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RESUMO

A resisténcia de Aspergillus fumigatus a drogas azoélicas ocorre, principalmente, através de duas
vias: in vivo como consequéncia da terapia antiflingica, e em isolados do ambiente, associado ao
uso de fungicidas na agricultura. A utilizagdo da espectrometria de massas através da técnica de
MALDI-TOFMSreduz o tempo de diagndstico em comparagdo com métodos de rotina ao
determinar o fingerprint proteico do isolado clinico.Assim, objetivou-se conhecer a concentragao
minima inibitoria de itraconazol e voriconazole as alteragdes no perfil proteicoem 21 isolados
linhagens dedspergillus fumigatus e relacioné-los a resisténcia fingica. Foram obtidos 20 isolados
ded. fumigatusestocados na Colecdo de Culturas URM e um isolado da Universidade de Nantes,
Franga. Todos foram submetidos a testes de sensibilidade antifingica através do método de
microdilui¢do em caldo para determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) frente aitraconazol
e voriconazol. A detec¢do de resisténcia foi determinada pela mudanga minima do plano espectral
proteico obtida no MALDI-TOFMS, apds o cruzamento de cada concentragdo do espectro com uma
das duas concentragdes extremas, maxima ou nula, onde se formou uma matriz a partir do Indice de
Correlacado do Composto, que foi utilizado para gerar mapas de calor. Entre os Aspergillus
fumigatus testados, dois apresentaram resisténcia aovoriconazol.A CIMe a mudanga minima no
perfil proteico obtido através do CLSI e MALDI-TOF apresentaram concordancia de 85,7% e
90,47% para voriconazol e itraconazol,respectivamente. Com a técnica doMALDI-TOF MS
foipossivel determinar o breakpoint de Aspergillus fumigatus ap6s 3 horas de exposicdo ao
antifingico e permitiu predizer a melhor escolha terapéutica para pacientes com algum quadro

infeccioso por esse fungo filamentoso.

Palavras-chave: Fungo Filamentoso. Resisténcia antifungica. Azolico. Proteina. MALDI-TOF MS.



ABSTRACT

The resistance of Aspergillus fumigatus to azolic drugs occurs mainly through two routes: in vivo as
a consequence of antifungal therapy and, isolated from soil / water, associated with the use of
fungicides in agriculture. The use of mass spectrometry using the MALDI-TOF / MS technique
reduces the time of diagnosis compared to routine methods. Thus, it was aimed to know the
minimum inhibitory concentration of itraconazole and voriconazole and the changes in the protein
profile in 21 isolates of Aspergillus fumigatus and to relate them to fungal resistance. All A.
fumigatus were submitted to antifungal sensitivity tests using the microdilution method (MIC) with
concentrations of 0.0313 to 8 pg.mL-1 antifungal. Resistance detection was determined by the
minimum change in the protein spectral plane obtained in MALDI-TOF / MS, after crossing each
concentration of the spectrum with one of the two extreme concentrations, maximum or zero, where
a matrix was formed from the Index of Correlation of the Compound used to generate heat maps.
Among the Aspergillus fumigatus tested, two had resistance to voriconazole. The MIC and the
minimal change in the protein profile obtained through MIC and MALDI-TOF presented
concordance of 83.3% and 88.8% for voriconazole and itraconazole, respectively. the MALDI-TOF
MS technique, it was possible to determine the Minimum Inhibitory Concentration of Aspergillus
fumigatus after 3 hours of exposure to the antifungal and allowed to predict the best therapeutic

choice for patients with invasive aspergillosis.

Keywords: Filamentous fungi. Antifungal resistance. Azole. Antifungal activity. MALDI-TOF.
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1 INTRODUCAO

Aspergillus fumigatus € o patdogeno fungico mais prevalente nos paises desenvolvidos,
provavelmente, pela facilidade de disseminac¢do dos seus conidios, causando a aspergilose invasiva
(Al)em pacientes imunocomprometidos ou com outros fatores de risco. Emmedia 79,1%dessas
pessoas desenvolvem esta doenca que ¢ de rapida progressdo,que em 85% dos casos sdo fatais
(WHITE, 2018). Estesgerminam e produzem um micélio vegetativo filado e septo decorrente da
producdo de proteinas fungicas que promovem sua invasdo em vias respiratorias e seu crescimento
no parénquima pulmonar no hospedeiro. Graus variados de imunossupressdo no organismo
predispdem a instalacdo desta infecg¢do, a partir da adesdo do fungo, disseminacdo e nutrientes
necessarios para o seu crescimento, além de fatores predisponentes intrinsecos para a progressao da
doenca que podem conferir resisténcia aos mecanismos antifungicos do hospedeiro,sendo assim um
patogeno emergente circunstancial (LATGEet al.,2001; MORIO et al, 2012).

A aspergilose tem como tratamento instituido a utilizacdo de farmacos da classe dos
triazois (Sales, 2009), que inibem de forma ndo competitiva e reversivel, enzimas que participam
das etapas finais da biossintese do ergosterol. A principal enzima inibida ¢ alanosteroll14-
desmetilase, uma enzima microssdmica docitocromoP-450 (gene CYP51), codificada pelo gene
ERGI11 e complexada a umaflavoproteina(CLAUDIA, 2006). Contudoeste tratamento vem
tomando-se incerto ou duvidoso ou inadequado, com a caracterizagdo de mais espécies resistentes
aos azdlicos, queestaestreitamente ligada ao modo de acdo da droga (Gene CYP51)(RUSSCHER,
2014). Este tipo de mutacio de resisténciafoi detectado em quatro paises na Europa, Asia, Africa, e
mais recentementena Ameérica,sugerindo uma migragdo geografica do mecanismo de resisténcia
(WIEDERHOLD, 2016).Nesse sentido,a disseminagdao de estirpes do patdgeno resistentes aos
medicamentos ao longo dos ultimos anos, tornou-se um importante problema de satide publica,
havendo a necessidade de diagosticos com mais rapides.

Atualmente, o método in vitromais utilizado para categorizar a sensibilidade ou resisténcia
de Aspergillus fumigatus frente a antimicéticos ¢ teste de susceptibilidade preconizado pelo
“ClinicalandLaboratory Standards Institute” (CLSI) que juntamente com ferramentas genéticas, sao
utilizados nas rotinas laboratoriais para a confirmacdo de resisténcia aos antifiungicos. Contudo,
estes testes levam 48hs ou mais para serem concluidos, sendo prejudicial a recuperacdo de
pacientesem quadros clinicos como a aspergilose invasiva que demonstra ser uma infec¢ao de
répida progressao clinica.

O teste de susceptibilidade a drogas frente a microorganismos patogénicos ¢ uma ferramenta
indispensavel e desafiadora na luta contra doengas infecciosas.A utilizagdo de MALDI-TOF

MS(dessor¢ao a laser assistida por matriz ionizante- espectrometria de massa por tempo de voo) na



Eduardo, Marques.Perfil Proteico de Resisténcia de Aspergillus fumigatus a Itraconazole e voriconazole. 14

microbiologia, tem auxiliado a identificacdo de espécies de fungos em menores periodos de tempo,
e recentemente tem sido utilizado por pesquisadores para determinar o perfilproteico de resisténcia
(CASSAGNE, 2016). Ainda ha poucos estudos relacionados aos fungos filamentosos, que
evidenciam relacdo do perfil proteico e a resisténcia aos antifungicos utilizados na terapéutica.
Contudo oespectro das proteinas por MALDI — TOF MS pode ser prontamente estabelecido para
descrever o perfilprotedmicode resisténciadodspergillus fumigatus, diminuindo o tempo de inicio
da terapia e melhorando a precisao do diagnostico.Adicionalmente, o beneficio podera ser estendido

aensaios clinicos e para monitorar o surgimento de resisténcia aos medicamentos.

1.1 PROBLEMAIZACAO

A relagdo da Concentracdo mimima inibitoria a criagdo deperfil proteico caracteristico da
interacdo do Aspergillus fumigatus resistente, quando exposto a droga, ainda ndo desenvolvida
necessita de novos estudos para uma melhor escolha terapeutica objetivando melhor tratamento para

a infecgao.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Conhecer a concentracdo minima inibitoria de Aspergillus fumigatus mantidos na Micoteca
URM e relacionar ao perfil proteico de resisténcia ao itraconazol.

1.2.2 Objetivos especificos

e Determinar a concentragdo minima inibitoria de itraconazol frente a Aspergillus fumigatus
mantidos na Micoteca URM;

e Identificar resisténcia do Aspergillus fumigatus a itraconazol;

e C(lassificar perfil de resisténcia do Aspergillus fumigatus mantidos na micoteca URM
(UFPE);

e Descrever perfil proteico de Aspergillus fumigatus mantidos na Micoteca URM.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPERGILLUS FUMIGATUS

Acredita-se que exista mais de 250 espécies dedspergilluse que podem ser encontrados
em diversos ecossistemas. O nome Aspergillus foi colocado por um padre Italiano, Pe. Pier Michel,
devido a semelhanga do conididéforo do fungo com o instrumento de madeira ou metal, o asperge
(latim aspergillium), utilizado durante o culto religioso para aspergir Agua Benta nos fiéis.

A identificagdo de Aspergillusfumigatusé baseada, predominantemente, na morfologia dos
conidioforos e conidios. A. fumigatusapresenta conidios, equinulatos, verdes, com 2,5 a 3um de
diametro e produzidos em cadeias nas fidlides esverdeadas, com 6 a 8 por 2 a 3 um de tamanho.
Alguns isolados de A. fumigatusndo apresentam pigmentos e possuem conidios brancos.A.
fumigatus tem crescimento rapido, o tamanho da colonia atinge 4+1cmem uma semana, quando
cultivadas em agar Czapek-Dox a 25°C.O Aspergillus fumigatus faz parte da secdo fumigati,
juntamente com as espécies 4. brevipes, A. duricaulis, A. unilateralis, e A. viridinutan ¢ a forma
teleomorfa ¢ a Neosartorya fumigata(KLICH, 2002; RAPER,1965;SAMSON et al, 2014; LATGE,
2017)

Os perfis de metabolitos secundarios, incluindo micotoxinas e antibidticos, produzidos por
A. fumigatus e suas variantes morfologicas sdo: fumagilina, fumitoxina, fumigaclavina, fumigina,
fumitremorgina, gliotoxina, monotripacidina, triptoquivalina, acido helvdlico e metabolitos de duas
familias cromoéforas (FUA e FUB) ndo caracterizadas quimicamente (FRISVAD, 1990;
MATSUDA., 2005).

