornem-se possiveis.

Breve Descricdo da Invencéo

A invencdo é baseada no método para deposicao direta através
de sedimentagéo ou peletizagao dos micrébios de fluidos corporais, por cen-

trifugacéo ou filtragio, conhecido a partir do documento DE 10 2007 058 516
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A1 (WPO 2009/065580 A1), porém utiliza uma solugdo de uma forte subs-
tancia tensoativa, ou seja, anfipatica, em vez de agua destilada pura para a
destruicdo das particulas sanguineas. O SDS (dodecil sulfato de sédio), um
forte tensoativo anibnico que também & usado na biotecnologia como um
agente desnaturante para proteinas, provou ser ideal, apesar dos fatos de
que (1) tracos de tensoativos sdo conhecidos por serem inibidores de ioniza-
cdo para proteinas e outras substancias do analito em processos de ioniza-
¢do como MALDI; e (2) tensoativos fortes como o SDS sao conhecidos por
matar micrébios, ou seja, eles sdo bactericidas, destruindo sua capacidade
reprodutiva.

Em uma modalidade particularmente simples, o tensoativo é adi-
cionado diretamente e sem qualquer outro pré-tratamento em cerca de um
mililitro de sangue de uma hemocultura e misturado bem por dez a trinta se-
gundos em um agitador. Preferencialmente, o tensoativo é adicionado como
uma solucao, por exemplo, na forma de 10 pi a 200 ul de uma solugéo a-
quosa de SDS de concentracédo de 5 a 20%. Imediatamente ap6s misturar, a
mistura & centrifugada por dois minutos a 10.000 g e o sobrenadante é des-
cartado. Se o pellet for visivel, o depédsito exibira um branco surpreendente-
mente puro na maioria dos casos. Para remover qualquer vestigio do ten-
soativo, o pellet & lavado com um mililitro de agua destilada e novamente
centrifugado. O sobrenadante é novamente removido. O depésito podera
agora ser simplesmente recolhido com alguns microlitros de acido férmico e
acetonitrita € um a dois microlitros da solugao poderéo ser transferidos para
o suporte para amostra de espectrometria de massa, onde a solugéo matriz
sera adicionada, e secos.

Uma vez que todas essas etapas preparatérias podem ser reali-
zadas muito rapidamente, as preparagdes de amostras na placa de suporte
para amostra estao disponiveis para medicdes espectrométricas de massa
apds, no maximo, quinze minutos. A introducao da placa de suporte para
amostra na fonte de ions operada sob vacuo do espectréometro de massa e a
medicdo também levam apenas alguns minutos, de modo que a identificacdo

por espectrometria de massa esteja disponivel em menos de meia hora.
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Surpreendentemente, sao obtidos espectros de massa limpos dos perfis pro-
teicos dos micrébios sem sinais de interferéncia de proteinas humanas, re-
sultando em medigdo altamenie sensivel, apesar do uso intermediario de
tensoativos.

Esse método de sedimentacdo dos micrébios de uma amostra
de sangue para identificac@o por espectrometria de massa pode ser realiza-
do apenas se o sangue tiver uma alta concentracao de micrébios, com mais
de 10* micrébios por mililitro; geralmente, esse ndo & o caso do sangue ori-
ginal de um paciente. Na septicemia normal, a concentracdo de microbios
vivos e ativos, medida em "unidades formadoras de colénias" (UFC), fica
entre 0,5 e 10 UFC/mL; apenas criancas infectadas apresentam concentra-
¢Oes de até e acima de 100 UFC/mL. Os micrdbios do sangue, portanto, de-
vem ser cultivados com aditivos adequados, incubando o sangue em frascos
adequados para hemocultura & temperatura 6tima. Esse cultivo € bem conheci-
do e significativamente mais rapido do que o cultivo de culturas em placas de
Petri e, especialmente para infecgbes graves, geralmente fornece micrébios
suficientes para a identificagéo dentro de algumas horas até alguns dias. Ape-
nas microbios com crescimento muito lento, por exempio, algumas micobacté-
rias, exigem periodos de cultivo de muitos dias a algumas semanas.

Esse método possui a vantagem exclusiva de classificar os mi-
crobios sem qualquer conhecimento prévio até o nivel de espécies ou até
mesmo subespécies de microbios. Nenhuma inspecdo morfoldgica (ou mi-
croscopica), reacao bioquimica basica ou outros tipos de testes prévios sido
necessarios. Conhecendo a espécie microbiana, o médico que trata o paci-
ente poderd imediatamente iniciar uma terapia direcionada, porque, para a
maioria dos microbios, esta disponivel a informag&o sobre os antibidticos
aos quais eles respondem. As resisténcias dessas espécies microbianas a
antibioticos, que podem variar com a regido ou com o hospital, geralmente
sao também conhecidas. O inicio precoce do tratamento direcionado de um
paciente que esta em uma unidade de fratamento intensivo com uma septi-
cemia nao apenas é extremamente benéfico para o paciente (até salva vi-

