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RESUMO

As infecgoes fungicas causadas por dermatédfitos como Microsporum canis tém
aumentado como um desafio a saude publica devido a resisténcia a tratamentos
convencionais e as dificuldades no diagnéstico. A identificagdo rapida e precisa
desses agentes € fundamental para garantir terapias adequadas e reduzir
complicagdes clinicas. A espectrometria de massas por MALDI-TOF MS apresenta-
se como alternativa promissora aos métodos tradicionais, oferecendo resultados
mais rapidos e especificos, embora sua eficacia dependa da qualidade da extragao
de proteinas, especialmente em fungos com parede celular espessa. Nesse estudo,
foram comparadas diferentes condigcdes de lise (com pérolas grandes, menores e
sem pérolas) para a extracdo de proteinas ribossomais de cepas de M. canis, além
da quantificacdo pelo método de Bradford, definindo a concentragdo minima
necessaria para assegurar espectros de alta qualidade e identificacdo confiavel. Em
geral, o uso de pérolas menores resultou em maior nimero de pocos identificados
com 99,9% de confianga, embora o desempenho varie entre cepas, estabelecendo
0,5 mg/mL como ponto de corte minimo para identificagao reprodutivel pelo MALDI-
TOF MS.

INTRODUGCAO

As infecgdes fungicas por dermatéfitos, como Microsporum canis, continuam sendo
um desafio clinico devido a variabilidade fenotipica e a dificuldade no diagndstico
rapido e preciso. Os métodos tradicionais, baseados em morfologia e cultura, sdo
demorados e sujeitos a falhas (BADER, 2013). Nesse contexto, a espectrometria de
massas por ionizagao e dessorcao a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS) tem
se destacado como alternativa eficiente, oferecendo identificacao rapida, acurada e
com menor custo (DE CAROLIS et al., 2014). A técnica baseia-se na andlise de
proteinas ribossomais como marcadores bio-taxonémicos, comparando os espectros
obtidos com bibliotecas de referéncia. Estudos recentes demonstram que ajustes no
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protocolo de extracao, incluindo o uso de pérolas de vidro e bibliotecas expandidas,
podem elevar as taxas de identificagdo confidvel de dermatofitos para patamares
superiores a 90% (DA CUNHA et al., 2018; TSAI et al., 2025).

MATERIAIS E METODOS
Identificacdo por meio da metodologia MALDI-TOF MS

Foram utilizados fungos dermatéfitos isolados de pacientes atendidos no Setor de
Micologia Médica do LEPAC/ UEM, armazenados na Micoteca do Laboratério de
Micologia Médica. Para realizacao dos testes de identificacdo dos isolados fungicos,
extraiu-se proteinas ribossomais de colénias fungicas com raio > 4 cm, cultivadas
em PDA (4gar batata), pelo método de extracao utilizando beads (pérolas de vidro).
A técnica transcorreu da seguinte maneira: adicionou-se 300uL de agua esterilizada
em Eppendorfs identificados. Em seguida, utilizou-se um swab, previamente
umedecido em um tubo Falcon, contendo agua esterilizada, para coleta da amostra.
Depois, adicionou-se 900uL de &lcool etilico e centrifugou-se a 10.000 rpm por 3
minutos. ApOs descartar o sobrenadante, adicionou-se 50uL de acido formico 70%,
além de duas pérolas de vidro grandes ou pérolas de tamanhos menores (de acordo
com o grupo experimental), seguido de 60 segundos de agitacdo em vortex. Logo
depois, adicionou-se 50uL de acetonitrila ao eppendorf, sendo novamente agitado
por 60 segundos. Apés centrifugacéo adicional a 3400 rpm por 3 minutos, pipetou-se
1uL da amostra em pocos do slide e deixou-se secar a temperatura ambiente.

Logo ap0ds o processo de extracdo, adicionou-se 1 yL de solugdo matriz 4cido alfa-
ciano-4-hidroxicinamico (HCCA) (bioMérieux), aguardando a secagem em
temperatura ambiente. Em seguida, registrou-se o slide na Base de Dados VITEK
MS e enviou-se em embalagem para processamento no espectrdbmetro de massas
(MALDI-TOF MS) presente no Laboratério Central de Saude Publica (LACEN) em
Sao José dos Pinhais-PR. Por fim, avaliou-se os resultados por meio do software
Mylla®, no laboratério de micologia médica no LEPAC-UEM.