A atriovenzima (glutamato desidrogenase) ¢ comum a todas as estirpes de 4. fumigatus.
Algumas enzimas como a lactato desidrogenase, superoxido dismutase, isocitratedehidrogenase,
aspartato aminotransferase, glucose-6-fosfato desidrogenase e fosfogluconato desidrogenase foram
relatadas como monomorficas, embora os dados variem, e outras enzimas exibem
estruturapolimorfica como a malato desidrogenase, glucose fosfato isomerase, fosfoglucomutase,
hexoquinase, esterase, malato desidrogenase, peptidases, frutose-quinase, nucledsido fosforilase de
purina e fosfatases. No entanto, uma vez que os padrdes de electroforese de enzimas multilocusde
espécies estreitamente relacionadas ndo foram investigados, a sua utilidade como uma ferramenta

taxonomica geral ¢ desconhecida(LATGE.,2017).
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2.2 ASPERGILOSE

Esses fungos sdo patdogenos oportunistas, podendo provocar colonizagdo em cavidade pré-
existentes, infec¢do propriamente dita, processos alergicos e intoxicagdo (SIDRIM, 2004; LACAZ,
2002). A espéciemais prevalente nos paises desenvolvidos ¢ o Aspergillus fumigatus, que
provavelmente, pela facilidade de disseminagdo dos seus conidios, causam a aspergilose invasiva
(Al)em pacientes imunocomprometidos (WHITE., 2018).

Doengas causadas por Aspergillusfumigatus sao multiplas e afetam individuos que sofrem de
disfunc¢des imunes. Os determinantes desse encontro ¢ um hospedeiro susceptivel com propagulos
infecciosos deste saprobio filamentoso, que resulta em infec¢do. Vérias caracteristicas celulares de
A. fumigatus que evoluiram em seu ambiente natural contribuem para sua viruléncia, bem como a
interacao com o hospedeiro mamifero. Entre os constituintes conidiais, componentes da parede
celular, proteinas segregadas, bem como extrolitos, formam a estreita interagdo de A. fumigatus com
o meio, hospedeiro e também contribuem para a evasdo da vigilancia imunologica.A. fumigatus
deve ser capaz de aderir e penetrar nos epitélios respiratorios humanos e matar as células
circunlantes, em particular as células fagociticas que estdo ativamente envolvidas na defesa contra
A. fumigatus(KRAPPMANN., 2016; LATGE., 1999).

A colbnia doA. fumigatus ¢ composta por células multinucleadas com septacgdo, as hifas
sdo incorporadas em uma matriz extracelular (ECM) que podem formar um biofilme. Os biofilmes
sao formados na condi¢do de crescimento estatico ou in vivo durante a formagdao de um
aspergiloma. A composicdo e estrutura da parede celular diferem substancialmente entre as hifas

que crescem individualmente ou dentro de um biofilme (LATGE, 2017).

2.2.1 Diagnostico e sintomas

Os conidios do 4. Fumigatus possuem adesinas que se ligam especificamente a varias
proteinas circulantes no hospedeiro ou a membrana basal: fibrinogénio, laminina, complemento,
fibronectina, albumina, colageno e proteinas tensioativas(LATGE.,1999; LATGE.,2017). A ligacdo
ocorre por meio de interagdes fisico-quimicas ndo especificadas e/ou reconhecimento reciproco de
receptor-ligante. A camada de parede celular mais externa dos conidios do A. fumigatus ¢
caracterizada pela presenca de fasciculos de rodlets entrelagados. Esta camada, que ¢ composta de
proteinas hidrofébicas (hidrofobinas), que confere propriedades hidrofobicas ao conidio do A.
fumigatus(THAU,1994). As hidrofobinas sdo uma familia de proteinas homologas que estdo
presentes na superficie de conidios secos de diferentes espécies fungicas (WESSELS,1993). Todas
as hidrofobinas tém oito residuos de cisteina conservados, padrdes hidropaticos semelhantes e
massa molecular de baixa gama de 10 a 20 kDa e s3o extremamente resistentes a degradacgdo

quimica. As moléculas de carboidratos e proteinas na superficie dos conidios estdo envolvidas na
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ligacdo as proteinas dos hospedeiros de uma forma especifica(MANDAN, 1997). As lectinas
especificas de acido fucose e sidlico também foram identificadas na parede celular dos conidios. O
receptor para a laminina ¢ uma glicoproteina de 72 kDa, também, presente na superficie do conidio
(LATGE, 2001). A ligagdo de fibrinogénio, laminina, fibronectina ao complemento esta associada
com as camadas de parede externa e interna dos conidios com uma localizacdo diferente para cada
proteina, sugerindo que, diferentes proteinas dedspergillus fumigatus se ligam a proteinas Unicas
dos hospedeiros. O A. fumigatus resiste a temperatura corporal de 37° C, o que contribue para o

fator de virulencia (LATGE., 2017)

Quadrol. Mecanismo de viruléncia dedspergillus fumigatus .

Categoria Molécula Func¢ao em vivo
. o Ribonuclease : i
Moléculas toxicas ,' Morte da célula hospedeira
Hemolise Lise dos globulos vermelhos
Metabolitos . . ~
. Gliotoxinas Imunossupressao
secundarios
Protease sérica Promover a matriz pulmonar
Proteina aspartica
Metaloprotease Colonizagdo ou/e degradagdo
i — i de fator humoral
Enzimas Dipeptidiopeptidases
Catalases ..
id Antioxidantes durante a
S}lperox1 0 fagocitose
dismutases
Fosfolipases Dano epitelial

Fonte: Latgéet (2001).

A primeira técnica utilizada para a detec¢do de A. fumigatus circulante na corrente sanguinea
foi o de aglutinagdo indireta com particulas de latex para detec¢do da galactomanana, sendo
substituido pelo método deELISA (Platelia™Aspergillus EIA). este ensaio foi aprovado pelo FDA
para utilizagdo no diagnostico da aspergilose invasiva quando realizado com amostras de soro
(PFEIFFER, 2006).

A galactomanana ¢ um polissacarideo que faz parte da camada externa da parede celular de
Aspergillus fumigatus, sendo liberada durante seu crescimento. A técnica baseia-seno método Elisa
sanduiche que utiliza anticorpos monoclonais (EB-A2) de ratos que foram imunizados ao entrar em
contato com cepas de 4. fumigatus. Tais anticorpos reconhecem o epitopo de galactofuranose da
galactomanana, ligando-se a este (TANASE, 2012) A detec¢io da galactomanana &

predominantemente realizada em amostras de soro, porém a presenca deste antigeno também pode
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ser detectada por meio da andlise de tecidos e de outros fluidos biologicos, incluindo o lavado
broncoalveolar, liquor e urina(LATGE., 2017)

A reagdao em cadeia da polimerase (PCR) ¢ um tipo diferencial de diagnostico, do qual ¢
possivel detectar o DNA do agente causador da doenca por meio da replicagdo in vitro de uma
sequéncia alvo caracteristica do micro-organismo pesquisado(NIERMAM., 2005; LATGE., 1999).
Os alvos moleculares mais comumente utilizados baseiam-se nos complexos de DNA ribossémico e
mitocondrial, pelo fato de apresentarem multiplas copias ao longo do genoma: 35 e 12,
respectivamente.Neste presente método varios tipos de diagnosticos podem ser utilizados,porém os
que mais demonstram resultado de acordo com Buchheidter a/(2001) sdo amostras derivadas de
LBA(lavado bronquio alveolar) e amostras sanguineas.

A aspergilosebronco pulmonar alérgica (ABPA), oaspergiloma e a Al, sdo sindromes
envolvendo o crescimento micelial de A. fumigatus no corpo e, especificadamente, cada tipo de
infeccdo tem uma sua singularidade (KOSMIDIS., 2015).

A principal porta de entrada deste micro-organismo e o local de infeccdo € o trato
respiratorio. Embora, outros locais,como pele, peritonio, rins, 0ssos, olhos e trato gastrointestinal,
entretanto, as infec¢des ndo respiratdrias sdo raras, mesmo tendo sido descritas no hospedeiro
normal ou no imunocomprometido (MORENO, 2016;DENNING, 1998). As doengas pulmonares
causadas por 4. fumigatus podem ser classificadas de acordo com o local da doenca, dentro do trato
respiratorio € ao longo da colonizagdo ou invasdo medular, ambas influenciadas pelo estado
imunolégico do hospedeiro (LATGE.,2017). Segundo Salles et al. sdo critérios de diagnosticos a
obstrucao bronquica episddica, a eosinofilia periférica, a presenga de anticorpos especificos contra
antigenos deAspergillusspp., a reacdo cutdnea imediata a antigeno dedspergillusspp., a elevagao
sérica de IgE, a presenca de infiltrados pulmonares que resolvem com corticoides e bronquiectasias
centrais. Os critérios de diagndsticos secunddrios sdo: deteccdo de isolados deAdspergillus,
expectoracdo de moldes bronquicos, elevacdo de IgE especifica contradspergillusspp. .Para o
diagnostico deste tipo de infeccdo a confirmac¢do com cultura ¢ importante para diferenciar de
infeccao causada por outros fungos filamentosos. O valor preditivo positivo de uma cultura de
material respiratorio ndo estéril aumenta com o aumento da imunossupressao (WALSH., 2008).Na
histologia, encontrar uma hifa hialina septada, ramificada em angulo agudo (hifas dicotdomicas) nao
¢ especifico paradspergillusspp., outros métodos, como PCR, podem ser necessarios para a
identificacao do fungo.(BARNES., 2006).

Ja a infecgdo caracterizada poraspergiloma invasivo (Al), comumente referida como bola
fingica, ocorre em cavidades pulmonares, pré-existentes, causadas possivelmente por tuberculose,
sarcoidose ou outros distirbios pulmonares e nos seios paranasais cronicamente obstruidos

(SOUBANI, 2002). Historicamente, no inicio dos anos 50, essa sindrome era a forma classica de
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aspergilose, ocorre, ainda hoje, em pacientes com doencas pulmonares. O aspergiloma consiste
numa massa esferoide de hifas embutida numa matriz de proteina com estruturas esporuladas na
periferia, todas as quais sao encontradas externas ao revestimento da cavidade, isto €, na via aérea.
A hemoptise resulta da ruptura dos vasos sanguineos na parede da cavidade ocupada pelo fungo ou
no suprimento da artéria pulmonar, a centimetros do aspergiloma (DIXON., 1992; LATGE., 2017).

Aaspergilose invasiva(Al) tornou-se uma das principais causas de morte, principalmente,
entre os pacientes onco-hematologicos. A incidéncia média de Al ¢ estimada em 5 a 25% em
pacientes com leucemia aguda, 5 a 10% ap6s TMO alogénico e 0,5 a 5% apds tratamento citotoxico
de doencas do sangue ou transplante de 6rgaos solidos e TMO autdlogos. Al acomete 19 a 26% dos
pacientes com transplante cardiaco-pulmonar, e 1 a 10%,em ordem decrescente, os receptores de
figado, coragdo, pulmioe rim (LATGE, 1999). Embora a Al seja reconhecida como a principal
infec¢do fungica em pacientes com cancer, sua incidéncia ¢ provavelmente subestimada devido a
baixa sensibilidade dos testes diagnodsticos (KAISER, 1998). Aaspergilose invasiva, também, ocorre
em pacientes com condi¢des ndo hematdgenas subjacentes; E cada vez mais relatada em pacientes
com AIDS (1 a 12%) e também ¢ uma complicacdo infecciosa comum de doenca granulomatosa
cronica - CGD (25 a 40%). Em contraste, raramente ¢ encontrada em pacientesimunocompetentes
(KARIN, 1997).

