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Resumo

O género Aspergillus compreende varias espécies oportunistas sendo um dos
patdgenos fungicos com destaque mundial, perdendo apenas para Candida nas
infeccbes fungicas. Causando um amplo espectro de infecgdes, variando de
aspergilose alérgica a invasiva. A identificacdo de Aspergillus spp. pela cultura € um
processo laborioso e novas técnicas sdo necessarias. Nesse contexto, o objetivo
deste trabalho é avaliar o potencial da espectrometria de massa com tempo de voo
de ionizacdo por dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS) na
identificacdo de Aspergillus spp. na rotina clinica. Podemos verificar que a
identificacdo macro e micromorfolégica dos trés isolados clinicos permitiu identificar
as espécies dos isolados e o MALDI-TOF MS confirmou estas informagdes. Apesar
de serem escassos registros de atualizagdes do banco de dados para espécies de
Aspergillus no software do MALDI-TOF, podendo acarretar em uma limitacédo para a
identificacdo de espécies cripticas anteriormente desconhecidas. O MALDI-TOF se
provou uma importante técnica de identificacdo, possibilitando quando
correlacionada com a rotina a identificacdo do isolado mais rapido e precisa,
viabilizando um tratamento eficaz e assertivo do paciente.
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Introducgao

Aspergillus spp. sao fungos filamentosos, onipresentes no meio ambiente, capazes
de causar infecgbes principalmente no trato respiratério humano, podendo evoluir
para aspergilose invasiva (Al) (Yusuf et al., 2021). A aspergilose estad associada
frequentemente com Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger e
Aspergillus terreus (Masih et al., 2016). Pacientes internados por longos periodos
relacionados com Al e o progressivo aumento da resisténcia aos antifungicos,
sobretudo aos compostos azolicos sao alarmantes (Franconi et al., 2024).
Recentemente a alta taxa de mortalidade somada ao aumento da resisténcia
acarretou na entrada do Aspergillus fumigatus na lista de patdgenos fungicos
prioritarios da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (Coordination et al., 2022). A
identificacdo de Aspergillus spp. pela cultura € um processo laborioso e novas
técnicas sdo necessarias para acelerar este processo (Sanguinetti & Posteraro,
2014). Nesse contexto, o objetivo deste trabalho é avaliar o potencial da
espectrometria de massa com tempo de voo de ionizagdo por dessorgao a laser
assistida por matriz (MALDI-TOF MS) na identificagdo de Aspergillus spp. na rotina
clinica.
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Materiais e métodos

Foram estudados trés isolados clinicos do género Aspergillus provenientes de
secrecao de ouvido, aspirado de ouvido e canula metalica interna, respectivamente.
Antes dos ensaios experimentais, os isolados foram reativados em agar Sabouraud
Dextrose (SDA), para confirmar a pureza das colonias. Os isolados foram
identificados de acordo com a macromorfologia (tipo de borda, crescimento radial,
cor e textura da colbénia) e micromorfologia (caracteristicas das hifas, conidiéforo e
conidios) (de Hoog et al., 2021). A identificagcdo por MALDI-TOF MS, foi realizada a
partir do crescimento dos isolados em SDA e agar batata, incubados por 5 dias a 35
°C. Uma pequena porc¢ao das hifas foram suspensas em 300 pyL de agua e 900 uL
de etanol. Apds a centrifugagédo por 3 minutos a 10.000 rpm, foi desprezado o
sobrenadante e adicionado 50 pyL de acido formico 70% e 50 pyL de acetonitrila.
Depois de centrifugar novamente foi pipetado 1 yL do sobrenadante sobre a lamina
acrilica em quatros pogos e apés secar 1 uL de matriz foi adicionado. A lamina foi
processada usando o espectrdmetro de massa (Vitek® MS, BioMérieux, France) e a
interpretacéo dos dados foi realizada com o software Myla (Zvezdanova et al., 2022;
Malacrida et al., 2023).

Resultados e discussao

Os dois isolados de A. fumigatus desenvolveram col6nias verdes com bordas
nitidas, aspecto pulverulento e reverso creme. Ja o isolado de A. niger apresentou
em um primeiro momento um micélio aéreo branco e algodonoso, porém com o
amadurecimento da colbnia os conidios ficaram pretos com aspecto granuloso,
sendo o reverso da coldnia castanho escuro. Além disso, os ftrés isolados
apresentaram caracteristicas micromorfolégicas de conidiéforo, vesicula e conidios
condizentes com as espécies identificadas. Por ultimo, todas as cepas foram
confirmadas por MALDI-TOF MS com similaridade de 99,9%.

Tabela 1 - Identificagcdo dos isolados clinicos de Aspergillus spp.

Isolado | Amostra Identificacao clinica | Identificacao MALDI-TOF
272 Secregao de ouvido Aspergillus niger Aspergillus niger complex
2AF114 | Aspirado de ouvido Aspergillus fumigatus | Aspergillus fumigatus
P04CIF1 | Canula metalica interna | Aspergillus fumigatus | Aspergillus fumigatus

Conforme a Tabela 1, podemos verificar que a identificagdo macro e
micromorfoldgica permitiu identificar as espécies dos isolados e o0 MALDI-TOF MS
confirmou estas informagdes. Apesar de Masih et al. (2016) ressaltar a importancia
do sequenciamento genético para identificagdo de espécies criticas, o MALDI-TOF
MS tornou-se o meio confiavel de identificagao fungica, devido a sua alta precisdo. A
associacdo de um técnico experiente, protocolos bem executados e o MALDI-TOF
permitiram que o laboratério de rotina identificasse com eficiéncia e rapidez varias
espécies de Aspergillus. No entanto, Franconi et al. (2024) aponta que existem
poucos registros de atualizagdes do banco de dados para espécies de Asperqgillus
nos software e isso pode ser um limitante para a identificacido de espécies criticas
anteriormente desconhecidas.

Conclusoes

Os resultados apresentados pelo MALDI-TOF comprovam a eficacia e seguranga
dessa técnica. Apesar do equipamento ser caro, quando utilizado em rede o custo é
baixo e facil de ser executado. Viabilizando o uso em associagcdo com as técnicas
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classicas da rotina de um laboratério clinico. Além disso, levando em conta a
epidemiologia de cada regidao, o numero de cepas da espécie Aspergillus deve ser
ampliada nos bancos de dados do MALDI-TOF MS para potencializar a identificacao
de cepas pertencentes a complexos provenientes deste género fungico, a fim de
maximizar a utilizagdo do MALDI-TOF MS na clinica.
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