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RESUMO

Introdugdo: Candida e Cryptococcus sdo agentes etiolégicos frequentes de infec¢des fungicas sistémicas, cuja
identificacdo precisa das espécies é fundamental para o diagnéstico e para a adequada terapia antifingica. Métodos
micoldgicos convencionais, baseados em provas bioquimicas e morfoldgicas manuais, podem apresentar tempo de
resposta prolongados, o que tem impulsionado a adocdo de técnicas automatizadas, como o VITEK® 2 Compact e
o MALDI-TOF MS, que possibilitam uma identificacdo rapida e confidvel, otimizando o manejo clinico. Objetivo:
Avaliar a acuracia de metodologias automatizadas, MALDI-TOF e VITEK-2, e de testes bioquimicos na identificacdo
fungica de leveduras. Metodologia: Estudo analitico transversal quantitativo, com dados de janeiro de 2023 a
janeiro de 2024, avaliou a concordancia das metodologias automatizadas e as provas bioquimicas convencionais
manuais em amostras positivas para crescimento leveduriforme, através do programa Microsoft Office Excel 2013 ®.
Resultados: Foram isolados dois géneros e 11 espécies, totalizando 126 leveduras identificadas pelas trés
metodologias. Desses, 63 pertenciam ao género Candida e 63 ao género Cryptococcus. Todas as amostras foram
identificadas em nivel de género, e 89,68% foram identificadas em nivel de espécie pelas técnicas manuais. Pelo
sistema VITEK® 2, 96,82% das amostras foram identificadas em nivel de género e 88,88% em nivel de espécie. O
MALDI-TOF MS, por sua vez, apresentou desempenho superior, com 100% de identificacdo em nivel de espécie.
Conclusao: As técnicas bioquimicas convencionais e o VITEK-2 apresentam limitagdes significativas na identificacdo
dos fungos em questdo, ao contrario do MALDI-TOF MS, que mostrou melhor desempenho.

PALAVRAS-CHAVE: Leveduras; Candida; Cryptococcus; Diagnostico laboratorial.
ABSTRACT

Introduction: Candida and Cryptococcus are frequent etiological agents of systemic fungal infections, and accurate
species identification is fundamental for diagnosis and appropriate antifungal therapy. Conventional mycological
methods, based on manual biochemical and morphological tests, can have prolonged response times, which has
driven the adoption of automated techniques, such as VITEK® 2 Compact and MALDI-TOF MS, that allow for rapid
and reliable identification, optimizing clinical management. Objective: To evaluate the accuracy of automated
methodologies, MALDI-TOF and VITEK-2, and biochemical tests in the fungal identification of yeasts. Methodology:
A quantitative cross-sectional analytical study, with data from January 2023 to January 2024, evaluated the
agreement between automated methodologies and conventional manual biochemical tests in samples positive for
yeast growth, using Microsoft Office Excel 2013 ®. Results: Two genera and 11 species were isolated, totaling 126
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yeasts identified by the three methodologies. Of these, 63 belonged to the genus Candida and 63 to the genus
Cryptococcus. All samples were identified to the genus level, and 89.68% were identified to the species level using
manual techniques. Using the VITEK® 2 system, 96.82% of the samples were identified to the genus level and 88.88%
to the species level. MALDI-TOF MS, in turn, showed superior performance, with 100% identification at the species
level. Conclusion: Conventional biochemical techniques and VITEK-2 have significant limitations in identifying the
fungi in question, unlike MALDI-TOF MS, which showed better performance.

KEYWORDS: Yeast; Candida; Cryptococcus; Laboratory Diagnosis.

INTRODUCAO

As infec¢bes fungicas sistémicas e oportunistas emergiram como um significativo desafio clinico nas ultimas décadas, com
aumento exponencial de casos e de taxas de morbimortalidade em ascens&o, e consequente impacto socioeconémico’.

