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RESUMO 

 

Antunes FMA. Avaliação da metodologia de espectrometria de massas MALDI-TOF 

(VITEK MS®) para identificação de espécies de Aspergillus de importância médica 

[dissertação]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2019. 

 

A especiação de isolados clínicos de Aspergillus ganhou relevância nos últimos anos 

devido à descrição de espécies crípticas resistentes aos derivados azólicos. A identificação 

morfológica convencional não é capaz de discriminar as espécies de Aspergillus e o 

sequenciamento de DNA é uma técnica pouco adaptada a laboratórios clínicos. A 

espectrometria de massas por ionização/dessorção a laser auxiliada por matriz tempo-de-

voo (EM MALDI-TOF) é uma metodologia emergente que vem sendo explorada com 

intuito de fornecer identificação rápida e acurada de microrganismos, incluindo os fungos 

filamentosos de importância clínica. Entretanto, há poucos estudos avaliando a 

plataforma VITEK MS® para a identificação de espécies de Aspergillus. O presente 

estudo teve como objetivo fornecer dados adicionais sobre a performance dos sistemas 

do VITEK MS® e suas bibliotecas de espectros de referências (ER)  In Vitro Diagnostics 

(IVD) e Research Use Only (RUO) para identificar as espécies de Aspergillus de 

relevância clínica. Uma biblioteca de ER in-house também foi construída e avaliada. Um 

total de 106 organismos foram avaliados por EM, incluindo 47 cepas provenientes das 

coleções de fungos do Westerdijk Fungal Biodiversity Institute (Holanda) e do LEMI-

UNIFESP, seis isolados ambientais (IMT-USP) e 53 isolados cínicos do HC-FMUSP. 

Foram utilizados dois protocolos de extração proteica, um recomendado pelo fabricante 

e outro empregando meio de cultura líquido para os isolados/cepas com baixa 

esporulação. Trinta e cinco organismos foram selecionadas para construir os ERs, e os 71 

restantes foram usados para avaliação de desempenho das bibliotecas IVD, RUO e 

RUO+in-house.   Entre os 71 organismos analisados, 91,5%, 84,5% e 100% tiveram 

identificação correta de gênero pelos bibliotecas IVD, RUO e RUO+in-house, 

respectivamente. Enquanto para identificação de espécie, as bibliotecas IVD, RUO e 

RUO+in-house mostraram 83,1%, 77,4% e 90,1% de identificações de espécie, 

respectivamente. Para as 16 espécies crípticas de Aspergillus analisadas, a identificação 

foi correta em 31,2%, 18,7% e 62,5%, pelos sistemas IVD, RUO e RUO+in-house, 

respectivamente. Entre as espécies crípticas resistentes aos derivados azólicos, o sistema 

IVD forneceu identificação correta para as espécies Aspergillus lentulus, Aspergillus 



calidoustus e Aspergillus sydowii. Entretanto, Aspergillus fumigatiaffinis e Neosartorya 

pseudofischeri foram erroneamente identificadas como Aspergillus fumigatus pelo 

sistema IVD. A biblioteca in-house demonstrou melhor performance, mas espécies 

filogeneticamente próximas como A. fumigatiaffinis e A. lentulus tiveram identificações 

cruzadas. Concluímos que o VITEK® MS demonstrou boa performance para a 

identificação das espécies de Aspergillus, porém para algumas espécies crípticas, há 

necessidade de melhoria das bibliotecas de espectro de referência comercializadas. 

Algumas espécies crípticas filogeneticamente relacionadas apresentaram espectros 

similares e são de difícil diferenciação por EM MALDI, mesmo com a construção de uma 

biblioteca de ER in-house com vários representantes de cada espécie. 

 

Descritores: Aspergillus; espectrometria de massas por ionização e dessorção a laser 

assistida por matriz; base de dados; espécies crípticas; resistência a antifúngicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SUMMARY 

 

Antunes FMA. Evaluation of the MALDI-TOF mass spectrometry (VITEK MS®) 

methodology for the identification of clinically relevant Aspergillus species.  

[dissertation]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2019. 

 

Aspergillus spp. identification has become more relevant in clinical practice since azole-

resistant cryptic species have emerged in the last years. Conventional morphologic 

identification is not able to discriminate Aspergillus species and DNA sequencing is not 

feasible for clinical laboratories. Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight 

(MALDI-TOF) mass spectrometry (MS) is an emergent technology that has been 

explored to provide fast and accurate identification of microorganisms, including 

clinically relevant molds. However, only a few studies have explored the platform VITEK 

MS
®

 for the identification of Aspergillus species. The present study aimed to provide 

additional data regarding the performance of the In Vitro Diagnostics (IVD) and Research 

Use Only (RUO) systems for the identification of Aspergillus species, including azole-

resistant ones, and also to construct and to evaluate an in-house reference spectrum 

library. A total of 106 organisms were evaluated by MS, including 47 Aspergillus strains 

(Westerdijk Fungal Biodiversity Institute and LEMI-UNIFESP collections), six 

environmental (IMT-USP) and 53 clinical isolates (HC-FMUSP). Two protein extraction 

protocols were used, one recommended by the manufacturer and another with liquid broth 

for the organisms with poor sporulation. Thirty-five organisms were selected to construct 

the in-house reference spectrum library and the remaining 71 were used for the 

performance evaluation. Correct genus identification was provided in 91.5%, 84.5% and 

100% by the IVD, RUO, and RUO+in-house reference spectrum libraries, respectively. 

Correct species identification was provided in 83.1%, 77.4% and 90.1% by the IVD, 

RUO, and RUO+in-house reference spectrum libraries, respectively. Among the 16 

Aspergillus cryptic species, correct identification was provided in 31.5%, 18.7% and 



62.5% by the IVD, RUO, and RUO+in-house reference spectrum libraries, respectively. 

Among the azole-resistant cryptic species, the IVD system provided correct identification 

for Aspergillus lentulus, Aspergillus calidoustus and Aspergillus sydowii. However, 

Aspergillus fumigatiaffinis and Neosartorya pseudofischeri were misidentified as 

Aspergillus fumigatus by the IVD system. The in-house library had better performance 

for the identification of Aspergillus cryptic species, but closely related taxa may be 

difficult to have correct differentiation by MALDI-TOF MS. In conclusion, VITEK® MS 

showed good performance for the identification of Aspergillus species and some azole-

resistant species. However, a more robust reference spectrum library including more 

representatives of azole-resistant cryptic species may be necessary to achieve better 

identification performance of closely related taxa. 

 

Descriptors: Aspergillus; spectrometry, mass, matrix-assisted laser desorption-

ionization; database; cryptic species; antifungal resistance. 
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1.   INTRODUÇÃO 

 1.1 Histórico e biologia do gênero Aspergillus 

 Os fungos do gênero Aspergillus foram descritos pela primeira vez em 1729, pelo 

padre e micologista italiano Pier Antonio Micheli (Lacaz et al., 2002; Buckingham e 

Hansell, 2003). A denominação Aspergillus, derivada do latim (asperge), é devido à 

aparência do conidióforo (cabeça aspergilar) semelhante ao instrumento usado para 

aspergir água benta em cerimônias religiosas – aspersório (McCarthy e Pepys, 1973; 

Aldoory, 1985; Buckingham e Hansell, 2003), como mostra a Figura 1. Uma descrição 

completa sobre esse gênero foi realizada por Raper e Fennell (1965), na qual foram 

reconhecidas 132 espécies e 18 variedades (Geiser et al., 2007; Bennett, 2010). 

 

Figura 1. Imagem da cabeça aspergilar de Aspergillus fumigatus por microscopia 

                 Óptica (autoria própria) 

 

           Os fungos do gênero Aspergillus são organismos eucarióticos, em geral 

multinucleados, heterotróficos, ubíquos na natureza, e são considerados decompositores de 

matéria orgânica, reciclando o carbono e o nitrogênio de vegetação em decomposição no 

solo ou do acúmulo de outros compostos orgânicos. Todas as espécies de Aspergillus 

apresentam dispersão eficaz através da produção de estruturas fúngicas conhecidas como 

conídios, fazendo do grupo aspergilli um dos mais dominantes no ar (Dagenais e Keller, 
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2009; McCormick et al., 2010; Pasqualotto, 2010; Krijgsheld et al., 2013). Esses fungos 

são pertencentes ao Reino Fungi, Divisão Ascomycota, à ordem Eurotiales, e considerados 

anamorfos de ascomicetos, portanto são caracterizados pela produção de esporos assexuais 

(Klich e Pitt, 1988). 

           O gênero Aspergillus é composto por uma enorme variedade de espécies, distintas 

por análise macro e micromorfológica (Latgé, 1999; Latgé, 2001). A análise macroscópica 

baseia-se na análise das colônias fúngicas, a sua taxa de crescimento, aspecto e cor (frente 

e reverso). O estudo das características microscópicas de uma dada cultura, indispensáveis 

à identificação da espécie, deve ter em conta determinadas estruturas específicas da 

constituição do gênero Aspergillus (Figura 2), tais como o conidióforo, a vesícula, as 

fiálides e os conídios (Latgé, 1999; Ferreira e Sousa, 2000). 

 

Figura 2. Esquematização das características microscópicas utilizadas na identificação de 

Aspergillus (Adaptado de Valente, 2014). 
 