das), mas também altamente econémico.
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Embora a dissolugédo de particulas sanguineas por tensoativos for-
tes, em especial por SDS, seja conhecida na microbiologia, o método geral-
mente n&o € aplicado. O documento U.S 4.753.749 A descreve agentes de lim-
peza microbicidas e ensina que detergentes mostram uma certa quantidade de
atividade microbicida que n&o & suficientemente alta para inibir o crescimento
de microrganismos patogénicos. O documento U.S 5.336.671 A descreve o uso
de tensoativos e antiespumantes em composicdes fungicidas. Tensoativos for-
tes como o SDS s&o considerados bactericidas; e a capacidade reprodutiva dos
micrébios € importante para os métodos de identificagcdo microbioldgica. No
entanto, isso nao se aplica ao método de identificagado por espectrometria de
massa. Porem, no método muito rapido conforme a invencéo descrita acima,
onde os microbios sdo expostos ao SDS por apenas alguns minutos, no maxi-
mo, surpreendentemente muitos microbios sobrevivem e mantém a sua capa-
cidade reprodutiva, apesar do efeito antibiético do tensoativo, e assim o método
de separago e isolamento de micrébios a partir de sangue também pode ser
usado para fornecer mais micrébios na forma isolada para outras investigactes,
como, por exemplo, testes de resisténcia.

A invengado ¢é baseada especialmente na dissolucéo de diferentes
tipos de corptisculos sanguineos rapida e completamente, sem destruir os mi-
crobios. A delicada membrana celular das particulas sanguineas é composta
predominantemente de fosfolipidios, que formam uma membrana por meio de
ligacbes nao covalentes. Tensoativos fortes, especialmente o SDS, dissolvem
todas as ligagbes nao covalentes de proteinas e lipidios e destroem a estrutura
quaternaria e terciaria das moléculas. As membranas celulares, portanto, dis-
solvem-se completamente. As estruturas internas das particulas sanguineas
também s&o destruidas pelo SDS e dissolvidas, incluindo a membrana do n-
cleo celular e os cromossomos dos leucécitos. Todos esses componentes dis-
solvidos s&o removidos com o fluido sobrenadante apés a centrifugagéo ou por
filtracdo. Algumas complicagdes com o DNA de leucocitos s&o discutidas abaixo.

Por ouiro lado, as paredes celulares de bactérias sdo muito es-
taveis; elas consistem principalmente de mureinas polimerizadas com liga-

¢cbes cruzadas. Essa malha com ligacbes covalentes resiste ao efeito dissol-
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vente dos tensoativos. Para a subsequente identificacao por espectrometria
de massa, nao é importante se os micrébios morrem (por exemplo, por des-
dobramento da estrutura terciaria ou quaternaria das proteinas internas) ou
permanecem capazes de se reproduzir durante esse meétodo, desde que as
proteinas do interior ndo sejam perdidas ou alteradas em sua estrutura pri-
maria. No entanto, para muitos micrébios, esse método de curto prazo de
separacdo e isolamento, de acordo com a invencao, ainda deixa micrébios

suficientes, que podem ser reproduzidos na forma isolada em um cultivo

~posterior.

Breve Descric8o das Figuras

Na figura 1, é apresentado o procedimento simples e basico, co-
nhecido pelo sucesso com sangue de todos os pacientes com niveis normais
de leucocitos.

A figura 2 exibe um método para superar os problemas com a-
glutinagéo de DNA para altos niveis de leucécitos, mas a custo da diminui-
cao da sensibilidade.

A figura 3 apresenta um procedimento com sensibilidade usual
que pode ser aplicado a todas as amostras de sangue com altos niveis de
leucocitos.

Modalidades preferidas

As modalidades preferidas descritas abaixc sdo baseadas em
amostras de sangue que possuem uma concentracao suficientemente ele-
vada de micrébios, com mais de cerca de 10% micrébios por mililitro. Apenas
em casos extremamente raros, o material utilizado podera ser o sangue en-
tregue no estado original, se 0 médico comunicar uma infec¢éo extremamen-
te aguda; normalmente, o método relaciona-se ao sangue proveniente de um
cultivo de varias horas a alguns dias em frascos adequados para cultivo de
sangue, que estdo comercialmente disponiveis. O especialista sabe que o
cultivo &€ normalmente realizado para pares de amostras de sangue em pa-
res de frascos para cultivo de sangue, um para microbios aerébios e outro
para micrébios anaerébios. Os frascos ja contém anticoagulantes e nutrien-

tes; apds a adicao do sangue, eles s&o incubados em uma incubadora a 37°
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Celsius. Além disso, os frascos de cultivo de sangue ja contém inibidores ou
material de adsorcdo para a maioria dos antibiticos. Mesmo gue seja tenta-
da uma identificacdo imediata do sangue original (o0 que pode se tornar pos-
sivel com mais frequéncia no futuro, quando a sensibilidade de detecgéo da
espectrometria de massa for suficientemente desenvolvida), € conveniente
cultivar a porgao nao utilizada do sangue. Esse sangue serve como uma re-
serva no caso do método de identificacao direta com o sangue original nao
resultar em uma identificacao suficientemente garantida.