De acordo com Soubanietal(2002; 2015) ABPA ¢ uma complicagdo pulmonar alérgica mais
grave causada por espécies de Aspergillus. Ocorre em pacientes que sofrem de asma atdpica ou
fibrose cistica. A ABPA ocorre, aproximadamente, 1 a 2% dos pacientes asmaticos (15% dos
pacientes asmaticos sensibilizados a 4. fumigatus) e 7 a 35% dos pacientes com fibrose cistica. Os
sintomas sao semelhantes ao da asma classica, com uma Unica resposta imune celular e os
resultados patofisiologicos causados pela resposta de produtos das células T.Seus efeitos variam de
asma a destrui¢do total dos pulmdes com caracteristicas clinicas, sorologicas, radioldgicas e
patologicas definidas.

Senti falta de aspergilose pulmonar cronica e aspergilose cutanea

2.3 ANTIFUNGICOS
As drogas recomendadas para a terapéutica primariada aspergilose invasiva sdo voriconazol e

itraconazol (WALSH, 2008; PATTERSON, 2016; ANVISA, 2014).

2.3.1 Voriconazol
O mecanismo de acgdo do voriconazol(Janssen Pharmaceutica, Beerse, Belgium)é
semelhante ao de todos os agentes triazolicos, ¢ a inibi¢do da desmetilagao independente de 14a-

lanosterol do citocromo P450 (CYP 450), que ¢ um passo vital na sintese de ergoterapia de
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membrana celular dosfungos. Para leveduras, o voriconazol apresenta-se com agdofungistatica,
assim como outros azoles. No entanto, para Aspergillus fumigatus, voriconazol e outros azoles de
segunda geracao possuem a¢ao fungicida. Este efeito pode referir-se a maior agao dos novos azoles
a l4o-desmetilase de lanosterol, em comparacdo com a encontrada em leveduras, o que pode
permitir uma interrupcdo mais completa da sintese de ergosterol e levar a morte celular
(SARAVOLATZ, 2003)

O voriconazol parece ser amplamente ativo contra muitas espécies de Aspergillus,
incluindoAspergillus fumigatus. E émais eficaz do queo itraconazol. Os fungos dematiaceos e
hialinos, in vitro, sdo sensiveis ao voriconazol e resistentes a anfotericina B (SARAVOLATZ,
2003)

O potencial de interagdes medicamentosas com voriconazol ¢ alto devido ao seu
metabolismo por isoenzimas CYP450. Os indutores do CYP450, como rifampicina, barbitaricos de
acdo prolongada e carbamazepina, diminuem as concentragdes de voriconazol, e o uso desses
medicamentos em combinag¢do com voriconazol deve ser evitado. A co-administra¢do de rifabutina
e voriconazol ndo s6 leva a diminuicdo dos niveis do antifingico, mas também aumenta as
concentragdes séricas de rifabutina em niveis toxicos. O uso concomitante desses dois agentes
¢écontra-indicado. Uma interacdo similar de 2 vias ocorre entre voriconazol e fenitoina, que ¢ um
substrato CYP2C9 e um potente indutor de CYP450. Fenitoina diminui os niveis de voriconazol,
Quando os dois medicamentos sao administrados concomitantemente, a dosagem de voriconazol
administrada por via oral deve ser duplicada. No entanto, o voriconazol aumenta os niveis de
fenitoina ao competir pela enzima CYP2C9 pela qual a fenitoina ¢ metabolizada. Assim, os niveis
de fenitoina devem ser cuidadosamente monitorizados quando os dois agentes sdo usados
concomitantemente(SARAVOLATZ, 2003).

Para o voriconazol ndo foi definida uma gama terapéutica padronizada,a maioria dos estudos
disponiveis recomenda concentra¢des de aproximadamente 1-6 pg/mL. Ainda sdo necessarios
ensaios prospectivos e randomizados para confirmar a correlacdo entre as concentragdes
plasmaticas de voriconazol e os resultados clinicostHOWARD, 2008).

O voriconazol foi aprovado para o tratamento da aspergilose invasiva com base nos resultados de
um estudo de tratamento grande, multinacional e randomizado que comparou o voriconazol com a
anfotericina B e os resultados de um estudo menor, europeu, aberto e ndo comparativo(DENNING,

2002; HERBRECHT., 2002)
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2.3.2 Itraconazol

O itraconazol(Sporanox, Janssen XXXXX)¢ um agente antifingico ativo contra Aspergillus
fumigatus (SOUBANI., 2002). O nitrogénio livre da molécula azolcompete com o oxigénio no
atomo de ferro heme catalitico das enzimas do citocromo P-450.A principal enzima inibida ¢ a
lanosterol 14 -desmetilase, uma enzima microssomica do citocromo P-450 (CYP51), codificada
pelo gene ERG11, complexada a uma flavoproteina. A droga se liga através de um grupo nitrogénio
na posi¢ao 5 do anel azodlico ao grupo heme da enzima alvo e bloqueia a desmetilagdo do carbono
14 do lanosterol, gerando deplegdo de ergosterol e excesso de 14—metilesterois. O resultado ¢ um
acimulo de precursores que substituem o ergosterol na membrana celular gerando modifica¢des na
permeabilidade da membrana fungica, na atividade de enzimas ligadas a membrana (ATPase e
enzimas de transporte de elétrons), na coordenacao da sintese de quitina, ocorrendo a lise celular, e
portanto exercendo um efeito fungistatico (MAFFEIL 2006). Outra enzima que participa dessa
biossintese, além de ser atingida pelos azois ¢ a C-5 esterol redutase,codificada pelo gene ERG 3. O
hidroxitraconazol, um metabolito bioativo do itraconazol,tem atividade antifingica semelhante ao
composto origina(HOSTETLER., 1993).

O itraconazol liga-se muito fracamente ao citocromo de mamiferoP-450, o que reduz

consideravelmente a toxicidade da droga em seres humanos.

Figura 1-Via biossintética do ergosterol a partir do escaleno.

E=sterol
Gemne Enzima intermedisrio Imibidor
Esqualeno
RO Esqualeno epoxidase Adilarmminas
Tiocarbamatos
2.3 — omido
esqualemno
FRGT Lanosterol sintetase
Lanosterol
ERG11 Lanosterol 14 oo A rSis
desmetilase 1
FRG2A 14-esterol redutase 1 Mdorfolinas
FERG2S _,_—'
ERGX  C-4 esterol desmetilases 1
FRGTY Fimosterol
ERCES C-24 esterol myetil-
transferazse
Fecosterol
FRG2 C-8 esterol isconerase hlorfolinas
Episterol
ARG C-5 esterol redutase Awsis (7
HROGS C-22 esterol dezaturase
FROG2 C-24 esterol redutase
Ergosterol

Fonte: MAFFEI (2006)
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Para o itraconazol ser eficaz no tratamento deAle teruma absorcdo significativa com
distribuicdo sistémica, deve-semonitorar continuadamente a dose recomenda doitraconazol no soro,
uma vez que a absor¢do varia substancialmente entre pacientes. O itraconazol ¢ eficaz em doentes
com imunodeficiéncias menos graves, isto €, aqueles que sdo capazes de absorver itraconazol do
trato gastrointestinal, tais como transplante de 6rgdo so6lido, anemia aplastica ou pacientes com
linfoma, e com distarbios na imunidade celular. O antifingico ¢ eficaz em pacientes em tratamento
anterior que nao obteve éxito ou foi descontinuado devido anefro e hepatotoxicidade da
droga.Ocorre resisténcia em qualquer droga que estimule o metabolismo P-450 como por exemplo a
rifampicina, fenitoina, carbamazepina, fenobarbitona e essas drogas irdo interagir negativamente
com o itraconazol. Considerandoestas desvantagens,o itraconazol deve ser considerado uma droga
antifungica de segunda linha(LATGE, 1999).

Em pacientes cominfeccdo na fase aguda as doses recomendadas deve ser de 600 a
800mg/dia durante 3 a 4 dias, seguidos por 400 mg/dia, havendo também, um acompanhamento das
concentracdes no soro, que se estiverem entre 2 a 40mg/mL, ¢ provavel que ocorra uma resposta
positiva ao tratamento(LATGE, 1999; LATGE., 2017). Quando o tratamento requer longa duragio,
varios meses, mas ndo deve ultrapassar a 26 meses (devido ao alto indice de mortalidade apos essa
quantidade de tempo) . A longa duragdo do tratamento € possivel, uma vez que o itraconazol ¢ bem

tolerado pelos pacientes e a vantagem ¢ o uso fora do hospital.

2.4 RESISTENCIA FUNGICA

A resisténcia fingica adquirida desenvolve-se em resposta a exposicdo de fungos aos
compostos azolicos,isto mostra que a resisténcia a droga se desenvolve apds a exposi¢ao no
paciente ou em ambientes agricolas. As condi¢des favoraveis para o desenvolvimento da resisténcia
aosazolicosincluem a longa duragdo da exposi¢do ao farmaco e um elevado niimero de micro-
organismos em reproducdo(SNELDERS., 2008

A prevaléncia de isolados de Aspergillus resistente aos compostos azolicospodem diferir,
dependendo da localizagdo do hospital onde os pacientes sao admitidos e da doenga subjacente dos
pacientes. Determinar a epidemiologia local ou regional, especialmente em areas onde os isolados
resistentes aos azodlicos sdo encontrados no ambiente. Os pacientes podem inalar os esporos
resistentes aosazolicos no ar e subsequentemente desenvolverem uma doenca resistente a esses
antifingicos, mesmo quando nunca foram tratados com compostos azdlicos. Embora o risco de
inalacdo de esporos de Aspergillus resistentes aos azdlicos possa ser semelhante para todos os
pacientes (Sugiro inserir uma referencia aqui). A vigilancia sanitaria na Holanda indica que ha

variagdo das taxas de resisténciade isolados de Aspergillusdependendo da localizagdo dos hospitais.
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Quando os isolados de 4. fumigatussio provenientes de pacientes as taxas de resisténcia aos
azolicos variaram de 4,3% a 19,2% em 2013 ¢ 3,8% a 13,3% em 2014(VAN DER LINDEN, 2016).
Aspergillus fumigatus habitualmente abriga o mecanismo de resisténcia TR34 / L98H ou
TR46 / Y121F / T289A.Segundo Sneldersetal.(2008) a substituicdo da leucina pela histidina no
gene CYPSIA, juntamente com duas copias de uma sequéncia de 34 pb tendem no promotor do
gene (TR / L98H), ¢ o mecanismo de resisténcia dominante. A andlise por microsatélites indicou
que os isolados resistentes a itraconazol sdo geneticamente distintos, mas permanecem agrupados.
A resistencia ¢ conferida ao 4. fumigatus ¢ resultado de uma superproducao da enzima alvo
(lanosterol 14 desmetilase) e a alteragdo no alvo da droga que resulta em aumento do numero de
copias da enzima alvo e alteracdona ligacdo da droga sem alterar a capacidade de catalizar a

desmetilagao (MAFFEI., 2006).