      As espécies de Aspergillus produzem conídios no ar e estima-se que o homem inale 

centenas de conídios de Aspergillus diariamente. A imunidade do hospedeiro e as doenças 

pulmonares subjacentes são fatores críticos na determinação do resultado dessa exposição 

diária. Pacientes com deficiência na imunidade mediada por células, incluindo aqueles com 
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neutropenia devido à quimioterapia citotóxica, ou disfunção de células T devido a 

corticosteróides ou outra terapia imunossupressora, estão em risco de desenvolver 

aspergilose pulmonar invasiva, caracterizada por invasão de tecidos pulmonares e 

disseminação de hifas para outros órgãos. Por outro lado, pacientes com distúrbios 

respiratórios crônicos subjacentes podem desenvolver doença pulmonar obstrutiva crônica, 

tuberculose pulmonar, micobacteriose não tuberculosa, fibrose cística, bronquiectasia ou 

aspergilose broncopulmonar alérgica (Takazono e Izumikawa, 2018). 

1.2 Taxonomia 

A classificação das espécies de Aspergillus, proposta por Raper e Fennell (1965), 

sofreu modificações devido às informações fornecidas por análises moleculares. Essa 

alteração taxonômica baseia-se numa abordagem polifásica que agrega, além dos dados 

morfológicos (macro e microscópicos), aspectos fisiológicos, metabólicos e informações 

de sequências de DNA de diferentes loci. As análises do DNA, através de marcadores 

moleculares, tais como a região ITS do DNA ribossomal, dos genes β-tubulina e 

calmodulina, entre outros, permitiram acrescentar às antigas espécies diversas subespécies 

ou espécies crípticas (Geiser, 2009; Samson e Varga, 2009; Alastruey-Izquierdo et al., 

2012; Krijgsheld et al., 2013). Espécies crípticas são morfologicamente indistinguíveis, 

mas podem ser diferenciadas por métodos moleculares (Howard, 2014). Assim, a 

classificação de espécies foi substituída por "seção” ou “complexo” e este, por sua vez, é 

dividido nas diferentes espécies (Geiser, 2009; Samson e Varga, 2009; Alastruey-Izquierdo 

et al., 2012; Krijgsheld et al., 2013). 

O gênero Aspergillus foi dividido em diversas seções: Flavi, Circundati, Nigri, 

Restricti, Fumigati, Cervini, Clavati, Nidulantes, Flavipedes, Versicolores, Usti, Terrei, 

Candidi, Cremei, Sparsi e Wentii. Embora já tenham sido descritas mais espécies desse 

gênero, a classificação continua em constante processo de mudança (Klich, 2002; Samson 
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e Varga, 2009). 

1.3 Espécies de Aspergillus de importância médica 

A incidência de infecções fúngicas graves tem aumentado na última década, 

principalmente devido ao aumento do número de pacientes imunodeprimidos, 

representando uma séria causa de morbidade e mortalidade nessa população (Murray   et 

al., 2006; Jacobs et al., 2012; Baddley et al., 2013). Portanto, é fundamental que os 

médicos se familiarizem com a apresentação clínica, com os métodos de diagnóstico e 

tratamento das enfermidades causadas por fungos (Raja e Singh, 2006). 

No ambiente hospitalar, Aspergillus spp. são facilmente aerossolizados e, por sua 

pequena dimensão, os esporos podem atingir os alvéolos pulmonares (Raja e Singh, 2006). 

Assim, a principal via de penetração dos conídios fúngicos é a via aérea (Richardson e 

Warnock, 2003), sendo o aparelho broncopulmonar o mais suscetível à aspergilose 

(Carvalho, 2013).   

            Aspergillus spp. causam um amplo espectro de doenças pulmonares no hospedeiro 

humano, dependendo do estado do sistema imune, da virulência do organismo infectante e 

do grau de doença pulmonar crônica. A virulência de Aspergillus é multifatorial e sob 

controle poligenético (Chmiel et al., 2014). As estratégias utilizadas pelos fungos são 

multifacetadas e incluem estrutura fúngica, capacidade de crescimento, adaptação a 

condições estressantes, capacidade de danificar as células do hospedeiro e escapar do 

reconhecimento imunológico, características que podem ser exploradas como alvos 

diagnósticos ou terapêuticos. Em indivíduos com imunidade normal e sem doença 

pulmonar crônica, os conídios inalados geralmente são depurados por barreiras anatômicas, 

macrófagos funcionais e neutrófilos e, portanto, não levam a sequelas clinicamente 

significativas (Yii et al., 2017) . 

A inalação dos conídios pode causar doenças pulmonares que vão desde a 
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inflamação local das vias aéreas, como a aspergilose broncopulmonar alérgica, até infeções 

graves, como a aspergilose pulmonar invasiva (API) (Beisswenger et al., 2012). A ABPA é 

definida como um conjunto de manifestações alérgicas provocadas pela inalação de 

esporos de Aspergillus, em que ocorre o desenvolvimento de anticorpos do tipo IgE contra 

os antígenos de superfície dos conídios (Richardson e Warnock, 2003). A aspergilose 

pulmonar invasiva foi descrita pela primeira vez em 1953 (Kousha et al., 2011) e 

apresenta-se como uma infecção progressiva, aguda e severa, de mau prognóstico, podendo 

ser fatal (Dagenais e Keller, 2009). 

Aspergilose pulmonar crônica (APC) é outra entidade patológica relacionada ao 

Aspergillus, sendo dividida em aspergiloma, aspergilose cavitária pulmonar crônica e 

aspergilose pulmonar crônica fibrosante (Denning et al., 2016). O aspergiloma é referido 

como o desenvolvimento do fungo in situ, numa cavidade pré-existente, permitindo, por 

um lado, a chegada dos conídios e, por outro, o arejamento da cavidade necessário ao 

crescimento fúngico, dando origem a quantidades abundantes de hifas e cabeças 

aspergilares no espaço pulmonar anormal (Richardson e Warnock, 2003; Hope et al., 2005; 

Kousha et al., 2011).  

  Estimativas globais de 2017 indicam que mais de 3.000.000 de casos de APC e 

cerca de 250.000 casos de API ocorrem anualmente (Bongomin et al., 2017). Estimativas 

prévias, baseadas em populações com AI nos anos 90, sugerem uma incidência anual de 1 

a 2 casos de aspergilose por 100.000 habitantes, entretanto, esta taxa pode estar 

subestimada devido ao aumento do número de receptores de transplante de órgão sólido e 

de transplante de células tronco, bem como o aumento do uso de imunossupressores (Jenks 

e Hoenigl, 2018). No Brasil, estima-se que ocorram mais de 9.000 casos anuais de API 

(Giacomazzi et al., 2016).  

Das mais de 250 espécies de Aspergillus, menos de 40 são conhecidas por causarem 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Giacomazzi%2C+Juliana


6 

 

 

infecções em seres humanos. As espécies patogênicas ao homem são encontradas 

principalmente nas seções Fumigati, Flavi, Terrei, Usti, Nigri e Nidulantes (Balajee e Marr, 

2006), entretanto o principal responsável por causar doença é o Aspergillus fumigatus 

(Richardson e Warnock, 2003; Murray et al., 2006; Raja e Singh, 2006). De acordo com o 

estudo de revisão de Sanguinetti e Posteraro (2017), A. flavus é o segundo agente mais 

frequentemente isolado de episódios de aspergilose humana. As principais espécies 

responsáveis por infecções em humanos estão descritas na Tabela 1. 

Tabela 1. Distribuição das espécies anamórficas e seus teleomorfos correlatos                  

responsáveis por infecções em humanos. 

   Seção Espécies anamórficas Espécies teleomórficas 

Seção não 

descrita 
A. chevalieri, A.  glaucus, A. hollandicus, A.  reptans 

Eurotium chevalieri , 

Eurotium herbariorum   

Eurotium amstelodami, 

Eurotium repens 

Candidi A. candidus, A. tritici ˉ 

Circumdati A. chraceopetaliformi, A. ochraceus, A. sclerotiorum ˉ 

Clavati A. clavato-nanicu, A. clavatus ˉ 

Flavi 
A. alliace, A. avenaceus, A. flavus, A. nomius, A. oryzae, 

A.  tamarii 

Pertromyces alliaceus, 

Petromyces flavus,  

Petromyces nomius 

Flavipedes A. flavipes, A. janus Fennellia  flavipes 

Fumigati 
A. fumigatiaffinis, A. fumigatus, A. fumisynnematus, A. 

lentulus, A. viridinutans 

Neosartorya fumigata; 

Neosartorya pseudofischeri 

Nidulantes 
A.nidulans, A. sydowii, A. tetrazonus, A. unguis, A. 

versicolor 

Emericella nidulans, 

Emericella quadrilineata, 

Emericella unguis 

Nigri 
A. aculeatus, A. brasiliensis, A. japonicus, A. niger, A. 

tubingensis 
ˉ 

Restricti A. conicus, A. restrictus ˉ 

Terrei A. alabamensis, A. niveus, A. carneus, A. terreus ˉ 

Usti 
A. caesiellus, A. ceflectus, A. granulosus, A. ustus, A. 

calidoustus 
ˉ 

FONTE: De Hoog et al., 2011. 
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1.4 Tratamento de infecções causadas por espécies crípticas  

As espécies do gênero Aspergillus são, na maioria dos casos, suscetíveis a vários 

fármacos antifúngicos, incluindo anfotericina B, voriconazol, itraconazol e posaconazol. 