Existem varios tipos de frascos especiais para cultivo de sangue
disponiveis comercialmente, com indicadores embutidos para deteccdo de
um estado de crescimento suficiente de microorganismos. Na maioria dos
casos, esses indicadores sdo baseados em uma medigdo do aumento da
concentragdo de didxido de carbono produzido pelos microrganismos. ksses
frascos para cultivo de sangue sao faceis de manusear e indicam automati-
camente por um sinal a reproducao suficiente de micrébios. No entanto, in-
vestigacbes nos laboratérios do requerente mostraram que esse sinal € dado
um pouco tarde para identificagées por espectrometria de massa. Identifica-
¢des bem sucedidas ja podem ser obtidas com sangue cultivado duas a qua-
tro horas antes que o sinal indique a reprodugéo suficiente de microbios.
Portanto, em casos de septicemia perigosa e critica, pode ser oportunoc ten-
tar uma identificacdo por espectrometria de massa dos micrébios do sangue
cultivado a cada uma ou duas horas ou outros intervalos de tempo apropria-
dos, nao esperando pelo sinal.

Um método antigo para obtencao de micrébios diretamente a
partir do sangue (sem cultura em sangue) para posterior cultivo em placas
de Petri foi desenvolvido por G. L.. Dorn por volta de 1976, utilizando lise das
particulas sanguineas e centrifugacao suave. O desenvolvimento do método
de lise-centrifugacgdo resultou nos conhecidos tubos "Isolator’™ , disponibili-
zados comercialmente pela primeira vez pela DuPont (Wiimington, EUA),
posteriormente pela Wampole Laboratories, Cranbury, NJ, EUA, e hoje tam-
bém pela Oxoid Limited, Basingstoke Hunt, Inglaterra. lsolador™ & uma

marca comercial da Carter-Wallace, inc., Nova lorque, N.Y. 10105 EUA. Du-
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rante os Gltimos trinta anos, muitos milhes de tubos Isolator™ foram utiliza-
dos em todo o mundo para separar microbios, especialmente micobactérias
liberadas do interior de macréfagos humanos, um tipo de leucéceitos. De a-
cordo com o "Wampole Isolator™ Manual”, o tubo [solator™ contém (a) sa-
ponina para lise da célula hospedeira, (b) polipropileno glicol como retardan-
te de espuma, (c) polianetol sulfonato de sédio (SPS) como anticoagulante,
(d) EDTA como anticoagulante, (e) Fluorinert, um plastico liquido imiscivel
em Aagua para a concentragdo de bactérias (como protegdo da centrifuga-
cdo). Existem diferentes tipos de saponinas, todas elas s&o detergentes na-
turais (tensoativos) gerados por diferentes plantas. A saponina do interior do
tubo Isolator™ é uma saponina detoxificada, capaz de dissolver as paredes
celulares das particulas sanguineas humanas sem matar os micrébios. Os
tubos Isolator™ sao usados para uma centrifugagao suave a apenas 3000 g
por um tempo bastante longo de 30 minutos, também com a intengéo de nao
danificar os micrébios. O objetivo do método € a extragdo de micrébios ati-
vos a partir do sangue para um recultivo dos micrébios em nutrientes ade-
guados em placas de Petri.

Em contraste com esse método, a presente inveng&o visa a uma
recuperagao rapida de microbios purificados a partir de sangue cultivado

para uma identificacdo por espectrometria de massa, com a absoluta neces-

sidade de eliminar todos os vestigios de proteinas humanas que, de outra

forma, atrapalhariam a identificagdo. A capacidade reprodutiva dos micré-
bios, que & importante para os métodos de identificacao microbiologica, nao
& necessaria para o método de identificagdo por espectrometria de massa,
pois se frata apenas da integridade estrutural das paredes celulares e da
integridade quimica das moléculas proteicas internas, néo da capacidade de
reproducio, que deve ser mantida. Para a identificagao por espectrometria
de massa, ndo sera desempenhado nenhum papel se as proteinas internas
forem desnaturadas por desdobramento da sua estrutura terciéria e quater-
naria. Porém, no método muito rapido conforme a invenc¢ao descrita acima,
onde os micrébios sdo expostos ao SDS por apenas alguns minutos, no ma-

ximo, constata-se que muitos micrébios mantém a sua capacidade reprodu-
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tiva, apesar do efeito antibidtico do SDS, e assim o método de separacéao e
isolamento de microbios a partir de sangue também pode ser usado para
fornecer mais micrébios na forma isolada para outras investigagbes, como,
por exemplo, testes de resisténcta.

Uma modalidade muito simples, mas ja muito bem sucedida, do
método de isolamento e separacdo de microbios a partir de sangue cultivado
& apresentada na figura 1. Ela é iniciada com o preenchimento com quase
um mililitro de sangue de cada um dos varios tubos de centrifuga especiais,
adicionando-se uma solucdo de tensoativo e misturando-se bem. O tensoati-
vo é preferencialmente adicionado como uma solugao, na forma de 20 a 200
microlitros (preferencialmente 100 microlitros) de uma solugao com 5 a 20
por cento de SDS (preferencialmente 10 por cento), por exemplo. O preen-
chimento de varios tubos de centrifuga permite que a centrifuga seja equili-
brada e também torna possivel obter imediatamente amostras de confirma-
cao para uma identificagdo confiavel. Apds misturar por 10 a 30 segundos
em um agitador, a amostra de sangue é centrifugada nos tubos de centrifuga
por dois minutos a 10.000 g. O liquido vermelho escuro sobrenadante € re-
movido, por exemplo, com uma pipeta convencional com ponteiras removi-
veis. O depo6sito de micrébios € entéo recolhido e lavado com agua destila-
da; apos mais centrifugacéo, resta um depodsito de micrébios isolados que,
se visivel, é puramente branco. Apenas em casos criticos o procedimento de
lavagem deve ser repetido para eliminar todos os vestigios de proteinas hu-
manas; cada processo de lavagem prolonga o procedimento total por cerca
de apenas dois a trés minutos.