O aumento da prevaléncia de doengas cronicas, do uso crescente de terapias imunossupressoras e da disseminacdo de
microrganismos resistentes a antifingicos foi um fator que contribuiu para essa mudanca de paradigma. Em particular, a
populagdo imunocomprometida, incluindo pacientes oncoldgicos, transplantados e portadores do HIV, que,
consequentemente, apresentam maior susceptibilidade a infec¢cBes, pode evoluir para quadros graves e com alta
mortalidade, atribuiveis a infec¢bes fungicas invasivas'=.

Essa nova realidade impulsionou uma intensificacdo da vigilancia epidemiolégica e laboratorial sobre as micoses,
reproduzida na primeira Lista de Patdgenos Prioritarios Fungicos (FPPL), em outubro de 2022 pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS). Os patdgenos incluidos foram classificados e categorizados em trés grupos de prioridade (critico, alto e
médio), que focam em 19 agentes fungicos que podem causar infec¢des flngicas sistémicas agudas e subagudas invasivas,
para as quais existe resisténcia a medicamentos ou outros desafios de tratamento e gerenciamento, além de alto risco de
mortalidade®?.

A cultura fungica, embora seja a mais utilizada em laboratérios de rotina para o diagndstico de micoses, apresenta
limitagBes significativas, tais como baixa sensibilidade, tempo de resposta prolongado e exigéncias técnicas laboratoriais
especificas®'. A heterogeneidade fenotipica e genotipica dos fungos patogénicos, aliada a baixa carga fingica em algumas
infeccdes, contribui para a dificuldade de deteccdo por métodos convencionais. Além disso, a presenca de microbiota
contaminante pode comprometer a pureza das culturas e dificultar a identificagdo do agente etiolégico™.

Além disso, o diagndstico micoldgico é de grande variabilidade de prazos para a identificacdo, devido a natureza de
crescimento de seus agentes e das outras técnicas empregadas, como pesquisa de antigenos e anticorpos, que envolvem
imunodiagndsticos como fixacdo de complemento e imunodifusdo a imunoensaios enzimaticos, exames
anatomopatoldgicos e dispositivos de fluxo lateral 12,

Nesse contexto, as tecnologias automatizadas e moleculares, como o VITEK-2, MALDI-TOF MS e reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), revolucionaram o diagndstico micoldgico, proporcionando resultados mais rapidos e precisos’'>. No
entanto, a implementa¢do dessas novas tecnologias em rotina diagnostica ainda enfrenta desafios, como a padronizagédo
dos protocolos, a interpretacdo dos resultados e a necessidade de profissionais altamente qualificados. Adicionalmente, o
alto custo dos equipamentos e reagentes podem limitar a acessibilidade desses testes em muitos laboratérios, além da
adaptacéo e da resisténcia a mudanga de técnicas que permanecem substancialmente ha muitos anos 141617,

Contudo, a fim de auxiliar na reducdo do tempo na identificagdo do microrganismo e na conclusdo do diagndstico, as
metodologias automatizadas de identificacdo mais rapida tém ganhado espaco no mercado laboratorial brasileiro na
Ultima década. Nesse contexto, este estudo teve como objetivo avaliar a concordéancia entre as metodologias
automatizadas MALDI-TOF MS e VITEK® 2 e as provas bioquimicas convencionais manuais na identificacdo de leveduras
no diagnostico micolégico, bem como verificar a distribuicdo em frequéncia relativa e absoluta dos resultados obtidos.
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METODOLOGIA

Trata-se de um estudo transversal, realizado com dados obtidos no periodo de janeiro de 2023 a janeiro de 2024, a partir
dos registros de solicitacdes de exames e dos respectivos resultados de culturas de fungos, arquivados na se¢do de
Micologia de um servigo de vigilancia laboratorial estadual.

Foram incluidos no estudo todos os resultados positivos para leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus dos isolados
fungicos, identificados por metodologias bioquimicas convencionais manuais e pelos sistemas automatizados VITEK-2 e
MALDI-TOF, durante o periodo avaliado, e foram excluidos do estudo todos aqueles cujos resultados de identificagdo
fossem fungos filamentosos, que nao foram identificados via automacgao por VITEK-2 e MALDI-TOF, ou que apresentassem
resultados inconclusivos.