Entretanto, isolados com resistência intrínseca ou adquirida a alguns dos antifúngicos 

citados têm sido descritos (Baddley et al., 2009; Van Der Linden et al., 2009; Mavridou et 

al., 2010; Camps et al., 2012). A anfotericina B tem atividade limitada contra A. terreus e 

A. nidulans (Kontoyiannis e Lewis, 2002; Lass-Flörl et al., 2009), enquanto A. calidoustus 

é resistente aos compostos triazólicos (Samson e Varga, 2009). Algumas espécies da seção 

Fumigati (A.lentulus, N. pseudofisheri e A. fumigatiaffinis) podem ser menos suscetíveis 

aos compostos triazólicos e à anfotericina B (Balajee et al., 2005). 

Em estudo de revisão, Gautier et al. (2016) descreveram as espécies crípticas de 

Aspergillus, de acordo com sua suscetibilidade aos antifúngicos (Tabela 2). 

Tabela 2. Dados atualmente disponíveis sobre resistência a antifúngicos das espécies  

crípticas de Aspergillus. 

Espécies Anfotericina B Voriconazol Posaconazol Itraconazol Caspofungina 

Fumigati           

A. lentulus R R V R S/V 

A. viridinutans R R S R S 

A. felis S V V V S 

N. pseudofischeri S R S R S 

A. fumigatiaffinis R R S R S 

A. udagawae V V S S S 

A. novofumigatus S R R R S 

Flavi           

A. flavus R S S S V 

A. alliaceus R S S S V 

A. tamarii V S S S S 

A. nomius R S S S S 

Terrei           

A. terreus R S S S V 

A. alabamensis R S S S SD 

A. hortai R S S S S 

             

 

(continua) 
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Tabela 2. Dados atualmente disponíveis sobre resistência a antifúngicos das espécies  crípticas 

de Aspergillus (conclusão). 

 
 

Espécies Anfotericina B Voriconazol Posaconazol Itraconazol Caspofungina 

Nigri      

A. niger S S S V S 

A. tubingensis S S S V S 

A. awamori S SD S SD SD 

A. brasiliensis S S S R SD 

Nidulantes           

A. tetrazonus S S S S R 

A. nidulans V S S S V 

Versicolores           

A. versicolor R S S S R 

A. sydowii R S S S V 

Usti           

A. ustus V V R R R 

A. calidoustus V R R R V 

A. insuetus R R R R SD 

A. pseudodeflectus V R R R V 

A. keveii R R R R SD 

Circumdati           

A. persii R S S S SD 

A. ochraceus R S S S S 

A. westerdijkiae R S S S S 
 R= resistente; V= variável; S= suscetível; SD= sem dados; S/V= suscetível/variável 

 

 FONTE: Gautier et al. (2016) 

 

 

1.5 Identificação de espécies de Aspergillus por espectrometria de massas 

MALDI-TOF 
  

Os gêneros de fungos filamentosos mais frequentes e de relevância clínica 

envolvidos em doenças humanas incluem Aspergillus, Fusarium e Scedosporium 

(Paramythiotou et al., 2014). Como a modalidade de tratamento varia amplamente nos 

diferentes casos de infecção, métodos rápidos e precisos para a identificação desses 

agentes patogênicos  tornam-se  um grande avanço para o correto diagnóstico clínico. 

 A identificação fenotípica para fungos filamentosos ainda é empregada nos 

laboratórios de rotina diagnóstica, apesar de ser uma técnica demorada. Por outro lado, os 
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métodos de sequenciamento de genes fornecem identificação definitiva das espécies, mas 

são trabalhosos e pouco adaptados à rotina diagnóstica (Zhu et al., 2011). 

A espectrometria de massas (EM) de dessorção e ionização a laser assistida por 

matriz (MALDI-TOF) tem sido reconhecida como uma ferramenta promissora para a 

rotina de identificação de microrganismos, entre leveduras e fungos filamentosos como 

Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Trichoderma e Mucorales spp., entre outros (Chen e 

Chen, 2005; Hettick et al., 2008; Marinach-Patrice et al., 2009; De Respinis et al., 2010; 

Alanio et al., 2011; De Carolis et al., 2012; Ranque et al., 2014).  

             Os princípios da espectrometria de massas surgiram com J.J. Thomson (Nobel de 

Física - 1906) durante experimentos com a transmissão de eletricidade através de gases e o 

desvio de raios catódicos por campos eletromagnéticos (Dahal,1997). O primeiro 

espectrômetro de massas foi desenvolvido somente em 1922 por F. Aston – Nobel de 

Química (Assis et al., 2011). 

              A primeira tentativa na classificação de microrganismos foi realizada em 1975 

(Anhalt et al., 1975). No entanto, foi por volta dos anos 80 que as técnicas mais simples de 

ionização, como Matrix-Assisted Lazer Desorption Ionization (MALDI-TOF) e 

electronspray ionization (ESI) permitiram a análise de moléculas de peso molecular 

elevado, como proteínas, carboidratos e ácidos nucléicos, sem a decomposição desses 

analitos (Fenn, 2002; Karas, 1985). Com o desenvolvimento da nova técnica, foi possível 

aplicá-la na microbiologia e como consequência, alguns trabalhos foram realizados na 

tentativa de se obter espectros de massas para a classificação e identificação dos 

microrganismos (Claydon et al., 1996; Rupf et al., 2005). 

                A EM é uma técnica utilizada no estudo das massas de átomos, moléculas ou 

fragmentos de moléculas. De forma geral, a EM baseia-se em propriedades físicas do 

analito, de forma a determinar a relação entre a massa e a carga (m/z) de moléculas 
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ionizadas em fase gasosa (Aebersold e Mann, 2003). O espectrômetro de massas é 

composto por uma fonte de ionização para a obtenção de íons, um analisador de massas, o 

qual separa os íons, um detector desses íons, e um sistema de aquisição dos dados. Em 

geral, as fontes de ionização mais comumente empregadas são ESI e MALDI e os 

analisadores são os íon-traps, time-of-flight (TOF), Fourier-transform ion cyclotron 

resonance (FT-ICR), orbitrap, entre outros (Glish e Vachet, 2003).                                                                                                                                                                                            

A matriz utilizada pelo MALDI-TOF é um ácido orgânico que fornece um próton 

para o processo de ionização da amostra. Ao mesmo tempo, a matriz tem a capacidade de 

absorver a energia emitida por um laser e desencadear um processo de dessorção, o que 

possibilita a passagem da amostra do estado sólido para o estado gasoso. Já a sigla TOF 

(time-of-flight) caracteriza o “tempo de vôo” da amostra ionizada em um tubo de vácuo até 

que esta atinja o detector (Assis et al., 2011) como mostra a Figura 3. 

 

Figura 3. Princípios da tecnologia de espectrometria de massas por ionização/dessorção de 

matriz assistida por laser por tempo de vôo (MALDI-TOF) (Adaptado de: Grenfell, RC et 

al., 2016)   

 



11 

 

 

Existem dois instrumentos de MALDI-TOF MS que estão disponíveis no mercado 

nacional para o uso dos laboratórios clínicos: Microflex LT® (Bruker Daltonics⁄BD, 

Alemanha ⁄EUA) e VITEK MS® (bioMérieux, França) (De Almeida, 2014) (Figura 4). 

           

a b  

Figura 4. Plataformas de espectrometria de massas MALDI-TOF disponíveis no mercado 

nacional: A) VITEK MS (BioMérieux, França); B) Microflex LT® (BrukerDaltonics/BD, 

Alemanha/EUA) (De Almeida, 2014).  

 

 Os espectros de massas gerados pelo MALDI-TOF MS são característicos e únicos 

para cada espécie. Dessa forma, diferentes microrganismos apresentam diferentes espectros 

de massa independente da condição em que foi cultivado. Diante dessas características, 

empresas fabricantes de equipamentos de espectrometria de massas (Bruker Daltonics, 

bioMérieux) desenvolveram bancos de dados com espectros de massas de referência de 

microrganismos (Hettick et al., 2004; Shaw et al., 2004). Um desses bancos é 

comercializado pela empresa Bruker Daltonics (Bremen, Alemanha) com o nome de 
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Biotyper. Outros bancos como MYLA e SARAMIS são comercializados pela bioMérieux 

(Marcy-L`Étoile, França) (Lacroix et al., 2014). A confiabilidade destes bancos já está 

comprovada por publicações de alto impacto que têm comparado a espectrometria de 

massas com outras ferramentas já utilizadas na identificação de microrganismos 

(Cherkaoui et al., 2010; Eigner et al., 2009; Seng et al., 2009). 

 Apesar de ser uma técnica já consagrada na identificação de patógenos em 

bacteriologia clínica, a aplicação da metodologia em laboratórios de micologia foi mais 

lenta, particularmente em relação aos fungos filamentosos, devido a sua complexidade 

biológica e coexistência de diferentes fenótipos (hifas e conídios) em um mesmo isolado 

(Posteraro et al., 2013). 

 Para validar a técnica na identificação de fungos filamentosos, Cassagne et al. 

(2011) analisaram, prospectivamente, isolados obtidos de amostras clínicas, utilizando 

protocolo de extração proteica e banco de dados in house desenvolvido com espectros de 

referência obtidos de 146 isolados. De um total de 177 isolados clínicos, 154 (87%) 

incluindo 86 A. fumigatus e 38 Aspergillus de nove diferentes espécies, foram corretamente 

identificados, mas espécies como A. alliaceus, A. clavatus e A. oryzae, que não estavam 

representados na biblioteca de 146 isolados, não foram identificadas. 