2.5 MALDI-TOF MS

Na espectrometria de massas, a dessor¢ao / ionizagdo por laser sobre uma matriz organica
(MALDI) ¢ uma técnica de ionizagdo que utiliza uma matriz de absor¢ao de energia laser para criar
ions a partir de moléculas grandes com fragmentagdo minima (HILLENKAMP, 1991;
HILLENKAMP., 2014).

Nas ultimas décadas, o MALDI-TOF tornou-se uma das ferramentas mais eficazes para a
analise de biomoléculas. O principio geral do espectro de massas ¢ separar e detectar ions em fase
gasosa. O MALDI como principio para analise de grandes biomoléculas foi introduzido por Karas e
Hillenkamp (1987). Em resumo, a amostra ¢ incorporada na estrutura cristalina de pequenos
compostos organicos (matriz) e depositada em um suporte de amostra condutor. Os coquetéissao
irradiados com um raio laser pulsado de nanosegundos, por exemplo, um laser ultravioleta (UV)
com um comprimento de onda de 266 ou 337 nm. As energias introduzidas sio de 1 x 10’-5 x 10’
W / cm?. A energia do laser causa a decomposi¢io estrutural do cristal irradiado e gera uma nuvem
de particulas (a pluma) a partir da qual os ions sdo extraidos por um campo elétrico. Pode ser mais
bem descrito como uma conversao da energia do laser para a oscilagdo vibratéria das moléculas de
cristal. Isso resulta na desintegracdo do cristal. Apos a aceleragdo através do campo elétrico, os ions
derivam através de um caminho livre de campo e, finalmente, alcancam o detector (multiplicador de
elétrons secundario ou placa de canal). As massas de ions (taxas de massa e carga,m/z) sao
tipicamente calculadas medindo o TOF, que ¢ mais longo para moléculas maiores do que para
menores (desde que suas energias iniciais sejam idénticas). Com os ions predominantemente
carregados e ndo fragmentados,sdo geradas as massas de ions parentais que podem ser facilmente
determinadas a partir do espectro resultante sem a necessidade de processamento de dados

complexo. (HILLENKAMP, 1991; HILLENKAMP., 2014). As massas sao acessiveis como dados
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numéricos para processamento direto e andlise subsequente. Os TOF medidos durante um
experimento tipico MALDI estdo no intervalo de varios microssegundos (JURINKE, 2004).
Segundo JURINKE (2004) a dessor¢do a laser que assite uma matriz ionizante-
espectrometria de massa por tempo de voo (MALDI-TOF) identifica com precisdo bactérias e
fungos selecionadas em situagdes clinicas. Na qual no atual momento esta sendo avaliada para uso

rotineiro hospitalar.

2.6 DETECCAO DE RESISTENCIA POR MALDI-TOF MS

O MALDI-TOFMS esta emergindo como uma ferramenta importante e cada vez mais
amplamente disponivel em laboratorios de microbiologia clinica. Esta tecnologia permite a detecc¢ao
e identificagdesprecisas e sensiveis de bactérias e fungos através de amostras biologicas com micro-
organismos (VELLA, 2013).

Esses testes sdo principalmente realizados para orientar o tratamento de infec¢des ou em
casos de falhas terapéuticas. A selegdo e disseminagdo de estirpes de patdgenos resistentes aos
medicamentos ao longo dos ultimos 50 anos tornou-se um importante problema de saude publica
global que faz o teste de susceptibilidade a drogas de micro-organismos patogénicos uma
ferramenta indispensavel e na luta contra doengas infecciosas. Os testes de susceptibilidade
baseiam-se no crescimento de medi¢ao do crescimento microbiano frente a diferentes concentragoes
de farmacos, de modo a determinar a concentracdo minima de inibicdo (CIM) para a populacao de
um determinado patégeno, uma vez que o valor da CIM determinado in vitro ajuda a prever a
eficacia terapéutica(MARINACH, 2009).

O método de deteccdo de resisténcia fungica utilizando MALDI-TOFMS, tem
comoprincipiouma abordagem baseada em uma matriz de correlacdo gerado através de auto-
correlacdes e correlagdes cruzadas entre diferentes espectros. Esta matriz ¢ produzida por um indice
de correlagdo de composto (CCI), que permite de forma confidvel e precisa,a determinagdo da
concentracdo inibitoria minima que promove alguma alteracio/mudanga de perfil proteico.Este
valor de ponto final tem se tornado uma alternativa aoCIM, dependendo das mudangas protedmicas
detectaveis apds uma exposicao de células de fungos a diferentes concentragdes da drogas. Os
enderecos secundarios de MALDI-TOFMS fornecem uma economia de tempo clara (15 h versus 24

h ou mes 72h) sobre os métodos baseados em CLSI ou EUCAST.(VELLA, 2013)
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CULTURA DE FUNGOS

Para o desenvolvimento do projeto foram utilizadas 20 (vinte) culturas de
Aspergillusfumigatus (Sherf, 1943) provenientes da Micoteca URM (Tabela 2) do Departamento de
Micologia, Centro de Biociéncias, Universidade Federal de Pernambuco, Brasil e uma sensivel aos

antifngicos azoélicos, cedida pela Universidade de Nantes.

Tabela 1: Relag¢do de Aspergillusfumigatusestocadosa micoteca URM (UFPE) com o substrato de

isolamento, local e data

Registro URM Substrato Local Anode deposito
7315 Solo de mata atlantica Parana 2015
7306 Solo de bosque Sao Paulo 2015
7021 Olho humano Pernambuco 2013
7020 Olho humano Pernambuco 2013
6641 Folha de mata atlantica Parana 2012
6577 Esputo humano Pernambuco 2012
6576 Esputo humano Pernambuco 2012
6573 Lavado bronco alveolar Pernambuco 2012

humano
6571 Esputo humano Pernambuco 2012
6570 Esputo humano Pernambuco 2012
6568 Lavado bronco alveolar Pernambuco 2012
humano
6564 Lavado bronco alveolar Pernambuco 2012
humano
6562 Esputo humano Pernambuco 2012
6560 Esputo humano Pernambuco 2012
6559 Lavado bronco alveolar Pernambuco 2012
humano
6534 Solo de caatinga Pernambuco 2012
6483 Capsula de castanha da india Pernambuco 2011
6327 Conduto auditivo externo Pernambuco 2011
humano
6326 Conduto auditivo externo Pernambuco 2011
humano
Pulmoes de paciente
6200 Pernambuco 2010
humano transplantado

Fonte: o Autor (2018)
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3.2 TESTE DE SENSIBILIDADE IN VITRO AOS ANTIFUNGICOS

A técnica utilizada seguiu o protocolo M38-A2 (CLSI, 2008) com modificagdes. O meio de
cultura utilizado foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com L-glutamina e sem bicarbonato de
sodio, pH 7,0 £ 0,1, com acido morfolinopropanosulfonico (MOPS; 0,165 mol.L'; Sigma-Aldrich).
O meio de cultura foi esterilizado em membranas de 0,22 um (Millipore, Darmstadt, Alemanha). Os
agentes antifingicos comerciais utilizadosforam oitraconazol e o voriconazol(Janssen
Pharmaceutica, Beerse, Belgium). As substancias foram solubilizadasem dimetilsulféxido (DMSO)
e as concentragdes foram preparadas nos intervalos de 0,0313 a 8 pg.mL™. Para o preparo das
suspensdes os isolados dedspergillusfumigatusforamcultivados em agar batata-dextrose durante sete
dias, posteriormente as coloniasforam cobertas com aproximadamente ImL de solugdo salina estéril
a 0,85% agitando-se delicadamente as colonias com a ponta de uma pipeta de transferéncia.
Acrescentou-se a suspensao 0,0lmL de Tween 20 para facilitar a dispersao dos conidios. A mistura
resultante de conidios e fragmentos de hifas foi retirada e transferida para um tubo de ensaio estéril.
Quando as particulas mais pesadas se depositarem no fundo, apds 3 a 5 minutos, a suspensao
homogénea foi transferida para um tubo esterilizado, fechando-se a tampa firmemente, e
homogeneizando-se em um agitador de tubos durante 15 segundos.

As densidades das suspensodes de conidios foramlidas e ajustadas pela densidade optica (DO)
de 0,15 a 0,17 (transmitancia de 68 a 70%), As diluicdes de indculo1:50 corresponderam a 2X a
densidade necessaria de 0,4 x 10* a 5 x 10* UFC/mL, aproximadamente. O indculo pode ser
quantificado colocando 0,01mL de uma dilui¢ao de 1:100 do inéculo ajustado numa placa de agar
Sabouraud-dextrose para determinar as unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro.As
placas foram incubadas a temperatura de 30° C e observadas diariamente para verificar a presenca
das colonias. As colonias foram contadas, assim que possivel, apos 24h de crescimento ao tornar-se
visivel, cada poco foi inoculado com 0,ImL da suspensdo de 2X do indculo de conidios. Para
itraconazolevoriconazolo ponto final da reagdo ¢, em geral, facilmente definido e a CIM pode ser
lida como a menor concentracdo da droga que proporciona qualquer grau de crescimento
discernivel (100% de inibicdo, ou escore numérico de 0). Em geral, ndo sdo encontrados pontos
finais da rea¢cdo mal definidos (trailling).

Para o teste sensibilidade foram utilizadas placas de microtitulacdo planas de 96 pogos. O
inoculo foi adicionado aos pocos com as drogas a serem testadas, e as placas foram incubadas a
35°C durante 46 a 50 horas para determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM).O teste
foirealizado em triplicata, uma coluna foi utilizada como controle negativosem adi¢ao de

antifungico.