Dosagem da proteina extraida

A quantificagdo das proteinas extraidas dos dermatofitos foi realizada pelo método
de Bradford, com o objetivo de determinar a concentracdo minima necessaria para
identificagdo no MALDI-TOF MS. O ensaio baseia-se na interagdo do corante
Brilliant Blue G com as proteinas, promovendo alteracdo na absorbancia entre 465 e
595 nm, proporcional a concentragdo presente. Para a curva padrao utilizou-se
albumina sérica bovina (BSA) em diferentes diluicées (0,1-0,9 mg/mL), e as leituras
foram feitas em espectrofotébmetro a 595 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Para avaliacdo da eficacia da extragdo proteica em Microsporum canis, foram

realizados testes de identificacao pelo MALDI-TOF MS em quatro pocos por cepa,
utilizando trés condi¢cdes experimentais: sem pérolas, com pérolas grandes e com
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pérolas menores. Em grande parte das cepas analisadas, observou-se melhor
desempenho com o uso de pérolas menores, como nas amostras 7646, 3561, 1399,
5662 e 74, que apresentaram maior numero de pogos detectados com 99,9% de
confiabilidade. Em contrapartida, algumas cepas apresentaram resultados mais
consistentes sem o uso de pérolas, como 71, 92 e 1424. Apenas em uma cepa (62),
a condicao com pérolas grandes mostrou melhor performance. Para a cepa 12808,
nao houve diferenca significativa entre os protocolos, sendo obtida deteccdo maxima
em todos os quatro pogos testados. Dessa forma, os resultados indicam que o uso
de pérolas menores tende a favorecer a deteccao proteica pelo MALDI-TOF MS,
embora haja variacdo no desempenho de acordo com a cepa analisada (Tabela 1).

Tabela 1 Resultados obtidos na identificagcdo de fungo dermatéfito Microsporum
canis por MALDI-TOF MS pela utilizagdo do protocolo sem pérolas de vidro, com
pérolas grandes e pérolas menores.

CEPAS SEM PEROLAS PEROLAS GRANDES PEROLAS MENORES RESULTADO

7646 3 pocos (99.9%)

0 pogos (99.9%)

4 pocos (99.9%)

melhor detecgao pérolas menores

3561

2 pocos (99.9%)

2 pocos (99.9%)

4 pocos (99.9%)

melhor detecgao pérolas menores

12808

4 pocos (99.9%)

4 pocos (99.9%)

4 pocos (99.9%)

sem efeito significativo

1399

3 pocos (99.9%)

3 pocos (99.9%)

4 pocos (99.9%)

melhor detecgao pérolas menores

5662

3 pogos (99.9%)

0 pogos (99.9%)

4 pogos (99.9%)

melhor detecgao pérolas menores

71

4 pogos (99.9%)

4 pogos (99.9%)

2 pogos (99.9%)

melhor detecgdo sem pérolas

92

3 pogos (99.9%)

1 pogo (99.9%)

1 pogo (99.9%)

melhor detecgdo sem pérolas

74

3 pogos (99.9%)

1 pogos (99.9%)

4 pogos (99.9%)

melhor detecgao pérolas menores

1424

4 pogos (99.9%)

2 pogos (99.9%)

1 pogo (99.9%)

melhor detecgdo sem pérolas

62

2 pocos (99.9%)

3 pocos (99.9%)

0 pocos (99.9%)

melhor detecgdo pérolas grandes

A quantificagdo de proteinas pelo método de Bradford revelou concentracdes
variando de menos de 0,3 mg/mL até acima de 0,9 mg/mL nos isolados de

Microsporum canis. Valores elevados resultaram em espectros de boa qualidade e
identificagbes consistentes pelo MALDI-TOF MS, enquanto concentragdes inferiores
a 0,3 mg/mL estiveram associadas a falhas. O uso de pérolas grandes reduziu a
concentracdo detectada, ao passo que pérolas menores proporcionaram valores
mais estaveis (0,6-1,0 mg/mL) e identificagdes confiaveis. Assim, definiu-se 0,5
mg/mL como ponto de corte minimo para garantir espectros de qualidade e

confianga = 99,9% (Figura 1).
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Figura 1 - Quantificagdo de proteinas pelo método de Bradford. Protocolos de extragao.

CONCLUSOES

O uso de pérolas menores favoreceu a extracdo de proteinas e a identificacao de
Microsporum canis pelo MALDI-TOF MS. A quantificagao por Bradford definiu 0,5
mg/mL como concentracao minima necessaria para espectros de qualidade e
identificacao confiavel.
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