 Lau et al. (2013) utilizando lise mecânica para obter o extrato proteico, realizou a 

identificação de 421 isolados clínicos de fungos filamentosos, e incluiu no banco de dados 

do software Biotyper (Bruker) uma biblioteca in house contendo 294 espectros de 

referência de 152 espécies de fungos de relevância clínica, incluindo 63 espécies de 

Aspergillus. Os autores demonstraram que 88,9% dos isolados foram corretamente 

identificados como espécies, em 4,3% a identificação foi em nível de gênero, e 7,7% dos 

isolados para os quais não houve identificação, as espécies não estavam representadas no 

banco de dados. 
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 Esses estudos, entre outros, têm demonstrado acurácia na identificação de isolados 

clínicos e ambientais de Aspergillus, empregando bibliotecas in house adicionadas aos 

bancos de espectros dos fabricantes dos equipamentos (Cassagne et al., 2011; Lau et al., 

2013; Ranque et al., 2014). Mais recentemente, dois grupos apresentaram resultados 

empregando somente os bancos de dados comerciais para a identificação em nível de 

espécie. No estudo realizado por Huang et al. (2017), o percentual de acerto na 

identificação de 374 isolados de fungos filamentosos de origem clínica, incluindo 50 A. 

fumigatus, 50 A. flavus, 30 A. terreus, 30 A. nidulans, 30 A. versicolor e 50 A. niger foi 

determinado pelas metodologias de identificação fenotípica, e pelas plataformas MALDI-

TOF Bruker Microflex LT e Xiamen Microtyper. O sequenciamento genético foi utilizado 

como forma de identificação definitiva para os casos de discrepância nos resultados. As 

plataformas Bruker Microflex LT e Xiamen Microtyper identificaram com precisão (nível 

de espécie) 98,9% e 99,2% das amostras, respectivamente, contra um acerto de 91,9% pelo 

método fenotípico. 

 Park et al. (2017) avaliaram a capacidade da biblioteca de fungos filamentosos do 

sistema MALDI-TOF MS Biotyper 1.0, para identificar 345 isolados clínicos de 

Aspergillus de 11 hospitais coreanos. Ao comparar os resultados do MALDI-TOF com o 

sequenciamento genético da região ITS do DNA ribossomal, o percentual de identificação 

correta no nível de espécie foi de 94,5% e 98,8%, com valores de corte de 2,0 e 1,7, 

respectivamente. O percentual de acerto quando comparado com o sequenciamento do 

gene da β-tubulina para 303 amostras de cinco espécies não crípticas (A. fumigatus, A. 

niger, A. flavus/oryzae, A. terreus e A. nidulans) foi de 96,0% (ponto de corte 2,0) e 100% 

(ponto de corte 1,7). Entretanto, para 42 isolados de seis espécies crípticas (A. lentulus, A. 

tubingensis, A. tamarii, A. sydowii e A. calidoustus) o percentual de acerto foi de apenas 

4,8% e 0% para valores de corte de 1,7 e 2,0, respectivamente. Os resultados apresentados 
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demonstram a necessidade de aprimorar a biblioteca comercial para espécies crípticas de 

Aspergillus. 

De acordo com o estudo de revisão de Sanguinetti e Posteraro (2017), a grande 

limitação de MALDI-TOF para a correta identificação de fungos filamentosos é a pequena 

amplitude dos bancos de espectros (bibliotecas) comercialmente disponíveis, bem como a 

limitada disponiblidade de bibliotecas construídas in house por laboratórios especializados 

em micologia, a exemplo do que ocorre com banco de dados genéticos (GenBank). Essa 

limitação tem prejudicado a implementação da MALDI-TOF em laboratórios clínicos, 

sendo necessária a expansão e contínua atualização dos bancos de espectros comerciais 

(Lau et al., 2013; Masih et al., 2016; Sleiman et al., 2016). 

2. JUSTIFICATIVA 

 As técnicas moleculares de identificação de espécies de Aspergillus, baseadas em 

sequenciamentos automatizados, são consideradas padrão-ouro, entretanto, são morosas, de 

custo elevado e pouco adaptadas aos laboratórios de rotina.  

A adoção de testes rápidos na identificação desses patógenos, como a MALDI-TOF 

MS, é considerada um grande avanço. Entretanto, os bancos de espectros dos 

equipamentos comercialmente disponíveis, necessitam ser ampliados com espectros de 

referência de uma maior diversidade de espécies crípticas de Aspergillus. A otimização dos 

bancos permitirá a identificação correta desses patógenos, particularmente de espécies 

crípticas emergentes, sem a necessidade de técnicas moleculares, possibilitando um 

diagnóstico rápido, preciso e de baixo custo, para a introdução de terapêutica adequada aos 

pacientes acometidos pelas diversas formas da infecção.  
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar o desempenho do equipamento MALDI-TOF MS Vitek MS (bioMérieux), 

para identificação de isolados clínicos e ambientais de espécies crípticas e não-crípticas de 

Aspergillus, para aplicação na rotina diagnóstica no complexo HC-FMUSP.  

3.2 Objetivos específicos 

  3.2.1  Acrescentar à biblioteca do equipamento Vitek MS, espectros de referência 

(ER) obtidos de cepas de espécies crípticas de Aspergillus, provenientes da coleção de 

culturas Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Holanda (cepas de referência); 

  3.2.2  Identificar as espécies de isolados de Aspergillus de origem clínica e 

 ambiental, empregando as técnicas de macro e microcultivo (análise fenotípica); 

  3.2.3 Identificar as espécies dos mesmos isolados de Aspergillus, por 

 sequenciamento do tipo Sanger, de uma sequência do gene da β-tubulina; 

  3.2.4   Avaliar biblioteca de ER in house, identificando as espécies de Aspergillus 

de isolados clínicos e ambientais por EM MALDI TOF, e comparando com as 

identificações obtidas pelo sequenciamento; 

  3.2.5 Comparar o desempenho das bibliotecas de ER SARAMIS e MYLA na 

correta identificação das espécies crípticas e não-crípticas de Aspergillus. 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 4.1 Instituições participantes  

          Trata-se de um estudo multicêntrico, envolvendo a Seção de Microbiologia da 

Divisão de Laboratório Central (DLC) do Hospital das Clínicas da Universidade de São 

Paulo (HC-FMUSP), o Laboratório de Micologia Médica (LIM-53) do Instituto de 

Medicina Tropical da Universidade de São Paulo (IMT-USP) e o Laboratório Especial de 
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Micologia da Escola Paulista de Medicina da Universidade Federal de São Paulo (LEMI-

UNIFESP).  

 4.2 Desenho do estudo 

 Trata-se de um estudo de análise laboratorial, no qual isolados clínicos e 

ambientais, bem como cepas de referência de Aspergillus, foram utilizados para avaliar a 

plataforma VITEK MS (bioMérieux, França) na identificação de espécies desse gênero. O 

desenho do estudo está resumido na Figura 5. 

 

  Figura 5. Fluxograma de atividades desenvolvidas no estudo em sequência cronológica. 

  

 4.3 Microrganismos  

             

          Neste estudo foram utilizados 106 microrganismo, sendo 59 amostras isolados de 

amostras clínicas e ambientais, da Seção de Microbiologia da DLC HC-FMUSP; 22 cepas 

de Aspegillus previamente identificadas por sequenciamento cedidas pelo LEMI- 

UNIFESP, 25 cepas de referência de Aspergillus adquiridas da coleção Westerdijk Fungal 

Biodiversity Institute (Holanda). 
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 Do total de 106 organismos, 53 foram isolados de amostras clínicas com cultivos 

sugestivos de Aspergillus (micromorfologia) obtidos entre janeiro de 2015 e novembro de 

2018 da Seção de Microbiologia da DLC HC-FMUSP. Os isolados foram obtidos de 

amostras de escarro, secreção traqueal, lavado bronco-alveolar, líquidos corpóreos (líquido 

articular, líquor, líquido peritoneal) e biópsias (pele, osso e/ou partes moles, amostras 

pulmonares, seios da face).  Outros seis isolados ambientais de Aspergillus spp. obtidos nos 

centros cirúrgicos do Instituto Central do HC-FMUSP em 2015 e analisados no Instituto de 

Medicina Tropical da USP também foram analisados.  

 Os 47 organismos restantes foram cepas de Aspergillus spp. foram: 22 cepas de 

origem clínica da coleção do LEMI-UNIFESP, previamente identificadas por técnicas 

moleculares por Negri et al., 2014 (Tabela 3); e 25 cepas de referência adquiridas da 

coleção holandesa do Westerdijk Fungal Biodiversity Institute (Tabela 4).  A seleção das 

cepas foi baseada na espécie (ênfase para as espécies crípticas resistentes aos antifúngicos) 

e na qualidade da identificação que foi utilizada, dados detalhados no site 

http://www.westerdijkinstitute.nl/collections. Assim, as cepas selecionadas tinham 

sequencias do gene β-tubulina e/ou calmodulina disponíveis, e a identificação das espécies 

foi confirmada no GenBank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e MycoBank 

(http://www.mycobank.org).  
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Tabela 3. Vinte e duas cepas de Aspergillus spp. previamente identificadas por 

                             sequenciamento, cedidas pelo LEMI-UNIFESP. 