Eduardo, Marques.Perfil Proteico de Resisténcia de Aspergillus fumigatus a Itraconazole e voriconazole. 27

3.3 ANALISE PROTEOMICA

Para identificagdo protedmica foram utilizadas as amostras sem adi¢ao dos antifungicos
utilizada no teste de sensibilidade /n Vitro.Os propagulos fingicos foram transferidos para tubos
Eppendorf de 1,5 mL em 300 pL de agua destilada esterilizada e homogeneizadaem agitador
rotatorio. Em seguida adicionado 900 pL etanol absoluto, o conteudo foi cuidadosamente
homogeneizado e entdo centrifugado a 12.000 g durante 2 min; o sobrenadante foi descartado e o
sedimento seco a temperatura ambiente. O sobrenadante foi misturado com 50 uL de acido formico
(70%), levado ao agitador rotatorio, em seguida, adicionado 50 pL de acetonitrila e homogeneizado
em agitador rotatério. A solugdo foi centrifugada a 12.000g durante 2 min, e 1 pL. do sobrenadante
foi colocado em duplicata sobre uma placa de aco, seco a temperatura ambiente a 25° C.
Posteriormente, cada amostra foi revestida com 1 uL de solucdao de matriz, o qual consisti de uma
solucao saturada de a-ciano-acido 4 hidroxi-cinamico (HCCA) em 50% de acetonitrila ¢ 2,5% acido
trifluoroacético (concentragdo final: 10 mg HCCA/mL) e seca a temperatura ambiente a 25°C. A
placa alvo em aco polido de MALDI-TOF MS foi subsequentemente introduzida no espectrometro
de massas para obtencao dos espectros proteicos.

Os espectros para determinagdo dos isolados a partir de cada perfil proteico foram obtidos
através de um laser Nd:YAG (neodymium-dopedyttriumaluminiumgarnet; Nd:Y3AI5012) de
1064nm, onde a intensidade do laser foi ajustada ligeiramente acima do limiar para a producao de
ions. Um kit proteico (proteincalibrationstandart I, BrukerDaltonics, Bilerica, MA, USA) com
conhecidos valores de massa das proteinas, foram usadas para calibragdo. A variagdo de massa entre
2.000 a 20.000 Da foi registrado usando modo linear com pulso de 104ns em uma voltagem de
+20kV. Espectros finais foram gerados através da soma de 300 tiros de laser acumulados por perfil
e oito perfis produzidos por amostra, levando a um total de 2.400 disparos de laser somados por
espectro. A lista de picos obtidos foi exportada ao software Biotyper™ (Biotyper system, versao
3.1) onde as identificag¢des finais foram determinadas. Identifica¢do através do software Biotyper™

foi baseada apenas na presenca ou auséncia de cada pico no espectro.

3.4 DETECCAO DA RESISTENCIA POR MALDI-TOF MS (TSA-MS)

O TSA-MS foi realizado de acordo com Marinachet al. (2009) com modificag¢des. isolados
clinicos de Aspergillusfumigatusforam obtidos a partir de uma suspensdo de 10" UFC/mL,
cultivadas em meio RPMI por 12h a uma temperatura de 37°Csob agitagao.Apds o crescimento foi
transferida para placas de microtitulagdocontendo dilui¢des seriadas de itraconazol e voriconazol
(8-0,03135ug/mL) e mantidas a 37°C sob agitacdo por 3h. Uma coluna da placa de microtitulacio
foi utilizada como controle negativosem adicdo de antifungico e com o meio RPMI mais a

suspensdo de conidios. As suspensdes foram lavadas duas vezes em agua destilada esterilizada e
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solubilizadas em 4acido formico a 30%. Um microlitro de cada suspensdo de células
fungicasfoitransferida diretamente, em duplicata, sobre o anel da placa em ago polido
(BrukerDaltonics, Bremen, Germany), e em seguida, foi adicionado 1 pL de etanol absoluto e 1L
de solu¢do saturada de acido a-ciano-4-hidroxicinamico e acetonitrila a 50%; acido trifluoracético a
2,5%, deixando-se secar a temperatura ambiente.

Aferi¢des espectrais foram realizadas com o equipamento (BrukerDaltonics) dentro de uma
variacdo de massa de 3.000 a 8.000 Da e registrados em modo linear positivo (DE CAROLISet al.,
2012). Para cada experimento, espectros foram obtidos do total de quatorze concentracdes de cada
um dos trés antifngicos e do controle livre de droga, para serem importados e analisados ao
software MALDI Biotyper 3.1 da empresa BrukerDaltonics (DeCaroliset al., 2012). A ferramenta
do MALDI Biotyper nomeada Indice de Correlagio de Composto (ICC) foi utilizada como método
estatistico para analisar a relag¢do entre os espectros (DEGAND et al., 2008).

Os espectros brutos foram divididos em dose intervalos do mesmo tamanho (417 Da cada) e
a composi¢ao de correlagdes cruzadas e auto correlagdes de todos os intervalos, em termos de
médias geométricas, foi utilizada como parametro de distancia entre os espectros (VELLAet al.,
2013). Valores de ICC préximo a um representam elevada conformidade de espectros, enquanto
que valores ao redor de zero indica uma clara diversidade entre os espectros (VELLAet al., 2013).

Os resultados foramvisualizados em uma matriz de correlagdo e traduzidos em “mapa
calor”, onde espectros proximamente relacionados foramidentificados em cores “quentes” e
espectros ndo relacionados em cores frias, baseados em seus valores de ICC alto e baixo,
respectivamente. Entdo, a sensibilidade do pico espectral de cada concentragdo foi comparada
contra a concentragdo maxima e livre de droga. Finalmente, foipossivel determinar a concentragao
minima a alterar o perfil para o antifingico avaliado. Um valor definido como a concentragao da
droga mais baixa ao qual um pico espectral ¢ similar a aquele observado a concentracdo maxima do

que o pico espectral observado a auséncia de droga (DE CAROLISet al., 2012).
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4. RESUTADOS

4.1 ANALISES DOS RESULTADOS

4.1.1Teste de sensibilidade In Vitro aos antifingicos

O teste de susceptibilidade antifingica in vitro foi realizado com doisantimicoticos,
itraconazol evoriconazol, utilizando o protocolo M38-A2 (CLSI, 2008), frente aos 21 Aspergillus
fumigatusque foram mantidosem meio BDA. Todos os Aspergillus fumigatus(100%) foram
sensiveis frente ao itraconazol;para voriconazol,dez (47.61%)foram sensiveis, sete (33,33%) foram
susceptiveis dose-dependente e dois (9,52%) isolados apresentaram resisténcia. O breakpoint com

sua respectiva CIM de cada isolado de Aspergillus fumigatus se encontra sumarizado na Tabela 3.

Tabela 2. Pontos de corte e Valores da Concentragio Minima Inibitoria das 20 cepas de Aspergillus

fumigatusfrente aos antifiingicos voriconazol e itraconazol.

Numero de Registro

Concentragdo Inibitéria Minima (MIC ou seria CIM)

URM Voriconazol Itraconazol
6559 SDD(4 pg/ml) S (0,25 pg/ml)
7315 R (8pg/ml) S (0,25 pg/ml)
6577 R (8 pug/ml) S (0,125 pg/ml)
7020 SDD (4 ug/ml) S (0,125 pg/ml)
6560 I (1 pg/ml) S (0,125 pg/ml
6577 SDD (4 ug/ml) S (0,125 pg/ml)
7021 SDD (4 pg/ml) S (0,125 pg/ml)
6326 SDD (4 pg/ml) S (0,125 pg/ml)
6570 SDD (4 ug/ml) S (0,5ug pg/ml)
AF/FR SDD (4 pg/ml) S (0,125 pg/ml)
6571 S(<0.125 pg/ml) S(<0.125 pg/ml)
6568 S(<0.125 pg/ml) S(<0.125 pg/ml)
6568 S(<0.125 pg/ml) S(<0.125 pg/ml)
6573 S(<0.125 pg/ml) S(<0.125 pg/ml)
7306 S(<0.125 pg/ml) S(<0.125 pg/ml)
6576 S(<0.125 pg/ml) S(<0.125 pg/ml)
6571 S(<0.125 pg/ml) S(<0.125 pg/ml)
6569, S(<0.125 pg/ml) S(<0.125 pg/ml)
6534 S(<0.125 pg/ml) S(<0.125 pg/ml)

I: Intermediario; R: Resistente; S: sensivel; SDD: Susceptivel Dose Dependente

URM, CIM

As linhagens mantidas na Micoteca URM de Aspergillus fumigatusregistradas sob os

Fonte: o Autor (2018)

nameros 6562,6327,6483,6326 nio cresceram em meio Batata dextrose Agar(BDA).



Eduardo, Marques.Perfil Proteico de Resisténcia de Aspergillus fumigatus a Itraconazole e voriconazole. 30

4.1.2 Analise proteomica

A identificacdo por MALDI-TOF MS ocorreu através dos espectros obtidos que foram
analisados por um algoritmo, o qual foram comparados com os espectros brutos com os espectros
da base de dados BiotyperTM versdao 3.1, (BrukerDaltonics, Germany/USA) que identificou em
nivel de espécie todos os isolados testados de Aspergillus fumigatus com valores de registro (score)
>2.0. Quando a identificacdo apresentava um score abaixo de 2.0, foi realizada nova extragdo
proteica do isolado para confirmacdo do resultado. O relatério de identificacdo dos isolados de
Aspergillus fumigatus apresenta os melhores escores de 2,038 e 1,99 (Software MALDI
Biotyper versao 3.1).

4.1.3 Deteccio de resisténcia pelo maldi-tof MS

Todos os vinte Aspergillus fumigatus foram testados frente a onze diferentes concentragdes
de cada um dos antifingicos (itraconazol e voriconazol), totalizando 22 condi¢des experimentais
distintas por fungos. A detec¢do foi realizada através dacombinagdo do teste de susceptibilidade
antifungica padronizada pelo CLSI e o teste de susceptibilidade antifungica por espectrometria de
Massas. Os resultados estdo expressos na Tabela 4, e os isolados que apresentaram discrepancia em

seu ponto de corte de acordo com cada metodologia, encontram-se destacados em negrito.

Tabela 3: Comparagdo da entre os breakpoints obtidos pelo método tradicional seguindo
as recomendagdes do CLSI e utilizando a espectrometria de massas através do MALDI-
TOF MS

Concentragao Inibitéria Minima (ug/ml)

M¢étodo de microdilui¢do em caldo M¢étodo protedmico
Numero de Voriconazol Itraconazol Voriconazol Itraconazol
registro URM
6559 SDD(4pg/ml) S (0,25 pg/ml) SDD(4 ng/ml) SDD (2 pg/ml)
7315 R (8pg/ml) S (0,25 pg/ml) R (8pg/ml) SDD (4 ng/ml)
7020 SDD (4 pg/ml) S (0,125 pg/ml) SDD (4 pg/ml) S (0,125 pg/ml)
6560 SDD 1 pg/ml) S (0,125 pg/ml) SDD (1 ug/ml) S (0,125 pg/ml)
6577 R (8pg/ml) S (0,125 pg/ml) S (0,25 pg/ml) S (0,125 pg/ml)
7021 SDD (4 pg/ml) S (0,125 pg/ml) SDD (4 pg/ml) S (0,125 pg/ml)
6326 SDD (4 pg/ml) S (0,125 pg/ml) S (0,25 pg/ml) S (0,25 pg/ml)
6570 SDD (4 pg/ml) S (0,5pg pg/ml) SDD (4 ug/ml) S (0,5ng pg/ml)
AF/FR SDD (4 pg/ml) S (0,125 pg/ml) SDD (1 pg/ml) S (0,125 pg/ml)
6571 S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml)




Eduardo, Marques.Perfil Proteico de Resisténcia de Aspergillus fumigatus a Itraconazole e voriconazole.