A manipulagao da solugdo de SDS requer um pouco de cautela,
pois a solugdo faciimente forma espuma e a espuma firme dura por horas ou
mesmo dias, dificultando o uso do liquido. Preferencialmente, um inibidor de
espuma (antiespumante) pode ser adicionado a solugéo de SDS. Existem
varios tipos de antiespumantes no mercado. O principio da aplicagdo de um
antiespumante ja é conhecido em tubos Isolator™.

Apés a Ultima remogao do sobrenadante, as proteinas sollveis

dos micrébios devem ser extraidas. Isso pode ser feito pela destruicdo das
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paredes celutares por meio fisico-quimico e pela dissolugdo das proteinas.
Geralmente, a extracdo & simpiesmente realizada por adi¢do de cerca de
alguns microlitros de acido formico a 70 por cento, o qual ataca agressiva-
mente os peptidoglicanos (mureinas) das paredes celulares dos microbios e
destréi a estrutura celular. A mesma quantidade de acetonitrila € entao adi-
cionada, a fim de dissolver a maior quantidade de proteinas possivel. So-
mente em casos raros, outros meios como sonicacéo ou destruicao mecéani-
ca s&o necessarios. A solugido das proteinas solliveis é centrifugada, a fim
de precipitar os componentes soélidos, como fragmentos de parede celular,
por exemplo, e cerca de um microlitro do sobrenadante € pipetado para cada
ponto de amostra de uma placa de suporte para amostra MALDI. Apés a
secagem, cerca de um microlitro de uma solugdo de substancia matriz, pre-
ferencialmente HCCA ou DHB dissolvido em agua e acetonitrila com uma
pequena quantidade de acido trifluoroetanoico, € adicionado a cada uma das
preparagoes de amostra. Todos esses procedimentos devem ser realizados
simultaneamente para varios tubos de centrifuga que foram preenchidos
com amostras de sangue. Ap6s a secagem, as preparacées de amostras da
placa de suporte para amostra estéo prontas para a obtencéo de espectros
de massa. Se houver mais amostras de sangue para serem analisadas, sera
possivel trabalhar com elas simultaneamente, depositando as preparagoes
de amostra em outros pontos de amostra da mesma placa de suporte para
amostra MALDL.

Existem diferentes tipos de placas de suporte para amostra
MALDI disponiveis comercialmente, com 48, 96 e 384 pontos de amostra.
Existem, por exemplo, placas de suporte para amostra que contém locais
para fixacao hidrofilica de cerca de dois milimetros de didmetro em um am-
biente hidrofobico. A solugao transferida forma entdo uma gota hemisférica
de dois milimetros de diametro sobre o local de fixag&o. Outras placas de
suporte para amostras comercializadas contém camadas pré-fabricadas de
substancia matriz (HCCA) sobre os pontos de amostra. As placas de suporte
para amostra de uso Unico contém anéis visiveis gravados a laser com dois

milimetros de didmetro, que detém o espalhamento de gotas. Todas essas
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placas de suporte para amostra podem ser utilizadas de forma adequada
para a parte de medicio em espectrometria de massa dos métodos confor-
me a invengao.

O método simples de preparacéo para amostras para medigéo
pode ser modificado em uma ampla variedade de maneiras. Uma opgéao &
utilizar as placas de suporte para amostra que ja possuem uma fina camada
da substancia matriz, HCCA, por exemplo. O sobrenadante de acido formico
e acetonitrila € entdo pipetado diretamente sobre essa camada fina. A ca-
mada fina possui a propriedade de adsorver imediatamente todas as protei-
nas da superficie dos cristais da matriz, de modo que, apos cerca de um mi-
nuto, o liquido remanescente podera ser removido, por exemplo, por pipeta-
gem ou simplesmente com um papel absorvente. Isso também remove as
impurezas, como sais ou tensoativos residuais. A posterior adigdo opcional
de uma gota de acetonitrila podera inserir as proteinas nos pequenos cristais
da camada fina, aumentando assim a sensibilidade.

Em vez da sedimentagé@o dos micrébios por centrifugacao, eles
também poderao ser depositados e lavados por microfiliragdo. Uma vez que
a adigdo de tensoativos faz com que as membranas celulares das particulas
sanguineas e sua estrutura interna praticamente dissolvam por completo, um
isolamento puro dos micrébios também pode ser obtido por microfiltragao.

Esses processos para separar os micrébios do sangue e para
preparar as amostras para medigao levam apenas cerca de 10 a 15 minutos
no total. A placa de suporte para amostra com as preparagées de amostra é
entdo introduzida da forma usual através de um blogqueic de vacuo na fonte
de ions de um espectrémetro de massa disponifvel comercialmente. O es-
pectrometro de massa esta operacional apés cerca de cinco minutos. Em um
espectrometro de massa cujo laser UV pulsante opera a 200 hertz, leva a-
penas alguns segundos para a obtencao de um ndmero suficiente de espec-
tros individuais a partir de uma amostra para medic&o, a fim de obter um es-
pectro somado muito Gtil. A aquisicao dos espectros de massa pode, portan-
to, ser concluida apds um minuto. (Hoje em dia, espectrometros de massa

de MALDI-TOF estao comerciaimente disponiveis com lasers de 2 quilo-




10

15

20

25

30

19/25

hertz).