Seção   Número LEMI         Espécie 

Fumigati   

 73 Aspergillus fumigatus 

 399 Aspergillus fumigatus 

 842 Aspergillus fumigatus 

 918 Neosartoria pseudofischeri 

Flavi   

 1198 Aspergillus flavus 

 183 Aspergillus tamari 

 436 Aspergillus tamari 

 1121 Aspergillus tamari 

 1516 Aspergillus tamari 

 999 Aspergillus tamari 

 812 Aspergillus parasiticus 

 897 Aspergillus parasiticus 

 900 Aspergillus parasiticus 

 250 Aspergillus novoparasiticus 

 267 Aspergillus novoparasiticus 

Nigri    

 924 Aspergillus niger 

 926 Aspergillus niger 

 IOP-86 Aspergillus awamori 

 891 Aspergillus foetidus 

Terrei   

 941 Aspergillus terreus 

 1254 Aspergillus terreus 

Clavati   

 40 Aspergillus clavatus 
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 Tabela 4. Vinte e cinco cepas de referência de Aspergillus spp., adquiridas 

                               da coleção Westerdijk Fungal Biodiversity Institute (Holanda). 

 

Seção   Número da Coleção              Espécie 

Fumigati   

 CBS 117194 Aspergillus fumigatiaffinis 

 CBS 132254 Aspergillus fumigatiaffinis 

 CBS 117186 Aspergillus fumigatiaffinis 

 CBS 117884 Aspergillus lentulus 

 CBS117885 Aspergillus lentulus 

 CBS 116886 Aspergillus lentulus 

 CBS 121597 Aspergillus lentulus 

 CBS 100504 Neosartoria pseudofischeri 

          CBS 20892 Neosartoria pseudofischeri 

 CBS 114218 Aspergillus udagawae 

 CBS 114217 Aspergillus udagawae 

 CBS 130254 Aspergillus felis 

 CBS 126.56 Aspergillus unilateralis 

 CBS 117519 Aspergillus novofumigatus 

 CBS 127.56 Aspergillus viridinutans 

Flavi   

 CBS 100927 Aspergillus flavus 

Nidulantes   

 CBS 126972 Aspergillus nidulans 

Nigri   

 CBS 122719 Aspergillus tubingensis 

 CBS 116417 Aspergillus tubingensis 

Terrei   

 CBS 117.37 Aspergillus terreus 

Usti   

         CBS 26167 Aspergillus ustus 

 CBS 121601 Aspergillus calidoustus 

 CBS 112452 Aspergillus calidoustus 

  

 4.4 Identificação molecular dos isolados DLC HC-FMUSP  

  Para extração do DNA, as culturas dos 59 fungos entre isolados clínicos e 

ambientais, provenientes do HC-FMUSP foram semeadas em meio de ágar Sabouraud 

dextrose (Difco) a 30ºC e incubadas por 3-7 dias. Foram retiradas duas alçadas e 

misturadas em 0,5 mL de água ultrapura, 10µL de Tween 20 (Sigma) e 50 µL de 

microesferas de vidro de 180 µm (Sigma). Os tubos foram submetidos à agitação em 
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vórtex e centrifugados para obtenção do pellet de células. Aos tubos contendo os pellets, 

foram adicionados 600 μL de solução tampão (TRIS 50mM + EDTA 10mM), 3 mg de 

lysing enzyme Trichoderma harzianum (L-1412, Sigma) e 250 U/mL de liticase (L-2524, 

Sigma). Em seguida, os tubos foram incubados a 37°C por um período de 1 hora. Os tubos 

foram centrifugados a 12.000 rpm em centrífuga modelo 5804R (Eppendorf) a 4°C por 10 

minutos. O sobrenadante foi retirado e o precipitado foi ressuspenso em 180 μl do tampão 

ATL do QIAamp DNA mini kit (Qiagen). Os tubos foram então submetidos ao vórtex e, em 

seguida, foi adicionado 20 μL de proteinase K 20mg/mL (Invitrogen). Os tubos foram 

submetidos à agitação em vórtex e mantidos a 56ºC, overnight. Ao término do período, as 

demais etapas da extração foram executadas de acordo com as instruções do fabricante do 

QIAamp DNA mini kit (Qiagen). 

A quantificação das amostras de DNA foi realizada em espectrofotômetro 

Nanodrop 1000 (Thermo Fisher), com medidas de absorbância em comprimentos de onda 

de 260nm e 280nm, para se estimar a pureza do material extraído (razão entre as leituras 

DO260/DO280) (Sambrook et al., 1989). 

Em seguida, foram realizadas amplificações por PCR com pares de primers da 

região ITS e β-tubulina. As amostras foram inicialmente submetidas a amplificação da 

região ITS (PCR universal para fungos) para verificar a qualidade das extrações de DNA. 

As reações foram realizadas com 20 ng do DNA genômico dos fungos, 0,2 mM de dNTP 

(Invitrogen), 1,25 U Taq DNA polimerase (Invitrogen), 1X PCR buffer (KCl 30 mM, TRIS 

10 mM pH 8,3),  1,5 mM de MgCl2 e 0,2 µM de cada primer ITS1 (5’-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (Luo e 

Mitchell, 2002), em volume final de reação de 25µL. As amplificações foram realizadas 

com um ciclo de denaturação inicial de 94 ̊ C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 94 ̊ C por 

1 min, 55 ̊ C por 1 min e 72 ̊ C por 1 min, e extensão final de 72 ̊ C por 5 min. 
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    Para a PCR com os primers do gene β-tubulina Beta1 

(5’AATTGGTGCCGCTTTCTGG-3’) e Beta2 (5’-AGTTGTCGGGACGGAATAG-3’) 

(Balajee et al., 2005), o preparo do mix de reagentes foi o mesmo que o citado 

anteriormente, em volume final de 50 µL. As condições de amplificação foram realizadas 

com um ciclo de denaturação inicial de 2 min a 94ºC seguido por 30 ciclos de 1 min a 

94ºC, 2 min a 55°C e 2 min a 72°C e um ciclo de extensão final de 8 min a 72°C. 

 Para todas as reações de PCR foram empregados controles negativos para 

monitoramento da presença de contaminantes, e controles positivos para confirmar a 

qualidade das reações de amplificações. 

Os produtos das amplificações foram analisados por eletroforese em gel de agarose 

a 2%, em solução tampão TAE 1X [40 mM TRIS base (Invitrogen), 40 mM ácido acético 

glacial (Merck) e 2,0 mM EDTA (Life Technologies), pH 8] a 80 V por 40 minutos. Após a 

eletroforese, os géis foram corados com GelRed (Biotium) e registrados em equipamento 

de fotodocumentação (Uvitec). 

A purificação dos amplificados foi realizada empregando-se o kit Wizard®SV Gel 

and PCR Clean-up System (Promega, EUA), de acordo com protocolo do fabricante, e 

posteriormente esses amplificados foram submetidos às reações de sequenciamento no 

equipamento ABI 3500 DNA Analyser (Thermo Fisher).  

 As sequências foram analisadas com auxílio do software Sequence Scanner v2.0 

(Thermo Fisher) e alinhadas pelo programa Clustal Omega. As sequências nucleotídicas 

consenso obtidas foram comparadas às sequências de cepas de Aspergillus de referência 

disponíveis nas bases de dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e MycoBank 

(http://www.mycobank.org), e analisadas pelo BLAST no site NCBI 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

  

http://www.mycobank.org/
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            4.5  Espectrometria de massas MALDI-TOF  

 4.5.1 Protocolo de extração simplificado 

               O protocolo simplificado (protocolo 1) é recomendado pelo fabricante 

(bioMérieux) como método inicial para a identificação de fungos filamentosos pelo 

espectrômetro de massas VITEK MS® (bioMérieux) e o sistema comercial (Myla®, 

bioMérieux), aprovado para uso em laboratórios clínicos (in vitro diagnostics, IVD).  Para 

tanto, é necessário que o isolado apresente esporulação. Assim, os isolados foram cultivados 

em meio sólido ágar batata dextrose (Difco) por 48-72 horas a 30°C. Das colônias 

filamentosas com esporulação, os conídios foram coletados com swabs umedecidos, e 

inseridos em microtubos de 2 mL contendo 300 µl de água estéril. O processo foi repetido 

até turvar a solução. À solução turva foram acrescentados 900 µL de etanol 100% (Merck) e 

os tubos foram submetidos à agitação; em seguida, a solução de conídios em 1.2 mL de 

etanol 70% foi centrifugada por 5 min a 13.000 rpm a 25°C (centrífuga 5804R, Eppendorf) 

para a obtenção do sedimento de células. Após a completa remoção do sobrenadante e 

secagem do sedimento, foram adicionados 50 µL de ácido fórmico (Sigma) a 70%, com 

posterior incubação por 10 min à temperatura ambiente. Após rápida agitação em vórtex, 

foram acrescentados 50 µL de acetonitrila (Sigma) e a mistura foi centrifugada a 13.000 rpm 

durante 2 min. Em seguida, 1 µL do sobrenadante foi aplicado em spot da lâmina de 48 

amostras do VITEK MS (bioMérieux). Após secagem, foi aplicado 1uL da solução da matriz 