31

Continuacéo

6568 S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml)
6573 S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml)
7306 S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml) [ SDD (I pg/ml) | S(<0.125 pg/mi)
6576 S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml)
6571 S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml)
6569 S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml)
6534 S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml) | S(<0.125 pg/ml)

I: Intermediario; R: Resistente; S: sensivel; SDD: Susceptivel Dose Dependente.
Fonte: o Autor (2018)

O namero de isolados e o calculo da reprodutibilidade, apresentando a comparacao entre o
percentual das duas metodologias, a fim de observar a eficécia e concordancia dos dois testes, estao
sumarizados na Tabela 5, onde a reprodutibilidade em comparagdo entre os dois testes varioude
83,3% a 88,8% dependendo da droga avaliada.

Tabela 4:0 nimero de isolados sensiveis e o percentual de reprodutibilidadede acordo com
asmetodologias CLSI e MALDI-TOF frente aoitraconazol e voriconazol.

Numero de linhagens sensivel nos Métodos de Concentragio Reprodutibilidade em .
Inibitéria Minima porcentagem das metodologias
Espécie CIMe MPCC (%)
CIM MPCC Voriconazol Itraconazol
Voriconazol | Itraconazol | Voriconazol Itraconazol
Aspergillus 9 18 10 16 85.71 90,47
fumigatus

Fonte: o Autor (2018)

Ao comparar as duas metodologias (Tabela 5), t€ém-se os seguintes resultados: 1) o MALDI-
TOF para voriconazolevidenciou 10 amostras sensiveis (55%), uma amostra resistente (5%) e 5
amostras obtiveram concentragdes doses dependentes(27%), enquanto que pelo CLSI,
noveamostras foram sensiveis (50%), 2 amostras resistentes(11%) e 6 amostras obtiveram doses
dependentes(33%). O MALDI-TOF para itraconazol foi sumarizado com 16A4spergillus fumigatus
sensiveis (88%)e 2 amostras obtiveram concentracdes doses dependentes(11%), enquanto que para
o CLSI foram obtidos 18 amostras sensiveis (100%).

A Figura 3 evidencia os espectros de massas do Aspergillus fumigatusde cédigo AF/FR para
a linhagem resistente ¢ a mudanca minima no perfil proteico apds exposi¢do ao voriconazol.
Observa-se a total alteragdo dos picos espectrais da menor concentracdo da droga para a

concentracao de 1pug/ml da droga, categorizando-o como dose-dependente.



Eduardo, Marques.Perfil Proteico de Resisténcia de Aspergillus fumigatus a Itraconazole e voriconazole.

32

Figura 2: Espectros de Massas do Aspergillus fumigatusresistente AF/FR frente ao voriconazol

evidenciando alteracdo no espectros apds 3hs de exposicao.
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Fonte: o Autor (2018)
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Todos os espectros do Aspergillus fumigatusresistente AF/FR foram correlacionados
gerando uma matriz traduzida em mapa de calor (Figura 3) através de indices de correlacdo de
composto (ICC). O ICC onde a matriz ¢ derivada da sele¢do dos espectros de massas para Aspergillus
fumigatus exposto por 3 horas a 37°C (CIM 1upg/mL) voriconazol (incluindo o valor nulo) de 8 -
0,0125 pg/mL. A correlacao dos espectros e auto-correlagdes foram traduzidos em um mapa de calor
onde os espectros relacionados sdo mostrados em cores quentes € os espectros ndo relacionados em

cores frias. Fonte: MALDI Biotyper versao 3.0

Figura 3: Mapa de calor traduzido a parti da matrizde correlacdo obtido através doindice de
correlagdo de composto de Aspergillus fumigatus AF/FR frente ao voriconazol, apds 3hs de
exposicao.

12: 0.0pg'mlL

11: 0.0125pg/ml
10: 0.0312pg'ml
g: - 0,0312pug'ml.
8- 0.0625pug'mL
T: 40, 125ug/ml.

6: 0.25pg'ml

5. 0. 5pg'ml
4:  lpg'ml.
3 Zpg'ml
2- dpg'ml
1: + Spg'ml
1 2 3 4 5 B T g 9 10 11 12
0.0 00125 0,0312 00312 00625 0,125 025 0.5 lugiml. 2ps/ml 4u='ml  Sugiml

we'ml  yeinT we'ml peiml pe'ml peiml pe'ml psiml

Fonte: o Autor (2018)
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O quadro 2 apresenta os valores de indices de correlagdo de composto (ICC) maximo e ICC
nulo, para cada concentragdo, que foram utilizados para gerar a matriz de correlagdo. Os valores de
ICC nulo e ICC méaximo para Aspergillus fumigatus AF/FRvoriconazolfrente aomostra a alteragao

do perfil proteico na concentragdo delpg/mL(destaque em retangulo vermelho).

Tabela 5. Valores de correlacao e auto-correlagdes para voriconazol.

MPCC (pg/mL) ICC nulo ICC Maximo
0.0 0.299 1.000
0.015625 0.300 0.975
0.03125 0319 0.960
0.0625 0.295 0.962
0.125 0341 0.945
0.25 0,372 0,922

2 0.558 ;
4 0.876 0377
g 1.000 0,299

Fonte: o Autor (2018)
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A Figura 5 evidencia os espectros de massas do Aspergillus fumigatus de c6digo AF/FRe a
mudan¢a minima no perfil proteico (MMPP) apo6s exposi¢ao ao itraconazol. Observa-se a total
alteracdo dos picos espectrais da menor concentracdo da droga para a concentracao de 0,0312

pg/ml, caracterizando sensibilidade.
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Fonte: om;&utor (2018)

Todos os espectros do isolado foram correlacionados gerando uma matriz traduzida em
mapa de calor (Figura 6) através de indices de correlagdo de composto (ICC). Apos o cruzamento
de cada concentracdo do espectro com uma das duas concentragdes extremas, maxima ou nula,
formou entdo a matriz ICC onde, ao lado direito do mapa de calor apresenta a concentragdo maxima
e na parte inferior a concentracdo minima ou nula, esses resultados foram expressos em uma tabela
para cada farmaco avaliado.

A representacio do Indice de Correlagio do Composto (ICC) onde a matriz é derivada da
selecdo dos espectros de massas para Aspergillus fumigatus exposto por 3 horas a 37°C (CIM

Ipg/mL) itraconazol (incluindo o valor nulo) de 8 - 0,0125 pg/mL. A correlagdo dos espectros e
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auto-correlagdes foram traduzidos em um mapa de calor onde os espectros relacionados sdo

mostrados em cores quentes € 0s espectros nao relacionados em cores frias.

Figura 5: Matriz doindice de correlagdo de composto de Aspergillus fumigatus AF/FR frente
aotraconazol.

lo,888 0,889 -0,913 0,910 0,917 0,913 0,901 0,894

0,889

12: 0. 0pg/mL

11: 0,0125pg/ml.

10- 0,03 12pg/ml

0,887

F9: - 0,0312pg/ml.
- 8: - 0.0625pg/ml
r 74 0,125pg/ml
0,917f 6:  0.25pg'ml
0,910f 5: 0.5pg/ml
0,913r4: lpg/mL

2pg'ml

0,889 2: 4pg'ml

0,887 0,880 0,888F 1: - Bug'ml

1 2 3 4 5 B I g 9 10 1 12

0.0 00125 0.0312 ¢,0312 0.0625 0,125 025 0.5 lug/ml 2pe'ml dug'ml  Sug/ml
ng'mL pe'ml. pe'ml peml pg'ml ps'ml pg'ml pe'ml

Fonte: o Autor (2018)

O quadro 3 apresenta os valores de indice de correlacao de composto(ICC) maximo e ICC
nulo, para cada concentragdo, que foram utilizados para gerar a matriz de correlagdo. Os valores de
ICC nulo e ICC méximo para itraconazol(0,0625ug/mL) frente aoAdspergillus fumigatus AF/FR

mostra a altera¢do do perfil proteico (destaque em retangulo vermelho).
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Tabela 6: Valores de correlagdo e auto-correlagdes para Itraconazol.

MPCC (pg/mL) ICC nulo ICC Maximo
0.0 0.888 1
0.015625 0.889 0.967
0.0312_5 0.887 096?
00625 0827 0 894
0,125 0.818 0.901
0.125 0.913 0.913
0.25 0.923 0.917
0.5 0.960 0.910

1 0.970 0.913
2 0.953 0.863
4 1.004 0.889
8 1.000 0.888

Fonte: o Autor (2018)

5 DISCUSSAO

A réapida e correta deteccao de resisténcia de espécies de Aspergillus fumigatus ¢ de grande
importancia para a sobrevivéncia dos pacientes e principalmente para implantacdo de medidas
eficazes para o controle terapéutico da doenca. A espectrometria de massas tem sido proposta como
uma alternativa promissora, reduzindo o tempo para deteccdo de resisténcia eidentificacdo do
patogéno,assim favorecendo a escolhaclinica quanto as drogas disponiveis e o tempo de resposta
terapéutica.Os isolados utilizados neste estudo foram provenientes da Micoteca URM(UFPE) tanto
de amostras clinicas quanto de amostras ambientais. Como esperado, a base TSA-CLSI pode
detectar a resisténcia de um isolado, independentemente do mecanismo de resisténcia. No entanto, a
resisténcia detectada por MALDI-TOF MS ¢ possivel quando a quantidade de proteina modificada
¢ expressa nas células suficientemente para ser discriminados (MEDEIROS, 2016).

A falha no tratamento contra a infeccdo causada pelodspergillus fumigatus, vem causando
preocupacdes emergentes em diversos paises devido o alto indice de mortalidade associada, esta
referida falha no tratamento pode estar associada a resisténcia clinica do patégeno. Relatada por
diversos autores em diversos paises, a resisténcia a antifingicos azdlicos, esta sendo descrita como
uma mutagdo que contem grande poder migratorio ao redor do globo(MORIO et al. 2012; LE PAPE
et al. 2015; LAVERGNE et al. 2015; WIEDERHOLD et al. 2016). MORIO et al.(2012) relatam o
primeiro caso de resisténcia dedspergillus fumigatusao voriconazol no Brasil.