Como cenério do estudo, a identificagdo das leveduras clinicamente relevantes iniciou-se pela avaliagdo macroscépica das
colbnias, com crescimento entre 36 e 72 horas, utilizando dgar Sabouraud dextrose (com e sem cloranfenicol) e dgar Mycosel.
Posteriormente, provas bioquimicas e morfoldgicas complementares foram realizadas conforme a suspeita. Para Candida
spp.. empregaram-se CHROMagar®, prova do tubo germinativo, formacdo de clamiddsporos em dgar Corn Meal e
crescimento em caldo Sabouraud hipertonico modificado para diferenciacdo de C. dubliniensis. Para Cryptococcus spp.,
utilizaram-se agar niger para avaliacdo da producdo de melanina, 4gar CGB para diferenciacdo entre C. gattii e C.
neoformans e a prova da urease como identificagdo presuntiva®24,

Em complemento aos métodos convencionais, o VITEK® 2 (bioMérieux, Inc, Hazelwood, MO) é um sistema
semiautomatizado de identificacdo microbioldgica que utiliza o cartdo VITEK ID-YST para a identificacdo de leveduras
clinicamente relevantes e de organismos semelhantes. O sistema baseia-se na leitura de 47 testes bioquimicos
fluorescentes, incluindo provas de assimilacdo de carboidratos, com andlise automatizada apds incubacdo de
aproximadamente 15 horas. Os perfis obtidos sdo comparados a um banco de dados contendo mais de 50 espécies de
leveduras, resultando na identificagdo do microrganismo, associada a um nivel de confianca expresso em porcentagem?22>,

O VITEK® MS, baseado na técnica de espectrometria de massas por dessor¢do/ionizacdo a laser assistida por matriz
(MALDI-TOF MS), também atua de forma complementar e fundamenta-se na andlise de perfis proteicos para a identificacdo
microbiana. A técnica consiste na ionizacdo das proteinas da amostra por laser, seguida da separacdo dos ions de acordo
com a razdo massa/carga e o tempo de voo. O espectro gerado é comparado ao banco de dados do equipamento,
permitindo a identificacdo rapida e precisa do microrganismo, igualmente acompanhada de um indice de confianca
percentual?%26-28,

Os resultados das distintas metodologias foram comparados e enquadrados em trés quesitos, dentre discordancias e
concordancias, e padrdes de identificacdo. Classificados em discordantes maiores aqueles cujos os resultados fossem
discordantes em nivel de género ou quando o método ndo ofertou resultado definitivo ou nenhuma identificacdo; em
discordantes menores, quando os resultados fossem discordantes apenas no nivel de espécie, e concordantes, quando os
resultados entre as metodologias fossem da mesma identificacdo no nivel de género e espécie.

Os resultados de cada isolado foram distribuidos e tabulados no programa Microsoft® Office Excel 2013, em sequéncia:
MALDI-TOF MS, VITEK 2 e provas bioquimicas manuais, com seus respectivos valores de nivel de confianca, para as
metodologias automatizadas, e os detalhes observados no diagndstico das provas manuais. Em seguida, fez-se a
construcdo de tabelas com a média do percentual de nivel de confianca, com frequéncias absolutas e percentuais e com
distribuicbes de discordancias e padrées de identificacdo (Tabela 1).

Durante o periodo analisado, um total de 126 agentes leveduriformes, 63 Candida spp. e 63 Cryptococcus spp., foram
identificados por provas bioquimicas e morfolégicas manuais, juntamente com as duas técnicas automatizadas (VITEK-2 e
MALDI- TOF MS).

O estudo foi conduzido em consonancia com a Resolugédo 466/2012 e normas complementares do Conselho Nacional de
Saude do Ministério da Saude, que tratam sobre as recomendacdes éticas e legais com pesquisas envolvendo seres
humanos. Para atender tais normas, esse trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital de Doengas Tropicais Dr. Anuar Auad (CEP- HAA), sob o nimero do parecer 7.014.186 e CAAE:
81191824.9.0000.0034.
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Tabela 1. Distribuicdo por média dos resultados conforme o nivel de confianca emitido por equipamento de acordo com a espécie
identificada.