Também estdo comercialmente disponiveis programas de com-
putador para a posterior identificacéo dos micrébios por meio de seus espec-
tros de massa, por exemplo, o "Biotyper" (Bruker Daltonik, Bremen, Alema-
nha). O tempo necessario para a identificacao dos micrébios a partir de bons
espectros de massa depende do desempenho do computador, do tamanho
da biblioteca com espectros de referéncia e do algoritmo para a analise de
similaridade. Com computadores contidos em espectrometros de massa dis-
poniveis comercialmente, a identificacdo dos espectros de massa das amos-
tras, incluindo amostras de confirmacdo, demora apenas de segundos até
alguns minutos, no maximo; a identificagéo dos micrébios fica, portanto, dis-
ponivel em forma digital ou impressa meia hora apés o fim de um cultivo
com é&xito dos microbios em sangue.

Todos esses métodos simples para a obtengéo de depdsitos pu-
ros de micrébios e posterior identificacdo por espectrometria de massa fun-
cionam com completo éxito com sangue de pacientes normais, sendo forne-
cidos pela primeira vez a um hospital. A taxa de sucesso de identificagéo
dessa mais simples modalidade da invengdo corresponde a mais de 95 por
cento.

Existem, no entanto, hospitais muito especializados de ultimo re-
curso, onde pacientes com doengas crénicas e muito pouco conhecidas fi-
nalmente passam por investigacdes aprofundadas e tratamento especial.
Nesses tipos de hospital com pacientes com doengas raras e dificeis, até 40
por cento das amostras de sangue, apés tratadas com uma solugéo de SDS,
formam grandes coagulos mucosos flutuantes e invisiveis no liquido verme-
lho escuro. Esses plugs mucosos carregam uma porcentagem desconhecida
dos microbios. Uma pessoa qualificada pode pipetar um pouco de fluido dos
arredores dos plugs para tratamento posterior, mas esse método ¢ dificil e
reduz o limite de detecgéo por fatores desconhecidos. Uma pesquisa sugere
que esses coagulos mucosos consistem principalmente de DNA de quanti-
dades muito altas de leucdcitos, possivelmente misturados com proteinas

coaguladas do sangue. Os pacientes geralmente apresentam niveis muito
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altos de leucocitos no sangue.

Existem varias solugdes para esse problema. Como uma primei-
ra e muito simples solugdo, o sangue pode ser diluido por um fator entre dois
e dez, preferencialmente cerca de cinco, em agua destilada, antes que a
solugdo de SDS seja adicionada. A diluigdo por um fator de cinco aumenta a
taxa de sucesso para mais de 90 por cento, mas também diminui a sensibili-
dade do método por um fator de cinco se os mesmos tubos de centrifugacao
de 1 mL forem utilizados. Em casos criticos, o prolongamento corresponden-
te do tempo de cultivo, necessario para produzir mais microbios, podera ficar
intoleravel.

Como uma segunda solugdo para o problema de coagulagao,
pode ser usado um método de centrifugagdo da amostra de sangue antes da
adicao da solugdo de SDS. A taxa de sucesso € melhorada provaveimente
pela remocéo de todas as proteinas de coagulagdo do sangue antes da adi-
céo da solucio de SDS. Nessa grandemente preferida modalidade da inven-
¢ao, que pode ser introduzida como um procedimento padrdo em hospitais
especiais, o sangue inicialmente contido nos tubos de centrifuga € centrifu-
gado primeiramente sem a adi¢io da solugéo de tensoativo. O plasma san-
guineo puro sobrenadante com suas centenas de proteinas, com nutrientes
e anticoagulantes adicionados, € entdo removido e apenas o depgésito ver-
metho escuro é recolhido com uma solucédo de tensoativo, uma solugao de 1
por cento de SDS, por exemplo, preenchendo o tubo até um mililitro no total.
O deposito vermetho escuro, que contém n&do apenas os microbios, mas
normalmente também os 5 milhdes de eritrocitos, 7 mil leucocitos € 200 mil
trombécitos provenientes de um mililitro de sangue, é misturado, em um agi-
tador, com a solugdo de tensoativo adicionada, destruindo assim as mem-
branas celulares dos corplsculos sanguineos e liberando as proteinas soll-
veis. A solucdo vermelho-escura é entdo novamente centrifugada, permane-
cendo, dessa vez, vermetho-escuro o sobrenadante e o deposito, se visivel,
aparecendo puramente branco. O processc de remogao do sobrenadante,
preencher com solugéo de tensoativo e centrifugar, pode entao ser repetido

para remover até os ultimos residuos de particulas sanguineas. O processo
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pode ser repetido com agua destilada pura para remover o tensoativo, pois
ele interferiria na ionizacdo por dessorgéo a laser assistida por matriz (MAL-
DI). Depois da Gltima remogao do sobrenadante, o depésito, visivel ou n&o, é
desintegrado conforme descrito acima e as proteinas solliveis s&o transferi-
das para a placa de suporte para amostra.