[acetonitrila 50%; água 47,5% e ácido trifluoroacético 2,5% (Sigma)] sobre as amostras. O 

protocolo 1 está resumido na Figura 6.  
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Figura 6. Protocolo simplificado de extração de proteínas (protocolo 1). A) coleta de 

conídios com swab umedecido; B) Diluição dos conídios em 300μL de água estéril; C) 

adição de 700μL de álcool 70% e agitação; D) Após centrifugação, o sobrenadante é 

descartado e o sedimento é seco; E) Ao sedimento são adicionados 50 μL de ácido fórmico, 

espera-se 5 minutos e então são adicionados 50 μL de acetonitrila ; F) Agitação e nova 

centrifugação; G)  1 μL é aplicado em spot do slide e deixado para secar em temperatura 

ambiente; H) 1 μL de matriz é aplicado e deixado para secar em temperatura ambiente, e a 

amostra está pronta para análise.  
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              4.5.2 Protocolo de extração proteica a partir de meio de cultura líquido 

   O protocolo 2 é uma adaptação das recomendações do fabricante Bruker Daltonics 

(Sanguinetti e Posteraro, 2017). Este protocolo foi usado como método alternativo para as 

amostras que não obtiveram espectros pelo protocolo 1. Suspensões dos fungos foram 

preparadas em 10 mL de caldo Sabouraud dextrose (Difco), contidos em tubos do tipo 

Falcon de 50 mL, até turvar o meio. Em seguida, os tubos foram mantidos em constante 

agitação em rotor (Dragon Lab) a 50 rpm, e angulação de 50°, por 48 horas a temperatura 

ambiente (Figura 7). Após este período, os tubos foram centrifugados para obtenção do 

sedimento de células, o qual foi submetido a três lavagens com água ultrapura, sendo o 

sobrenadante retirado com auxílio de pipeta. Em seguida, foram adicionados 50 µL de 

microesferas de vidro de 180 µm (Sigma), e os tubos foram submetidos à agitação em 

vórtex (etapa adicional ao protocolo Bruker). Foram então adicionados 300 µL de água 

ultrapura e 900 µL de etanol absoluto (Merck) e, após agitação em vórtex, os tubos foram 

centrifugados por 10 min a 13.000 rpm. Após completa remoção do sobrenadante e 

secagem do sedimento, foram acrescentados 100 µL de ácido fórmico (Sigma) a 70%, e os 

tubos foram incubados por 10 min a temperatura ambiente, após rápida agitação em vórtex. 

Finalmente, foram acrescentados 100 µL de acetonitrila (Sigma) e a mistura foi 

centrifugada (13.000 rpm durante 5 min). Em seguida, 1 µL do sobrenadante foi aplicado 

nos spots da lâmina de 48 amostras do VITEK MS (bioMérieux). Após secagem, foi 

aplicado 1uL da solução da matriz [acetonitrila 50%; água 47,5% e ácido trifluoroacético 

2,5% (Sigma)] sobre a amostra. O protocolo 2 está resumido na Figura 7. 
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Figura 7. Protocolo de extração de proteínas a partir de meio líquido (protocolo 2). A) 

Turvação do caldo com conídios; B) Agitação e incubação em rotor a temperatura 

ambiente por 48 horas; C) Transferência de material para microtubos, centrifugação e 

lavagens; D) Ao sedimento são acrescidos microesferas e etanol 70%, o material é agitado 

em vórtex e depois centrifugado ; E) Ao sedimento são adicionados 100 μL de ácido 

fórmico, agita-se e espera-se 5 minutos, então são adicionados 100 μL de acetonitrila; F) 

Após nova centrifugação, 1 μL do sobrenadante é aplicado em spot da lâmina e deixado 

para secar em temperatura ambiente; 1 μL de matriz é aplicado e deixado para secar em 

temperatura ambiente. A amostra está pronta para análise.  

   

 4.5.3 Obtenção dos espectros de massas no VITEK MS® 

            Para cada análise, o padrão (Escherichia coli ATCC 8739) foi utilizado para 

calibrar o instrumento. Os organismos foram inicialmente submetidos ao protocolo 

simplificado de extração (protocolo 1), e os extratos proteicos foram analisados no sistema 

aprovado para uso clínico (IVD), através do software VITEK MS Acquisition (bioMérieux), 
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e também no sistema de pesquisa (Research Use Only-RUO), através do software 

Launchpad versão 2.8 (bioMérieux). Os organismos, com análises sem geração de 

espectros de massas ou sem identificação pelo protocolo simplificado, foram cultivados em 

meio líquido e reanalisados após nova extração (protocolo 2).  

 4.5.4 Construção da biblioteca de espectros de referência in-house  

 Espectros gerados no software SARAMIS Premium® (bioMérieux) de organismos 

cultivados em meio líquido, foram avaliados quanto à qualidade (≥120 picos e 70% de 

similaridade) e selecionados.  Então, espectros de referência espécie-específicos 

(SuperSpectros) foram gerados com a ferramenta SARAMIS Premium® SuperSpectrum 

(bioMérieux), de acordo com as instruções do fabricante: 40 biomarcadores (massas) 

foram selecionados, e para cada biomarcador foram designados 35 pontos, dando um total 

de 1.400 pontos para a formação do SuperSpectro final. Dendrograma dos SuperSpectros 

foi criado através da ferramenta Show taxonomy disponível no programa SARAMIS 

Premium®.  

4.5.5 Análise dos resultados 

Os espectros obtidos no sistema IVD foram comparados com os espectros de 

referência da base de conhecimento (ou biblioteca) MYLA® versão 3.0 (bioMérieux). Os 

resultados foram expressos em % de identificação; valores ≥60% apenas para uma espécie 

são classificados como resultados de alta discriminação pelo fabricante.  

As espécies de Aspergillus presentes na biblioteca MYLA® versão 3.0, segundo o 

fabricante, estão sumarizadas na Tabela 5. 
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 Tabela 5. Espécies de Aspergillus passíveis de identificação pela  

                                 biblioteca MYLA® versão 3.0. 

Seção            Espécie 

Fumigati   

 Aspergillus fumigatus 

 Aspergillus lentulus 

Nigri   

 Aspergillus niger 

 Aspergillus brasiliensis 

Flavi  

 Aspergillus flavus 

 Aspergillus oryzae* 

Nidulantes  

 Aspergillus nidulans 

 Aspergillus unguis 

Versicolores  

 Aspergillus versicolor 

 Aspergillus sydowii 

Usti  

 Aspergillus calidoustus 

Candidi  

 Aspergillus candidus 

        *Hoje considerada mesma espécie que Aspergillus flavus (Gautier et al., 2016). 

 

          Os espectros obtidos no sistema RUO foram inicialmente comparados à biblioteca 

de espectros de referência SARAMIS™ v.4.12 (bioMérieux), na qual os resultados são 

expressos em % de identificação. Apenas resultados com percentuais ≥75% são reportados. 

Resultados com duas ou mais espécies com identificação ≥75% são reportados em 

vermelho e são considerados de baixa discriminação. Os SuperSpectros originais de 

Aspergillus spp. presentes na biblioteca SARAMIS™ v.4.12 (bioMérieux), estão 

resumidos na Tabela 6.  
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 Tabela 6. Espécies dos espectros de referência de Aspergillus spp.  

                (SuperSpectros) presentes na biblioteca SARAMIS®  

                                  versão 4.12. 

 

Seção          Espécie 

Fumigati   

 Aspergillus fumigatus 

 Aspergillus lentulus 

 Aspergillus thermomutatus* 

Nigri   

 Aspergillus niger 

 Aspergillus niger/lacticoffeatus 

 Aspergillus brasiliensis 

 Aspergillus sclerotioniger 

 Aspergillus aculeatus 

Flavi  

 Aspergillus flavus/oryzae 

 Aspergillus tamari 

Flavipedes  

 Aspergillus flavipes 

Nidulantes  

 Aspergillus nidulans 

 Aspergillus unguis 

Versicolores  

 Aspergillus versicolor 

 Aspergillus sydowii 

Usti  

 Aspergillus calidoustus 

 Aspergillus ustus 

Candidi  

 Aspergillus candidus 

Circundati  

 Aspergillus ochraceus 

Restricti  

 Aspergillus restrictus 

Terrei  

 Aspergillus terreus 

     * Espécie anamórfica de Neosartorya pseudofischeri 

 

Em análise final, os espectros foram submetidos à identificação pela biblioteca 

SARAMIS™ v.4.12 (bioMérieux) acrescida dos SuperSpectros da nova biblioteca in-

house. Os resultados foram reportados da mesma maneira, ou seja, apenas resultados com 

percentuais ≥75%. Resultados com duas ou mais espécies com identificação ≥75% e 

considerados de baixa discriminação. 
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Os resultados de desempenho de identificação das bibliotecas IVD, RUO e RUO + 

in-house foram expressos em percentuais de identificação de Gênero, Seção e espécie. 

Isolados e cepas utilizados para a construção de espectros de referência (SuperSpectros) 

não foram utilizados para avaliação do desempenho. 

5. RESULTADOS 

 5.1 Identificação molecular dos isolados HC-FMUSP  

             Este estudo foi realizado com um total de 106 amostras, sendo 59 identificados por 

sequenciamento dentre isolados clínicos e ambientais de Aspergillus spp. do HC – FMUSP. 

   Dentre os 53 isolados clínicos do HC-FMUSP, quarenta (74,5%) foram 

identificados como A. fumigatus, e um isolado (1,9%) de cultura de escarro foi identificado 

como A. lentulus (Seção Fumigati). Tais isolados, sem exceção, eram provenientes de 

culturas de amostras do trato respiratório.  