ESPECIES n VITEK-2 (%) MALDI TOF MS (%)
Candida albicans 23 96,15% 99,90%
Candida orthopsilosis 4 17,00% 99,90%
Candida parapsilosis 11 95,00% 99,90%
Candida dubliniensis 2 92,95 % 99,90%
Nakaseomyces glabratus 6 83,00% 99,90%
Pichia kudriavzevii 4 62,00% 99,90%
Clavispora lusitaniae 3 97,00% 99,90%
Candida tropicalis 8 86,00 % 99,90%
Kluyveromyces marxianus 2 97,00% 99,90%
Cryptococcus gattii 5 94,00% 99,90%
Cryptococcus neoformans 58 92,71% 99,90%
99,90%

Total 126 81,54%

Fonte: Autoria prépria.
RESULTADOS

Foram isoladas dois géneros e 11 espécies, as mais destacadas foram Cryptococcus neoformans (58), C. albicans (23),
Candida parapsilosis (11) e Candida tropicalis (8) (Tabela 2).

Um total de 126/126 (100 %) foram identificados em nivel de género e 113/126 (89,68%) em nivel de espécie, por técnicas
manuais. Quatro isolados de Candida orthopsilosis, trés de Clavispora lusitaniae ( sin. Candida lusitaniae) e duas de
Kluyveromyces marxianus (sin. Candida kefyr) ndo foram identificados completamente por métodos bioquimicos; dois
isolados eram compativeis fenotipicamente com C. albicans na maioria dos testes convencionais, entretanto, com o auxilio
de caldo Sabouraud hiperténico modificado e vias automatizadas foram identificadas como Candida dubliniensis; e mais
duas do género Cryptococcus spp. apresentaram divergéncia nas provas técnicas manuais (Tabela 2).

Por VITEK-2, foram identificados 122/126 (96,82%) em nivel de género, quatro amostras ndo obtiveram identificacdo de
género; e 112/126 (88,88%) foram identificados até o nivel de espécie, enquanto dez isolados produziram resultados de
baixa discriminacdo (<50%), que exigiram observacdo suplementar e repeticdo de testes para a identificagdo de uma
espécie, foram eles: trés das espécies Pichia kudriavzevii ( sin. Candida krusei), duas Kluyveromyces marxianus (sin. C. kefyr),
duas C. orthopsilosis e trés Cryptococcus neoformans. Quando comparados com a identificagdo por MALDI-TOF MS, as
126/126 cepas (100%) foram identificadas em nivel de género e espécie (Tabela 2).

Um total de quatro (3,17%) de discordancias maiores foram observados pelo VITEK 2, enquanto as metodologias
convencionais e MALDI- TOF MS ndo reproduziram nenhuma discordancia nessa caracterizacdo. Em discordancias
menores, 10 (7,93%) e 13 (10,31%) foram vistos, respectivamente pelo VITEK-2 e metodologias convencionais, e novamente
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o MALDI-TOF apresentou melhor reproducdo de resultados quando comparados com as outras metodologias em estudo
(Tabela 2).

Na classificacdo de concordantes, a identificacdo de C. albicans, Candida parapsilosis e Cryptococcus gattii foram
compativeis em todas as metodologias aplicadas. As espécies Nakaseomyces glabratus (sin. C. glabrata), Pichia kudriavzevii
(sin. C. krusei) e C. tropicalis foram concordantes em duas metodologias, métodos convencionais bioquimicos e
morfolégicos manuais e MALDI-TOF MS. As espécies C. dubliniensis e C. lusitaniae foram concordantes apenas em
metodologias automatizadas (Tabela 2).

No nivel de espécie, as taxas de discordancia de identificagdo dos dois métodos automatizados foram 0,1% e 11,12% para
MALDI-TOF MS e VITEK 2, respectivamente. Em nivel de confianca, a distribuicdo média apresentou uma maior
porcentagem confiante para a metodologia MALDI-TOF MS, em comparagdo com os resultados do VITEK -2 (Tabela 2.

