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RESUMO

A identificacdo de organismos pela MALDI-TOF é baseada em padrdes de proteinas
caracteristicos de um microrganismo em comparacao a biblioteca de bancos de
dados de espectros. O presente projeto teve como objetivo avaliar a performance
MALDI-TOF MS da Bruker (Biotyper) na identificacdo e diferenciacdo das espécies
dentro dos complexos de Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes.
Inicialmente, uma padronizacado do tempo de cultivo dos isolados antes do processo
de extragcdo de proteinas. Os resultados obtidos apontam que o tempo de 4 dias foi
o mais eficiente para obtencdo de escores adequados para a identificacdo. No
entanto, ao longo das andlises, observamos que a espécie T. tonsurans apresentou
o maior indice de erros na identificacdo, sendo confundido com T. rubrum ou T.
mentagrophytes. Desta forma, coletamos o espectro de diferentes isolados de modo
a identificar o padrao gerado pelas diferentes espécies de Trichophyton spp. Os
resultados observados apontam que o perfil espectral do T. tonsurans apresenta
varios picos semelhantes ao do T. mentagrophytes, representando um desafio para
o diagnostico adequado. Portanto, o preparo da amostra correto e analise correta
dos espectro gerados pode impactar significativamente na performance MALDI-TOF
MS da Bruker (Biotyper) na identificagdo e diferenciacdo das espécies de
Trichophyton sp.

INTRODUCAO

O diagnostico classico em Micologia € em sua maioria manual, e as micoses mais
graves necessitam de um diagndstico mais rapido, permitindo a interferéncia médica
0 mais precocemente possivel. Assim, o desenvolvimento de técnicas moleculares
tem proporcionado métodos mais especificos e rapidos para identificar diferentes
tipos de microrganismos com uma maior sensibilidade (Wilkendorf et al, 2020).
Recentemente, o uso da espectrometria de massas por ionizagcdo e dessorcao a
laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS) tem sido empregada para identificacao
rapida e precisa de fungos. O MALDI TOF-MS tem se apresentado como um
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substituto para métodos convencionais e dependentes de DNA para a identificacao
de fungos e bactérias. As vantagens do método sobre os métodos genéticos e
morfolégicos sdo a simplicidade e o curto tempo para o preparo e analise de
amostras (Wilkendorf et al, 2020).

A identificacdo de organismos pela MALDI-TOF é baseada em padrdes de proteinas
caracteristicos de um microrganismo em comparacao a biblioteca de bancos de
dados de espectros que alias é o ponto critico para o sucesso do sistema MALDI-
TOF MS para identificar os organismos até o nivel da espécie (Patel, 2019).
Portanto, a padronizacédo e a insercdo de novas ferramentas na rotina laboratorial
poderdo contribuir de maneira significativa com o diagnéstico e o tratamento dos
pacientes acometidos pelas micoses. Desta forma, o presente projeto teve como
objetivo avaliar a performance MALDI-TOF MS da Bruker (Biotyper) na identificacao
e diferenciacdo das espécies dentro dos complexos de Trichophyton rubrum e
Trichophyton mentagrophytes, buscando impactando diretamente na rotina
laboratorial com um diagndstico mais preciso, rapido e eficaz para os pacientes.

MATERIAIS E METODOS

Sendo assim, para a realizacdo dos experimentos, foi utilizada a técnica de
espectrometria de massa MALDI-TOF MS. Durante os experimentos, foi empregado
o método de preparo de uma placa alvo de acordo com os padrdes fornecidos pela
Bruker (Biotyper), que consiste em: em uma placa alvo (target plate) descartavel
com adaptador, adicionar 1uL de &cido férmico 70% e, com o auxilio da ponta de um
palito de madeira, absorver esse volume; raspar os filamentos fungicos com o palito,
evitando a retirada do meio de cultura; pintar o poco exercendo pressao; e por fim,
depositar 1uL de matriz previamente ressuspendida e deixar secar. Para a leitura no
aparelho, foi realizado mapeamento da placa alvo, para que nao ocorressem
confusdes de leitura. Os espectros de massa obtidos geraram dados que foram
organizados e utilizados para elaborar graficos espectrais, cuja ferramenta de
analise foi o Microsoft Excel (2024). A relacao adotada foi de massa/carga no eixo X
e suas respectivas intensidades no eixo Y, possibilitando a avaliagdo dos perfis
proteicos das espécies.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificacdo das diferentes espécies de Trichophyton, em especial T. rubrum e
Trichophyton mentagrophytes representa um desafio quanto a necessidade e
dependéncia de métodos classicos para o diagnéstico correto, que é demorada e
requer qualificacdo do analista (Marbaniang et. al., 2025). Portanto, a seguranca
quanto a identificacdo e diferenciacdo das espécies de T. rubrum e T.
mentagrophytes requer atencdo. Desta forma, o tempo de cultivo foi padronizado
para garantir o sucesso da identificagdo com valores de scores proximos a 2,0,
preconizado pela Bruker. Como é possivel observar, o tempo de 4 ou 5 dias foi
adequado para as duas espécies.
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Material Dias entre repique e ID Meio 1D Score
Raspado pele 4 dias SDA T. mentagrophytes 2.35
U. pés 4 dias SDA T. rubrum 1.92
Raspado pele 4 dias SDA T. rubrum 1.92
U. pés 4 dias SDA T. rubrum 2.01
U. pés 4 dias SDA T. rubrum 1.94
U. pés 4 dias SDA T. rubrum 1.95
Raspado pele 4 dias SDA T. rubrum 2.01
U. pés 5 dias SDA T. rubrum 2.06
Raspado pele 5 dias SDA T. mentagrophytes 1.89

Durante a rotina, n6s observamos que a identificagdo da espécie de Trichophyton
tonsurans, € bastante limitada, sendo muitas vezes erroneamente identificada como
T. rubrum ou T. mentagrophytes. Desta forma, recuperamos diferentes espectros
dessas duas espécies do sistema da Bruker para avaliar o perfil de proteinas
gerados. Como é possivel observar os picos gerados, o perfil espectral do T.
tonsurans apresenta picos semelhantes ao T. mentagrophytes, podendo ser esta a
causa dos equivocos na identificacdo desta espécie.
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Gréafico espectral do perfil de proteinas de T. tonsurans.
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Gréfico espectral do perfil de proteinas de T. rubrum.
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Grafico espectral do perfil de proteinas de T. mentagrophytes.
CONCLUSOES

Diante dos resultados adquiridos, foi possivel concluir que a performance MALDI-
TOF MS da Bruker (Biotyper) na identificacéo e diferenciagcédo das espécies dentro
dos complexos de Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes impacta
diretamente na rotina laboratorial. Assim, a otimizacdo da metodologia é importante
para garantir a qualidade nos resultados obtidos e a confiabilidade do diagnéstico
utilizando métodos moleculares.
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