            Cinco isolados (9,4%), também oriundos de culturas do trato respiratório, foram 

classificados, pelo sequenciamento, como pertencentes à Seção Flavi. Destes, quatro foram 

identificados como A. flavus (7,5%) e um como A. parasiticus (1,9%).  

 Outros cinco isolados (9,4%), oriundos de culturas do trato respiratório, foram 

classificados como pertencentes à Seção Nigri, todos pertencentes à espécie A. niger.  

            Um isolado (1,9%), oriundo de cultura de lavado bronco-alveolar, foi identificado 

como A. clavatus, e outro obtido de líquido de articular de joelho, como A. terreus (1,9%).  

Os seis isolados ambientais do HC-FMUSP, salas cirúrgicas, foram identificados 

como: A. fumigatus (n=3), A. versicolor (n=1), A. sydowii (n=1) e A. flavus/oryzae (n=1). 

Os resultados de identificação molecular dos isolados clínicos do HC-FMUSP estão 

resumidos na Figura 8.  
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Figura 8. Identificação molecular dos 53 isolados clínicos de Aspergillus spp. do HC- 

             FMUSP. 

 

 

 

   5.2  Construção da biblioteca de espectros de referência (SuperSpectro) 

 

 No total de 106 amostras, 53 isolados clínicos e seis ambientais, 22 cepas do LEMI-

UNIFESP  e 25 cepas da coleção do Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, 35 

representantes de diferentes espécies foram selecionadas para a construção da biblioteca 

in-house  de espectros de referência. As espécies representadas na biblioteca in-house e o 

respectivo número de espectros de referência estão na Tabela 7. 
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Tabela 7. Número de isolados e cepas utilizados para construção da biblioteca in-house de 

espectros de referência. 

Seção            Espécie  N. espectros de referência 

(SuperSpectros)  

Fumigati      

  Aspergillus fumigatus  4  

  Aspergillus fumigatiaffinis     1  

  Aspergillus lentulus     2  

  Aspergillus udagawae 1  

  Neosartorya pseudofischeri   1  

  Aspergillus felis     1  

  Aspergillus unilateralis   1  

  Aspergillus novofumigatus    1  

  Aspergillus viridinutans      1  

Flavi      

  Aspergillus flavus     3  

  Aspergillus tamari    3  

  Aspergillus parasiticus      2  

  Aspergillus novoparasiticus    1  

      

Nidulantes      

  Aspergillus nidulans  1  

Nigri      

  Aspergillus niger       2  

  Aspergillus tubingensis       1  

  Aspergillus awamori     1  

  Aspergillus foetidus       1  

Terrei      

  Aspergillus terreus   2  

Usti      

  Aspergillus ustus         1  

  Aspergillus calidoustus   1  

Clavati      

  Aspergillus clavatus    1  

Versicolores      

  Aspergillus versicolor  1  

  Aspergillus sydowii  1  

 

 

 

 



32 

 

 

 O dendrograma com os 35 SuperSpectros está demonstrado na Figura 9. 

 
 

Figura 9.  Dendrograma criado pelo software SARAMIS Premium® com os SuperSpectros 

da biblioteca in-house. 

  

           5.3 Desempenho das bibliotecas de espectros de referência para identificação 

           de Aspergillus spp. 

 

           Das 106 amostras, 71 organismos foram submetidos à identificação de espécies 

pelas três bibliotecas (IVD, RUO e RUO+in-house). Os 42 isolados de A. fumigatus 

tiveram identificação correta pelas três bibliotecas . Os demais resultados estão resumidos 

nas Tabelas 8, 9 e 10. 
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Tabela 8. Identificações fornecidas pelas diferentes bibliotecas de espectros de referência para identificação de Aspergillus não-fumigatus da 

     Seção Fumigati. 

Espécie analisada 

(no isolados) 

  Biblioteca    

  IVD1  RUO2  RUO + in house  

  Gênero Espécie Gênero  Espécie  Gênero    Espécie  

Aspergillus lentulus (n=3) Aspergillus lentulus Aspergillus lentulus   Aspergillus    lentulus  

Aspergillus fumigatiaffinis (n=2) Aspergillus fumigatus Sem identificação Sem identificação   Aspergillus     fumigatiaffinis                      

lentulus  

    novofumigatus  

Aspergillus udagawae (n=1)  Sem identificação Sem identificação Sem identificação Sem identificação   Aspergillus  udagawae  

Neosartorya pseudofischeri (n=2)  Aspergillus fumigatus Sem identificação Sem identificação   Neosartorya   pseudofischeri  

1 IVD: in vitro diagnostics, aprovado para uso clínico; 2RUO: research use only, apenas para pesquisa   
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Tabela 9. Identificações fornecidas pelas diferentes bibliotecas de espectros de referência para identificação de Aspergillus da Seção Flavi e 

      Nigri. 

          Espécie analisada 

             (no isolados) 
  Biblioteca    

                                                                    IVD1                                RUO2 RUO + in house  

  Gênero  Espécie  Gênero  Espécie  Gênero  Espécie  

Seção Flavi              

Aspergillus flavus (n=4)  Aspergillus   flavus  Aspergillus  flavus  Aspergillus   flavus  

Aspergillus tamari (n=2)  
Sem 

identificação  

Sem 

identificação  

Aspergillus  

Sem identificação  

tamari  

Sem identificação  
Aspergillus  tamari  

Aspergillus parasiticus (n=2)  Aspergillus   flavus  Aspergillus   flavus  Aspergillus  
                  flavus  

         novoparasiticus  

Aspergillus novoparasiticus (n=1)  Aspergillus   flavus  Aspergillus   flavus  Aspergillus   flavus  

Seção Nigri              

Aspergillus niger (n=5)  Aspergillus   niger  Aspergillus   niger  Aspergillus  
 niger  

 tubingensis  

Aspergillus tubingensis (n=1)  
Sem 

identificação  

Sem 

identificação  
Aspergillus   niger  Aspergillus           tubingensis  

1 IVD: in vitro diagnostics, aprovado para uso clínico; 2RUO: research use only, apenas para pesquisa  
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Tabela 10. Identificações fornecidas pelas diferentes bibliotecas de espectros de referência para identificação de Aspergillus das Seções Usti, 

       Versicolores, Clavati e Terrei. 

         Espécie analisada  

(n. isolados)  

  Biblioteca    

  IVD1 RUO2 RUO + in house  

  Gênero  Espécie  Gênero  Espécie  Gênero  Espécie  

Seção Usti             

Aspergillus calidoustus (n=1)  Aspergillus calidoustus Sem identificação Sem identificação Aspergillus calidoustus 

Seção Versicolores       

Aspergillus versicolor (n=1)  Sem identificação Sem identificação Sem identificação Sem identificação Aspergillus versicolor 

Aspergillus sydowii (n=1)  Aspergillus sydowii Aspergillus sydowii Aspergillus sydowii 

Seção Clavati       

Aspergilllus clavatus (n=1)  Sem identificação Sem identificação Aspergillus clavatus Aspergillus clavatus 

Seção Terrei       

Aspergillus terreus (n=2)  Aspergillus terreus Aspergillus terreus Aspergillus terreus 

1 IVD: in vitro diagnostics, aprovado para uso clínico; 2RUO: research use only, apenas para pesquisa  
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As bibliotecas IVD, RUO e RUO+in-house demonstraram identificação correta 

de gênero em 91,5%, 84,5% e 100%, respectivamente, enquanto que para a 

identificação de espécie, os resultados foram corretos em 83,1%, 77,4% e 

90,1%, respectivamente. Para as espécies crípticas (tabela 3 e 4 ) as bibliotecas IVD, 

RUO e RUO+in-house demonstraram identificação correta em 31,2%, 18,7% e 

62,5%, respectivamente. Os desempenhos das três bibliotecas analisadas estão 

resumidos na Figura 10. 

 

 
 

Figura 10. Percentual de identificação de gênero, espécie e espécies crípticas, de acordo 

com o espectro de referência analisado.  

 

 

 

Entre as espécies crípticas, o sistema IVD identificou corretamente as espécies 

A. lentulus, A. calidoustus e A. sydowii. O sistema RUO identificou as espécies A. 

lentulus, A. sydowii e A. tamari. O sistema RUO+in-house apresentou os melhores 

resultados, identificando corretamente A. pseudofischeri, A. udagawae, A. lentulus, A. 

calidoustus, A. tubingensis, A. sydowii e A. tamarii. 
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 6. DISCUSSÃO 

 

A identificação molecular dos isolados clínicos de Aspergillus do HC-FMUSP 

mostrou que A. fumigatus, A. flavus e A. niger foram as principais espécies entre os 

isolados analisados. Uma baixa frequência (<4%) de espécies crípticas foi caracterizada, 

com apenas um isolado da espécie A. lentulus (Seção Fumigati) e outro de A. 

parasiticus (Seção Flavi). Porém, Negri et al., 2014 encontraram uma prevalência de 

19% de espécies crípticas de Aspergillus em 133 amostras de 12 centros brasileiros, 

coletadas entre 2006 e 2013. O curto período de tempo no qual as amostras foram 

coletadas no presente estudo, e o fato de serem do mesmo centro médico, podem estar 

relacionados à baixa prevalência de espécies crípticas identificadas.  