No presente estudo, os isolados de Aspergillus fumigatus ndo demonstraram resisténcia a
itraconazol, contudo 2 (9,5%) foram resistentes para voriconazol. Assim, sugerindo da existéncia da
mutacdo no gene CYPS51 no Brasil e comprovando a necessidade de estudos futuros para
comprovagado da referida mutacao.

Recentes estudos demonstram a eficacia do MALDI-TOF MS, no estudo realizado por Vella
et al.(2013)que utilizaram leveduras de Candida ¢ demonstraram a possibilidade da utilizagdao da
desta técnica fisico-quimica como alternativa para a rapida identificacdo de possiveis resisténcia a

antifungicos. Assim como também foi proposto a utilizagdo de fungos de espécies dedspergillus por



Eduardo, Marques.Perfil Proteico de Resisténcia de Aspergillus fumigatus a Itraconazole e voriconazole. 38

De Carolisetal. (2012), os autores sugerem que a técnica protedmica ¢ um método alternativo para a
deteccao de resisténcia, e por consequéncia sua utilizagdo para diagnosticos microbioldgicos de
rotina em hospitais. No estudo de DeCaroliset al. (2012) o fungo foi exposto a droga por 15 horas, e
no presente estudo foi possivel diminuir o tempo de exposi¢do do Aspergillus fumigatus a droga
para 3 horas.

Lavergneet al. (2015) relatam que a mutagao no gene CYP51, confere ao fungo a resisténcia
a drogas azdlicas, quando relatam um caso de um homem de 23 anos, que tinha fibrose cistica, este
paciente apresentou indices elevados de IgE e IgE especifico para aspergilose, e foi diagnosticado
com aspergilose bronco pulmonar, e a cepa isolada deste paciente tinha altos indices de resisténcia a
voriconazol (CIM> 32 pg/ml) e a itraconazol (CIM >8 ug/ml) assim foi possivel através deste
isolado o estudo e confirmagdao da mutagdo no gene CPY51. Morioet al., (2012) quando testaram
142 amostras de esputo e lavado bronco aveolar de 50 pacientes, isolaram 85 cepas de Aspergillus
fumigatuse concluem que em media 9,4% dos micro-organismos isolados eram resistente a drogas
azolicas.

Otimizagdes para futura aplicacdo dos testes devem ser realizadas, ja que podem existir
alguma(as) falha(as) na padroniza¢do da quantidade de proteinas expostas, assim, as alteragdes
protedmicas devem ser quantitativamente detectadas pelo MALDI-TOF MS, visto que, algumas
leveduras apds a exposicdo aos farmacos podem ndo expressar de maneira consideravel as
alteracoes no perfil proteico (MARINACH et al., 2009; DE CAROLIS et al., 2012; VELLA et al.,
2013; SARACLI et al., 2015).

Para as 21 amostras de Aspergillus fumigatus analisadas frente as duas formulagdes das
drogas azolicas, foi possivel observar a mudanc¢a minima no perfil espectral para a maioria, no
entanto alguns resultados nao foram tdo sugestivos, embora cada droga ja tenha seus breakpoints
definidos pelo teste padrao do CLSI.

A reprodutibilidade do TSA pelo MALDI-TOF MS ainda ¢ um tanto laboriosa, no entanto,
mostra-se confiavel quando a comparamos com o TSA pelo CLSI. Além disso, € necessario que
sejam realizados mais testes com outros géneros de fungos filamentosos patogénicos associados a
outros farmacos, para que entdo, o TSA pelo MALDI-TOF MS seja utilizado como rotina em

laboratérios de microbiologia (VELLAet al., 2013).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Todos os isolados demonstraram ser sensiveis ao itraconazol de acordo com CLSI e dois
(9,5%) demonstraram ser resistentes ao voriconazol de acordo com CLSI, contudo o MALDI-TOF
MS obteve uma singularidade media de 85% como o teste CLSI, sendo assim possivel predizer que
esta tecnica ¢ capaz de determinar o breakpoint do Aspergillus fumigatus apos 3 horas de exposicao
ao antifingico sendo assim o Teste de sensibilidade antifiingica pelo MALDI-TOF MS permite
predizer a melhor escolha antifingica para pacientes criticos com aspergilose invasiva.
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ABSTRACT

The resistance of Aspergillus fumigatus to azole drugs constitutes an emergency health
problem, The rapid and correct diagnosis for this type of infection is essential. the technique of
MALDI-TOF MS (laser desorption assisted by ionizing matrix-mass spectrometry by flight time)
reduces the diagnostic time in comparison to routine methods is already a reality, however They
point the capacity of this technique to identify resistant fungi by detecting minimal changes in the
protein profile of the strain after exposure to the antimycotic. Therefore, the object of this research
is to know the minimum inhibitory concentration of itraconazole and voriconazole, the protein
profile of Aspergillus fumigatus and to relate it to fungal resistance. Isolates stored in the URM
(UFPE) Collection and University of Nantes (France) were tested for antifungal sensitivity by CLSI
against itraconazole and voriconazole. the detection of resistance through the minimal change of the
protein spectral plane obtained in MALDI-TOF MS was possible after the crossing of each
concentration of the spectrum, where a matrix was formed from the Index of Composite Correlation
(ICC) used to generate heat maps. in this work, Minimum Inhibitory Concentration and Minimum
Change in Protein Profile obtained through CLSI and MALDI-TOF, showed concordance of 83.3%
and 88.8% for voriconazole and itraconazole, respectively and 9.57% Aspergillus fumigatus isolates
are Voriconazole-resistant. MALDI-TOF MS is able to determine the MIC of a filamentous fungus
after 3 hours of exposure to the antifungal and allows to predict the best antifungal choice for
patients with invasive aspergillosis.

INTRODUCTION
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Aspergillus fumigatus is the most prevalent fungal pathogen in developed countries, probably
because of the ease of dissemination of its conidia, causing invasive aspergillosis (Al) in
immunocompromised patients or with other risk factors, whereas 79.1% of these people develop
this disease. Is rapid progression, which in 85% of cases are fatal (WHITE, 2018). They germinate
and produce a filamentous and septa vegetative mycelium resulting from the production of fungal
proteins that promote their invasion in the respiratory tract and their growth in the lung parenchyma
in the host. Various degrees of immunosuppression in the organism predispose to the establishment
of this infection, from the adhesion of the fungus, the dissemination and nutrients necessary for its
growth, besides predisposing factors intrinsic to the progression of the disease that can confer
resistance to the host's antifungal mechanisms, evidencing a circumstantial pathogen emergent
circumstantial (LATGEET AL.,2001; MORIO, 2012).

Aspergillosis is the treatment of the use of azole drugs (Sales, 2009), which inhibit non-
competitively and reversibly enzymes that participate in the final stages of ergosterol biosynthesis.
The main inhibited enzyme is lanosterol 14-demethylase, a cytosolic enzyme of cytochrome P-450
(CYP51 gene), encoded by the ERG11 gene, complexed to a flavoprotein (CLAUDIA, 2006).
However, this emerging public health concern has been taking on greater proportions with the
characterization of azole-resistant species, which is closely linked to the mode of action of the drug
(Gene CYP51) (Russcher, 2014). This type of resistance mutation was detected in four countries in
Europe, Asia, Africa, and more recently in America suggesting a large geographic migration of the
resistance mechanism (WIEDERHOLD, 2016).

At the present time the most widely used method in the world for susceptibility testing with
Aspergillus fumigatus in research laboratories is the CLSI (The Clinical and Laboratory Standards
Institute, formerly the National Clinical Laboratory for Clinical Laboratory) which together with
genetic tools are used in laboratory routines for confirmation of antibiotic resistance, however,
aspergillosis proves to be an infection of rapid clinical progression, thus making these tests slow.

It is clear that the selection and dissemination of drug-resistant strains of pathogens over the
past 50 years has become a major public health problem and there is a need for rapid results. The
drug susceptibility test of pathogenic microorganisms is an indispensable and challenging tool in
the fight against infectious diseases, even though its recent use in microorganisms is the MALDI-
TOF MS, has helped to identify fungi species in shorter periods of time, and recently has
determined the protein resistance profile (CASSAGNE, 2016). There are still few studies related to
filamentous fungi, if there is a relation of the protein profile to the resistance to the antifungals used
in the therapeutics. However, the spectrum of the proteins by MALDI - TOF MS can be readily
established to describe the resistance proteomic profile of Aspergillus fumigatus, decreasing the
time and improving the precision of the diagnosis in order to be of benefit, for clinical trials and to
monitor the emergence of drug resistance.

Materials and methods
Fungus Cultures

For the development of the project, 20 (twenty) Aspergillus fumigatus cultures from the
URM Micoteca of the Department of Mycology, Center of Biological Sciences, Federal University
of Pernambuco, Brazil, were used. and a fungus crop from the University of Nantes (France)
In Vitro sensitivity test for antifungals

The technique used followed the protocol M38-A2 (CLSI, 2008) with modifications. The
culture medium used was RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA) with L-glutamine and without sodium
bicarbonate, pH 7.0 = 0.1, with morpholinopropanesulfonic acid (MOPS; 0.165 mol.L-1; Sigma-
Aldrich). The culture medium will be sterilized on 0.22 pum membranes (Millipore, Darmstadt,
Germany). The commercial antifungal agent used was itraconazole and voriconazole (Janssen
Pharmaceutica, Beerse, Belgium). Itraconazole and voriconazolewas solubilized in
dimethylsulfoxide (DMSQO) and concentrations were prepared in the ranges of 0.0313 to 8 pg.mL-1.
For the preparation of suspensions Aspergillus fumigatus was cultured on potato-dextrose agar for
seven days, then the colonies should be covered with approximately 1 ml of sterile 0.85% saline
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solution and prepare a suspension by gently stirring the colonies with the tip of a pipette transfer.
Add one drop (approximately 0.01 ml) of Tween 20 which will facilitate the preparation of the
inocula. The resulting mixture of conidia and hyphae fragments was withdrawn and transferred to a
sterile test tube. When the heavier particles settle to the bottom after 3 to 5 minutes, the upper
homogeneous suspension was transferred to a sterile tube, the cap closed tightly, and homogenized
on a tube shaker for 15 seconds.

The densities of conidial suspensions were read and adjusted to an optical density (OD) 0.15
to 0.17 (transmittance 68-70%), dilutions of in6culol: 50 correspond to 2X the required density of
0.4 x 104 to 5 x 104 CFU / mL, approximately. The inoculum can be quantified 0,01mL placing a
dilution of 1: 100 inoculum adjusted in a Sabouraud dextrose agar plate to determine the viable
number of CFU per milliliter. The plates were incubated at 28 to 30 © C and observed daily to verify
the presence of fungal colonies. The colonies were counted as soon as possible after 24h growth
becomes visible, each well must be inoculated with 0.1 ml of 2X suspension of conidia inoculum.
Preliminary data indicate that high MIC values of itraconazole (> 8ug / mL) are associated with
clinical resistance to this agent.