Como uma terceira solugao para o problema de coagulagdo do
sangue, a solugdo de SDS pode ser preparada com anticoagulantes especi-
ais para inibir a formagao dos plugs mucosos. A solugéo para esse problema
pode ser combinada com a solugdo para o segundo problema.

Como uma gquarta solugdo, os plugs mucosos podem ser dissol-
vidos pela adigdo de uma ou mais nucleases.

Se o deposito estiver visivel apos a etapa final de lavagem, uma
diferente modalidade da invencao podera ser aplicada, a qual consiste na
transferéncia, com o uso de uma haste flexivel, de uma pequena quantidade
dos microbios entao isolados para a placa de suporte para amostra, onde
eles poderao ser preparados conforme usual. Os espectros de massa dessa
técnica de esfregago convencional sdo, em grande parte, semelhantes aos
espectros de massa da técnica de desintegragdo, com uso de acido no tubo
de centrifuga. Se as diferengas forem evidentes, os espectros de massa de
ambos os tipos de preparacdo de amostra poderdo ser introduzidos como
espectros de referéncia na biblioteca.

A invencao fornece um método para a identificagéo confiavel de
patdgenos microbianos do sangue, sendo significativamente mais simples e
mais rapido do que métodos microbiolégicos anteriores, que sao quase
sempre realizados através do cultivo dos microbios em géis em placas de
Petri. A inveng&o proporciona micrébios purificados diretamente do sangue
ap6s um procedimento de cultivo, onde eles estdo presentes em pureza es-
pecifica suficiente, o que ndo é o caso de microbios que ocorrem no interior
ou sobre outros locais do corpo humano. Em contraste com metodos analiti-
cos em PCR, a identificacdo pode ser realizada sem qualquer conhecimento
prévio e leva diretamente a uma identificacdo em nivel de espécie ou subes-

pécie do micrébio. Nenhum outro método de identificagao € tao rapido e con-
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fiavel.

A invencdo & baseada, em especial, na destruicao rapida e
completa dos diferentes tipos de corpusculos sanguineos, de forma que os
microbios sfo obtidos numa forma muito pura e as proteinas endogenas
sanguineas provenientes das particulas sanguineas nao interferem na identi-
ficagao. A estrutura das células dos microbios nao € destruida no processo,
em contraste com as particulas sanguineas. A delicada membrana celular
das particulas sanguineas é composta predominantemente de fosfolipidios,
que formam uma membrana por meio de ligagcbes nao covalentes. O efeito
dos tensoativos, particularmente do SDS, em proteinas e lipidios € baseado
principalmente na quebra de todas as ligagdes nao covalentes e, portanto,
destréi a estrutura quaternaria e terciaria da membrana celular @ das molé-
culas estruturais da célula. Assim, as membranas celulares e todas as estru-
turas celulares internas dissolvem-se completamente, atuando os tensoati-
vos como solubilizantes. Os fosfolipidios das membranas celulares sao anfi-
paticos, ou seja, possuem caracteristicas tensoativas e podem receber dis-
solugdo nanocoloidal por outros tensoativos, formando micelas. As estrutu-
ras internas das particulas sanguineas, incluindo a membrana do ndcleo ce-
lular e os cromossomos dos leucocitos, também sao destruidas pelo SDS e
amplamente dissolvidas. Todos esses componentes dissolvidos sao removi-
dos com o sobrenadante ap6s a centrifugacao ou por microfiltracao.

Por outro lado, as paredes celulares de bactérias sao muito es-
taveis; elas consistem principalmente de mureinas (peptidoglicanos) com
ligacbes covalentes cruzadas e, portanto, polimerizadas. Para bactérias
gram-positivas, ha ligagdes cruzadas adicionais com &cidos teicoicos, que
também sdo polimerizados. Essas malhas ligadas covalentemente suportam
o efeito dissolvente dos tensoativos pelo menos pelo curto periodo de varios
minutos. Para a subsequente identificacio em especirometria de massa, &
irrelevante se os micrébios morrem ou nao nesse metodo, desde que as pro-
teinas do interior ndo sejam liberadas ou alteradas em sua estrutura prima-
ria. No entanto, para muitos microbios, esse método de curto prazo, de a-

cordo com a invengédo, ainda deixa microbios suficientes vivos e capazes de
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se reproduzir para um cuitivo posterior.

O método é surpreendentemente simples. A identificacac dos
micrébios isolados assim obtidos segue os métodos convencionais, que, no
entanto, normalmente séo baseados no isclamento de um tipo de micrébio,
cultivando-se uma coibnia separada em um meio de cultivo. Neste ponto, o
isolamento existe automaticamente porque, para infecgdes agudas, apenas
uma ou no maximo duas espécies de micrébios sao identificadas como pa-
togenos. Isso significa que a separagao desses micrébios a partir de sangue
infectado fornece quantidades de micrébios que representam culturas de
microbios suficientemente puras (isoladas). Mesmo quando duas espécies
de microbios est&o presentes, o método ainda funciona de forma satisfatoria.