 Infecções invasivas por espécies crípticas de Aspergillus da Seção Fumigati 

resistentes aos derivados azólicos são preocupantes, já que voriconazol é a primeira 

escolha terapêutica (Lamoth, 2016; Paterson, 2016). Porém, poucos são os estudos que 

descreveram a frequência de espécies crípticas de Aspergillus da Seção Fumigati 

resistentes aos azólicos, com percentuais que não ultrapassam 5% do total de isolados 

clínicos analisados (Lamoth, 2016).  Entre os isolados do HC-FMUSP, apenas um A. 

lentulus foi identificado. Trata-se de um isolado obtido de uma amostra do trato 

respiratório inferior, mas os dados clínicos disponíveis não permitiram estabelecer o 

diagnóstico de Aspergilose Invasiva (AI). No Hospital do Rim foi documentado o único 

caso de AI por A. lentulus no Brasil, que ocorreu em paciente transplantado renal, sendo 

que a identificação fenotípica inicial foi de A. fumigatus (Bastos et al., 2015). Tal caso é 

uma ilustração das limitações da identificação macro e micromorfologia de isolados do 

gênero Aspergillus, que além de levar vários dias (3-14 dias), é limitada a nível de 

Seção e pode ser imprecisa em mais de 20% das vezes (Gautier et al., 2014).  
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 A EM MALDI-TOF vem sendo explorada há quase uma década para 

identificação de fungos filamentosos, destacando-se o trabalho pioneiro do grupo 

francês chefiado pelo Professor Renaud Piarroux (Cassagne et al., 2011). Vários 

métodos de extração de proteínas foram testados e a inativação das estruturas fúngicas 

(conídios e hifas) com etanol a 70%, e extração com ácido fórmico 70% e acetonitrila, 

são essenciais e comuns a todos (Cassagne et al., 2011, Lau et al., 2013).  

A diferença entre os protocolos utilizados está no método de coleta das 

estruturas fúngicas, seja com swab umedecido, como recomendado pela bioMérieux, ou 

através da coleta de material com bisturi (Lau et al., 2013; Normand et al., 2017), ou 

ainda pelo cultivo em meio líquido e posterior centrifugação do material (Schulthess et 

al., 2014). Os organismos foram analisados inicialmente pela utilização do método de 

coleta das estruturas fúngicas com swab umedecido, mas se mostrou pouco produtível 

para amostras de crescimento lento e com pouca esporulação (ex. A. lentulus), e 

espectros de má qualidade eram produzidos repetitivamente, apesar da insistência.  

Assim, o método alternativo de cultivo em meio líquido com homogeneização 

constante permitiu que isolados de difícil crescimento em meio sólido produzissem 

micélio homogêneo e fácil de ser emulsionado, o que facilitou a coleta de material, 

extração de proteínas, e obtenção de espectros de melhor qualidade. Há críticas quanto à 

utilização de cultivo em meio líquido para fungos filamentosos, devido ao risco de 

contaminação por esporos em aerossol e pela incapacidade de visualizar características 

fenotípicas macro e microscópicas. Mas na rotina laboratorial do HC-FMUSP, a cultura 

de biópsias para fungos mostra-se segura, sem contaminação cruzada e útil para o 

diagnóstico de infecções com inóculos pequenos, desde que o material seja inoculado, 

manuseado e incubado em condições adequadas, com o uso de cabine de biossegurança 

e tubos devidamente vedados. Em nossos resultados o protocolo alternativo foi o  
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cultivo em meio líquido com homogeneização constante que demonstrou-se mais eficaz 

para a obtenção de espectros de melhor qualidade (adaptado por Schulthess, 2014). 

 O aparelho de EM MALDI-TOF VITEK MS® e sua biblioteca de ER IVD 

(versão 3.0) foi recentemente aprovado pelo U.S. Food and Drug Administration (FDA) 

para identificação de fungos filamentosos (Rychert et al., 2018), e dois recentes estudos 

mostraram desempenho de 86-93% de identificações corretas de espécies do gênero 

Aspergillus (McMullen et al., 2016; Rychert et al., 2018), performance similar à 

apresentada neste estudo. Em comparação a análises prévias realizadas com o 

equipamento da Bruker e sua biblioteca IVD (Bruker Daltonics, Alemanha), o sistema 

VITEK MS®, aprovado para uso clínico, apresenta melhor performance para 

identificação de espécies de Aspergillus (Lau et al., 2013, Normand et al., 2017). Estudo 

recente que comparou as performances dos sistemas IVD do VITEK MS® e Bruker 

para identificação de fungos filamentosos (Dupont et al., 2018), incluindo 56 amostras 

de Aspergillus spp., mostrou desempenho superior do sistema VITEK MS® (72% vs. 

55%).   

Espécies com resistência intrínseca ao voriconazol, como A. lentulus e A. 

calidoustus, foram previamente analisadas e corretamente identificadas pelo sistema 

VITEK MS® (McMullen et al., 2016; Rychert et al., 2018). Porém, ao se comparar os 

isolados avaliados em tais estudos e neste trabalho, houve variabilidade quanto às 

espécies crípticas de Aspergillus analisadas. Por exemplo, as espécies resistentes aos 

derivados azólicos como A. fumigatiaffinis, A. udagawae, N. pseudofischeri (A. 

thermomutatus) não foram avaliadas previamente e, neste estudo, não tiveram 

identificação correta pelas bibliotecas comerciais, devendo ser incluídas em próximas 

versões. Outras espécies crípticas não analisadas anteriormente no VITEK MS® são A. 

parasiticus e A. tamari da Seção Flavi. As análises deste estudo mostraram que os 
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isolados de A. tamari e de A. flavus apresentaram espectros com menos de 25% de 

similaridade (vide dendrograma Figura 9). Tal diferença foi relevante, já que isolados 

de A. tamari não tiveram identificação de gênero e espécie pela biblioteca IVD. Sendo 

assim, A. tamari é outra espécie críptica que deve ter perfis espectrais incluídos na 

biblioteca comercial, para melhorar o desempenho de identificação de espécies de 

Aspergillus da Seção Flavi. Dentre as espécies da Seção Nigri, destaca-se A. tubingensis 

que também ainda não havia sido analisada no VITEK MS®, e de forma similar à A. 

tamari, não teve identificação de gênero e espécie pela biblioteca IVD. 

A construção de bibliotecas de ER in-house tem se mostrado necessária para 

melhor desempenho da EM MALDI-TOF para identificação de fungos filamentosos 

(Cassagne et al., 2011; Lau et al., 2013). Uma das primeiras versões da biblioteca de ER 

de fungos filamentosos da Bruker (Bruker Daltonics), apresentou menos de 1% de 

identificações corretas ao ser avaliada por pesquisadores do National Institutes of 

Health dos EUA (Lau et al., 2013).  Neste mesmo estudo, a biblioteca in-house 

apresentou 88.9% de identificações corretas para os 421 fungos filamentosos 

analisados.  

A maior biblioteca de ER para fungos filamentosos foi construída pelo grupo 

francês chefiado pelo já mencionado Professor Renaud Piarroux. Tal biblioteca contém 

11.851 espectros de 938 espécies, incluindo espécies crípticas de Aspergillus (Normand 

et al., 2017). De maneira pioneira, a biblioteca está disponível online (MSI web) e 

usuários dos equipamentos da Bruker podem ter acesso e analisar remotamente 

espectros de massa, e submetê-los para identificação (Normand et al., 2017). Em 

recente análise multicêntrica, o sistema MSI web foi avaliado para identificação de 

5018 isolados de Aspergillus, com 99,6% de acertos para espécies não-crípticas e 66,1% 

para espécies crípticas (Imbert et al., 2019).  Os erros de identificação de espécies 
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crípticas foram relacionados a espécies filogeneticamente próximas (ex. A. 

tennesseensis e A. creber da Seção Versicolores). Entretanto, não houve cruzamento de 

identificação de espécies crípticas com não-crípticas (Imbert et al., 2019).  Apesar da 

casuística menor do presente estudo, os resultados foram similares aos obtidos através 

do sistema MSI web, com 62,5% de identificações corretas de espécies crípticas. 

McMullen e colaboradores avaliaram o sistema VITEK MS® para identificação de 

fungos filamentosos e também construíram uma biblioteca in-house (sem dados quanto 

ao número e espécies dos ERs). Neste estudo, entre 18 espécies crípticas de Aspergillus, 

apenas oito tiveram identificação correta (44,4%) (McMullen et al., 2016). O 

desempenho inferior apresentado por esses autores em comparação aos resultados deste 

estudo, pode ser explicado por limitações como uso restrito de apenas um protocolo de 

extração de proteínas, e pela biblioteca de ER com poucos representantes de espécies 

crípticas de Aspergillus.  

7. CONCLUSÕES 

 A identificação de espécies crípticas de Aspergillus tem relevância clínica e a 

EM MALDI-TOF pode ser uma alternativa aos métodos moleculares.  

 A adoção de protocolos de extração de proteínas alternativos ao recomendado 

pelo fabricante é necessária para melhor o desempenho da técnica.  

 A otimização da biblioteca comercial de ER do VITEK MS® através da inclusão 

de perfis espectrais de mais espécies crípticas se faz necessária.  

 Algumas espécies crípticas de Aspergillus podem apresentar identificações 

ambíguas com espécies filogeneticamente próximas. Porém espécies não-crípticas são 

discriminadas das crípticas, de maneira eficaz pela EM MALDI-TOF.  
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8. ANEXO 

Anexo A. Aprovação do comitê de ética em pesquisa. 
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