For itraconazole and voriconazole the end point of the reaction is generally set easily and
MIF may be read as the lowest concentration of drug that provides any degree of discernible growth
(100% inhibition or numerical score of 0). In general, no trailing ends of the reaction are found.

For the sensitivity test, 96-well flat microtiter plates were used. The inoculum was added to
wells with drug to be tested, and the plates were incubated at 35 © C for 46 to 50 hours to determine
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) .The test is performed in triplicate, suspension
without the addition of antifungal be used as negative control.

Proteomic analysis

For identification, the samples without antifungal additive used in the In Vitro sensitivity
test were used. The fungal propagules were transferred to 1.5 mL Eppendorf tubes mixed
completely in 300 puL of distilled and sterilized water and agitated to the vortex. Then 900 pl
absolute ethanol was added, the contents were thoroughly homogenized and then centrifuged at
12,000 g for 2 min; the supernatant was discarded and the pellet dried at room temperature. The
pellet was mixed with 50 pL of formic acid (70%), taken to the vortex, then 50 uL of acetonitrile
was added and homogenized on the vortex.

The solution was then centrifuged at 12,000g for 2 min, and 1 pl of the supernatant was
placed in duplicate on a steel plate, dried at room temperature at 25 © C. Thereafter, each sample
was coated with 1 pl matrix solution, which consisted of a saturated a-cyano-4-hydroxy cinnamic
acid (HCCA) solution in 50% acetonitrile and 2.5% trifluoroacetic acid (final concentration: 10 mg
HCCA / ml) and dried at 25 ° C W. The MALDI-TOF MS polished steel target plate was
subsequently introduced into the mass spectrometer to obtain the protein spectra.

The spectra for the determination of the isolates from each protein profile were obtained by
a 1064nm Nd: YAG (neodymium-doped yttrium aluminum garnet; Nd: Y3A15012) laser, where the
laser intensity was adjusted slightly above the threshold for production of ions. A protein calibration
kit (Bruker Daltonics, Bilerica, MA, USA) with known mass values of proteins was used for
calibration. The mass variation between 3000 and 8000 Da was recorded using linear mode with
pulse of 104 ns at a voltage of +20 kV. Final spectra were generated through the sum of 300
accumulated laser shots per profile and eight profiles produced per sample, leading to a total of
2,400 laser shots added per spectrum. The list of peaks obtained was exported to Biotyper ™
software (Biotyper system, version 3.0) where the final identifications were determined.
Identification through Biotyper ™ software was based only on the presence or absence of each peak
in the spectrum.

Detection of antifungal resistance by MALDI-TOF MS (TSA-MS)

The TSA-MS was performed according to Marinachet al. (2009) with modifications. Protein
extracts from the clinical isolates of Aspergillus fumigatus will be obtained from a suspension of
107 CFU / ml, cultured in RPMI medium for 12 h at a temperature of 37 ° C under agitation, after
growth was dispensed into microtiter plates containing serial dilutions of Itraconazole and
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Voriconazole (8-0.03135pg / mL) and maintained at 37¢C under agitation for 3h. Suspension in
RPMI without addition of antifungal will be used as negative control. The suspensions were washed
twice in sterile water and resuspended in 10% formic acid. One microliter of each suspension of
fungal cells is dispensed directly in duplicate onto the ring of the polished steel plate
(BrukerDaltonics, Bremen, Germany), and then 1 pul of absolute ethanol and 1 pL of saturated acid
solution a-cyano-4-hydroxycinnamic acid and 50% acetonitrile; 2.5% trifluoroacetic acid, allowed
to dry at room temperature.

Spectral measurements were performed with the equipment (BrukerDaltonics) within a mass
variation of 3,000 to 8,000 Da and recorded in positive linear mode (De Carolis et al., 2012). For
each experiment, spectra will be obtained from the total of fourteen concentrations of each of the
three antifungal and drug free controls, to be imported and analyzed to MALDI Biotyper 3.0
software (BrukerDaltonics; DeCarolis et al., 2012). The MALDI Biotyper tool named Compound
Correlation Index (ICC) was used as a statistical method to analyze the relationship between the
spectra (Degand et al., 2008).

The crude spectra will be divided into equal dose intervals (417 Da each) and the
composition of cross correlations and auto correlations of all intervals in terms of geometric means
was used as a parameter of distance between the spectra (Vella et al. , 2013). ICC values close to
one represent high spectrum compliance, while values around zero indicate a clear diversity among
the spectra (Vella et al., 2013).

The results were visualized in a correlation matrix and translated into a "heat map", where
closely related spectra were identified in "warm" colors and unrelated spectra in cold colors, based
on their high and low ICC values, respectively. Then, the spectral peak sensitivity of each
concentration was compared against maximal and drug free concentration. Finally, it is possible to
determine the minimum concentration to alter the profile for the evaluated antifungal. A value
defined as the lowest drug concentration at which a spectral peak is similar to that observed at the
maximum concentration than the observed spectral peak at the absence of drug (De Caroliset et al,
2012).

Results
In Vitro sensitivity test for antifungals

The in vitro antifungal susceptibility test was performed with two antifungals, Itraconazole
and Voriconazole, using the M38-A2 protocol (CLSI, 2008), compared to 21 Aspergillus fumigatus
that developed in BDA medium. All Aspergillus fumigatus (100%) were sensitive to Itraconazole;
For Voriconazole, ten (47.61%) were sensitive, seven (33.33%) were dose-dependent susceptible
and two (9.52%) isolates showed resistance. All sensitivity tests were performed in duplicate for
each Aspergillus fumigatus.

Proteomic analysis

The identification by MALDI-TOF MS occurred through the obtained spectra that were
analyzed by an algorithm, which compared the raw spectra with the spectra of the database
BiotyperTM version 3.1 (Bruker Daltonics, Germany / USA) that identified at species level all
tested isolates of Aspergillus fumigatus with a score >2.0. When the identification presented a score
below 2.0, a new protein extraction of the isolate was performed to confirm the result.

Detection of resistance by maldi-tof MS

All twenty-one Aspergillus fumigatus were tested against eleven different concentrations of
each of the two drugs (Itraconazole and Voriconazole), totaling 22 different experimental
conditions by fungi. The analyzes were performed in duplicate. Detection was performed through
the combination of the CLSI-standardized Antifungal Susceptibility Test and the Mass
Spectrometry Antifungal Susceptibility Test. Similar conditions of inoculum preparation and
incubation temperature were used for the twenty Aspergillus fumigatus evaluated as described by
the CLSI in order to allow a better comparison between the two methods.

When comparing the two methodologies, the following results were obtained: 1) MALDI-
TOF for voriconazole showed 10 sensitive samples (55%), a resistant sample (5%) and 5 samples
obtained dose-dependent concentrations (27%), whereas by CLSI, 9 samples were sensitive (50%),
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2 resistant samples (11%) and 6 samples were given dependent doses (33%). MALDI-TOF for
itraconazole was summarized with 16 Aspergillus fumigatus sensitive (88%) and 2 samples
obtained dose-dependent concentrations (11%), whereas for the CLSI 18 sensitive samples (100%)
were obtained.

Discussion

The rapid and correct detection of resistance of species of Aspergillus fumigatus is of great
importance for the survival of the patients and mainly for implantation of effective measures for the
control of the disease. Mass spectrometry has been proposed as a promising alternative, reducing
the time for resistance detection and identification of the pathogen, thus reducing medical errors
regarding drug use. The isolates used in this study were derived from the URM (UFPE) as well as
environmental samples. As expected, the TSA-CLSI base can detect the resistance of an isolate,
regardless of the resistance mechanism; However, the resistance detected by MALDI-TOF MS
spectra is possible when the amount of modified protein is expressed in cells sufficiently to be
discriminated (Medeiros, 2016).

Failure to treat Aspergillus fumigatus infection has been causing emerging concerns in
several countries because of the high mortality rate associated with this failure, which may be
associated with clinical resistance of the pathogen. (Morio et al.2012, Lavergne et al.2015,
Wiederhold et al.2016), reported by several authors in several countries, resistance to azole
antifungal is being described as a mutation that contains large (Morio et al., 2012) in this present
work we have

In this present study, isolates of Aspergillus fumigatus did not show resistance to
itraconazole, however 2 (9.5%) were resistant to voriconazole (the first report of Aspergillus
fumigatos resistant to voriconazole reported in Brazil). Thus, suggesting the existence of the
mutation in the cyp51 gene in Brazil and proving the need for future studies to prove this mutation.

Recent studies demonstrate the efficacy of this technique in the study carried out by Vella et
al. (2013) who used fungi of the genus Candida and demonstrated the possibility of using the
MALDI TOF MS technique as an alternative for the rapid identification of possible resistance to
antifungal agents. As well as the use of fungi of the genus Aspergillus by De carolis et al. (2012)
who also suggested that the MALDI TOF technique is an alternative method for the detection of
resistance, and consequently its use for routine microbiological diagnoses in hospitals. In the study
by De carolis et al. (2012) the fungus is exposed to the drug for 15 hours, in the present study it was
possible to reduce the exposure time of Aspergillus fumigatus to the drug for 3 hours.

Lavergne et al. (2015) reported that the mutation in the cyp51 gene confers to the fungus
resistance to azole drugs, when it reported a case of a 23-year-old man with cystic fibrosis, this
patient had elevated IgE and IgE ispecific indexes for aspergillosis, and was diagnosed with
bronchopulmonary aspergillosis, and the isolated strain of this patient had high indices of resistance
to voriconazole (MIC> 32 pg / ml) and itraconazole (MIC> 8 pg / ml). mutation in the cp51 gene.
Morio et al. (2012) also reached this conclusion when he tested 142 sputum and aveolar bronchial
lavage samples from 50 patients, thus isolating 85 strains of Aspergillus fumigatus, proving that on
average 9.4% of the isolated microorganisms were resistant to azole drugs. Optimizations for future
application of the tests should be performed, as there may be some failure to standardize the amount
of proteins exposed, thus proteomic changes must be quantitatively detected by MALDI-TOF MS,
since some yeasts after exposure to the drugs may not significantly express changes in the protein
profile (Marinach et al., 2009; Carolis et al., 2012, Vella et al., 2013).

For the 21 samples of Aspergillus fumigatus analyzed against the two formulations of the
azolic drugs, it was possible to observe the minimum change in the spectral profile for the majority,
however some results were not so suggestive, although each drug already has its breakpoints
defined by the standard test of the CLSIL.

The reproducibility of TSA by MALDI-TOF MS is still somewhat laborious; however, it is
reliable when compared to TSA by CLSI In addition, further testing with other pathogenic
filamentous fungi associated with other drugs is required, so that TSA by MALDI-TOF MS is
routinely used in microbiology laboratories (Vella et al., 2013).
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