Para simplificar o0 método de identificacdo de micrébios do san-
gue, kits de analise com misturas de tensoativos e antiespumantes prontas
para o uso podem ser produzidas e disponibilizadas comercialmente. As
misturas podem conter adicionalmente anticoagulantes e nucleases; porgoes
estéreis dessas misturas podem ser inseridas em vasos de centrifugacao a
vacuo, faceis de serem preenchidos com amosiras de sangue. O kit de ana-
lise pode ainda compreender solugdes purificadas para a extracao de protei-
nas a partir de microbios depositados e solugbes matrizes para a preparagao
de amostra sobre placas de suporte para amostra de espectrometria de
massa. Mesmo placas unidirecionais de suporte para amostra de espectro-
metria de massa podem estar compreendidas nesse kit de analise.

Se o método de separagao e isolamento dos microbios for reali-
zado com mais tubos de centrifuga do que o necessario para a identificacao,
com uma duzia de tubos de cenfrifuga, por exemplo, alguns dos depdsitos
de microbios isolados também poderao ser utilizados para outros fins de di-
agnostico — para determinar a resisténcia dos microbios, por exemplo, utili-
zando os métodos funcionais convencionais de cultivo experimental na pre-
sen¢a de antibidticos.

O meétodo de separacao de acumulos de microbios a partir de
células endégenas pode ndo apenas ser aplicado a sangue, mas também a

abscessos ou outros focos de inflamacéo, uma vez que eles também contém
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células endogenas. Um exemplo disso € um foco supurativo, ou seja, um
acumulo de alguns microbios vivos e alguns parcialmente digeridos em uma
mistura com certos tipos de leucocitos que os combatem. Nesse caso tam-
bém, as células enddégenas podem ser dissolvidas por solugdes tensoativas.
Um outro exemplo é o muco nasal de inflamacgao, o qual é obtido com um
esfregaco da mucosa nasal e onde a identificagao dos microbios & de gran-
de interesse. Esses tipos de amostra podem tambem ser obtidos a partir de
outras membranas mucosas.

No método descrito acima, os espectros de massa dos micrébios
foram obtidos em espectrédmetros de massa com ionizag&o por dessorgao a
laser assistida por matriz (MALDI). Essa é a maneira usual, mas ndo neces-
sariamente a Gnica. As solugbes de proteinas soluveis provenientes de mi-
crobios também podem ser ionizadas por eletrospray, por exemplo. Esse
tipo de ionizacéo gera fortes sobreposicoes de ions multiplamente carrega-
dos no intervalo de massa de cerca de 600 a 1600 daitons, o que necessari-
amente requer um espectrémetro de massa com alta resolucao. Espectrd-
metros de massa de tempo de voo com injecéao ortogonal dos ions (OTOF-
MS) podem ser utilizados como espectrémetros de massa, assim como es-
pectrébmetros de massa por ressonancia ciclotrénica de ions (ICR-MS) ou
outros espectrometros de massa de alta resolugéo.

Os diferentes niveis de carga dos ions formados por ionizagdo
por eletrospray podem ser combinados matematicamente para a obtengao
de um espectro de micrébio. No entanto, também & possivel realizar uma
reducao fisica de carga. Isso envolve a reuniao de ions de proteinas carre-
gados positivamente e ions adequados carregados negativamente em um
reator para ionizacao localizado entre a-fonte de ions do eletrospray e o ana-
lisador, resultando em uma desprotonacgéo dos ions de proteinas. Esses séo
introduzidos no espectrobmetro de massa, o qual devera, poréem, ser capaz
de lidar com um grande intervalo de massas.

Outros métodos de ionizagao sdo também conhecidos e podem
ser usados aqui. Um método vantajoso € a ionizagao quimica a pressao at-

mosférica (APCI), por exemplo. As moléculas sao introduzidas para a ioniza-
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¢ao quimica através de atomizagao de um liquido e vaporizacdo das gotas
ou por dessorgéo a laser fraca e n&o ionizante ("ablagao a laser"). A ioniza-
¢do quimica fornece praticamente apenas ions carregados com uma unida-
de e é, portanto, muito favoravel, mas também exige um espectrémetro de
massa com infervalo de massa suficientemente extenso.

Pelo conhecimento da invencao, os métodos aqui descritos po-
dem ser modificados por técnicos no assunto em uma grande variedade de
maneiras. Algumas dessas modificagdes ja foram descritas acima; existem
também outros métodos que podem gerar os desejados espectros de massa
informativos dos micrébios para sua identificagéo na base fundamental da
separacao direta dos micrébios a partir do sangue, abcessos ou outro tecido

inflamado.
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REIVINDICAGOES

1. Método para a identificagdo por espectrometria de massa de
micrébios que compreendem bactérias e leveduras no sangue, em que 0s
micrébios sdo depositados por centrifugacao ou por filtracdo, apds o qual um
espectro de massa € obtido a partir dos micrébios e tais micrébios sao identi-
ficados pelo espectro de massa, caracterizado pela dissolu¢do de particulas
sanguineas de uma amostra de sangue proveniente de uma cultura de san-
gue, adicionando-se um tensoativo antes da deposi¢do dos microbios.

2. Método de acordo com a reivindicacéo 1, caracterizado pelo
fato de que quantidades suficientes de micrébios do sangue sdo produzidas
por cultivo.

3. Método de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, caracterizado
pelo fato de que os micrébios depositados por centrifugacédo sdo lavados e
novamente centrifugados.

4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a
3, caracterizado pelo fato de que o dodecil sulfato de sodio (SDS) é usado
como tensoativo.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a
4, caracterizado pelo fato de que o tensoativo € adicionado como solugéo.

6. Método de acordo com a reivindicacéo 5, caracterizado pelo
fato de que a solugdo tensoativa contém um antiespumante.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a
6, caracterizado pelo fato de que um anticoagulante € adicionado a amostra
de sangue.

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
7, caracterizado pelo fato de que uma ou mais nucleases s&o adicionadas a
amostra de sangue.

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a
8, caracterizado pelo fato de que 0 sangue para a amostra de sangue € dilu-
ido com agua destilada por um fator de diluicdo entre 1:2 e 1:10.

10. Método de acordo com a reivindicacao 9, caracterizado pelo

fato de que o sangue para a amostra de sangue ¢é diluido com agua destila-
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da por um fator de diluicdo de 1:5.

11. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
10, caracterizado pelo fato de que a amostra de sangue é centrifugada e o
sobrenadante é removido antes que a solucio tensoativa seja adicionada.

12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
11, caracterizado pelo fato de que os micrébios depositados sdo desintegra-
dos por sonicacio ou tratamento mecanico.

13. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
11, caracterizado pelo fato de que os micrébios depositados sdo desintegra-
dos por solugdo contendo acido férmico ou acido trifluoroetanoico e acetoni-
trila.

14. Método de acordo com a reivindicacdo 12 ou 13, caracteri-
zado pelo fato de que a preparagédo de amostras de medicdo em uma placa
de suporte para amostra de espectrometria de massa € realizada utilizando-
se uma substancia matriz para dessorc¢ao/ionizacéo a laser assistida por ma-
triz, em cujos cristais as proteinas soluveis dos micrébios desintegrados sao
incorporadas.

15. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
13, caracterizado pelo fato de que a preparacado de amostras de medicao
consiste na transferéncia de alguns micrébios do depdsito para um suporte
para amostra de espectrometria de massa, onde uma solugdo com uma
substancia matriz para dessorcao/ionizacdo a laser assistida por matriz €
adicionada.

16. Método de acordo com a reivindicacdo 14 ou 15, caracteri-
zado pelo fato de que a medi¢do por espectrometria de massa € realizada
em um espectrémetro de massa de tempo de voo com ionizagc&o por dessor-
¢ao a laser assistida por matriz (MALDI).

17. Método de acordo com a reivindicag@o 5 ou 6, caracterizado
pelo fato de que a solucdo é constituida de 5 a 20% de dodecil sulfato de

sodio (SDS) aquoso.
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Reprodug¢do de ~10° micrdbios/mL em sangue por cultivo

900 uL de sangue cultivado em tubo de centrifugagdo de 1 mL

Mistura com 100 pl de solugdo de SDS a 10% em agitador

2 min. de centrifugacdo a 10.000 g e descarte do sobrenadante

Lavar depdsito com 1 mL de dgua em agitador

2 min. de centrifugacdo a 10.000 g e descarte do sobrenadante

Extracdo de proteinas soliveis com 3 plL de acido e 3 ul de acetonitrila

1,5 uL do sobrenadante para placa de suporte para amostra de
espectrometria de massa

Secagem com adi¢do de 1 pL de solugdo da substdncia matriz

Obtencado de espectrometria de massa em um MALDI-TOF-MS

Identificacdo de espécies microbianas por espectrometria de massa

FIG. 1
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Reproducio de ~10% micrébios/mL em sangue por cultivo

200 pL de sangue e 800 plL de agua

em tubo de centrifugagdo de 1 mL

Mistura com 100 pl de solu¢do de SDS a 5% em agitador

2 min. de centrifuga¢do a 10.00

0 g e descarte do sobrenadante

Lavar depésito com 1 mL de dgua em agitador

2 min. de centrifuga¢do a 10.00

0 g e descarte do sobrenadante

Extracdo de proteinas sollveis com

3 UL de acido e 3 ul de acetonitrila

1,5 pL do sobrenadante para placa de suporte para amostra de
espectrometria de massa

Secagem com adicdo de 1 plL d

e solucdo da substédncia matriz

Obtenc3do de espectrometria de massa em um MALDI-TOF-MS

Identificacdo de espécies microbianas por espectrometria de massa

FIG.

2




3/3

Reproducdo de ~10° micrébios/mL em sangue por cultivo

1 mL de sangue cultivado em tubo de centrifugacdo de 1 mL

2 min. de centrifugac¢do a 10.000 g e descarte do sobrenadante

Adicdo de 50 plL de solugdo com anticoagulante

Mistura com até 1 mL de solugdo de SDS a 2% em agitador

2 min. de centrifugacdo a 10.000 g e descarte do sobrenadante

|

Lavar depdsito com 1 mlL de dgua em agitador

2 min. de centrifuga¢do a 10.000 g e descarte do sobrenadante

Extracdo de proteinas sollveis com 3 pL de acido e 3 pL de acetonitrila

2 min. de centrifugacdo a 10.000 g para depositar fragmentos de parede

1,5 pL do sobrenadante para placa de suporte para amostra de
espectrometria de massa

Secagem com adigdo de 1 plL de solugao da substancia matriz

Obtencdo de espectrometria de massa em um MALDI-TOF-MS

Identificacdo de espécies microbianas por espectrometria de massa

FIG. 3