Tabela 2. Distribuigdo dos resultados inigualaveis por MALDI-TOF MS, VITEK 2 e provas bioquimicas

VITEK-2 MALDI-TOF Provas Bioquimicas
Discorda Discorda Discorda Discorda Discorda Discordan
.. Concord Concord
Espécies n % ntes ntes ntes ntes ntes tes Concordantes
. antes . antes .
maiores menores maiores menores maiores menores
n (%) n (%) ne)  n %) n (%) n)  n) n (%) n (%)
. . 18,2 23 23
Candida albicans 23 5 (18.25) (18,.25) 23 (18,25)
Candida
orthopsilosis 4 317 2(1,60) 2(1,60) 4 (3,17) 4 (317)
Candida parapsilosis 11 8,73 11(8,73) 11(8,73) 11(8,73)
Candida
dubliniensis 2 1,60 2 (1,60) 2 (1,60) 2 (1,60)
Nakaseomyces
glabratus 6 477 1(0,80) 5(3,96) 6 (4,77) 6 (4,77)
Pichia kudriavzevii 4 317 3(2,38) 1(0,80) 4(3,17) 4(3,17)
Clavispora
lusitaniae 3 2,38 3238 3(238) 3238
Cndida tropicalis 8 634 1(0,80) 7 (5,55) 8 (6,34) 8 (6,34)
Kluyveromyces
marxianus 2 160 2 (1,60) 2 (1,60) 2 (1,60)
Cryptococcus gattii 5 3,96 5(3,96) 5(3,96) 5 (3,96)
Cryptococcus 46,0 55 58
neoformans By 3(238) (43,65) (46,03) 2 (1,60) 56 (44,44)
12 112 126
Total 6 100 4 (3,17) 10 (7,94) (88,89) (100) 13 (10,31) 113 (89,69)

Fonte: Autoria propria.

Legenda: Concordante, para a mesma identificacdo no nivel de género e espécie; em discordancias menores, para os resultados discordantes apenas no
nivel de espécie, mas ndo no nivel de género; e em discordancias maiores, para os resultados discordantes no nivel de género ou se os resultados do método
nao foram definitivos ou ndo forneceram nenhuma identificagao.

DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo buscaram comparar os resultados de trés métodos diagndsticos de identificacdo de
leveduras, a saber, a metodologia convencional manual e os sistemas VITEK-2 e MALDI-TOF MS, estes Ultimos atualmente
em crescente uso para diagndstico micoldgico de rotina, agregado a pratica padrdo??-37.

Entretanto, essas técnicas se complementam, pois a eficacia dos sistemas de identificacdo automatica é significativamente
influenciada por diversos fatores intrinsecos aos processos de cultivo e preparagdo das amostras, tais como as condicoes
de cultivo, caracterizadas pelo tipo de meio de cultura e pelo grau de pureza da coldnia, exercem um papel crucial na
qualidade dos resultados obtidos3?32. A heterogeneidade do meio e a presenca de contaminantes podem gerar espectros
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de baixa discriminacdo ou a ndo identificacdo, comprometendo a precisdo e a reprodutibilidade das anélises, amplamente
aplicadas na microbiologia clinica, indUstria alimenticia e pesquisa cientifica 3334,

Além disso, a expertise do operador é um fator determinante na obtencdo de resultados confiaveis. A interpretacdo correta
dos dados gerados pelos equipamentos exige um profundo conhecimento das técnicas de cultivo, das caracteristicas dos
microrganismos e dos principios de funcionamento dos sistemas de identificacdo303>.

Embora a cultura continue sendo uma etapa fundamental para a identificagdo microbiana automatizada, o campo estad em
constante evolugdo. Novas tecnologias e abordagens estdo sendo desenvolvidas para superar as limitacdes da cultura
tradicional e permitir a deteccdo e identificagdo mais rapida e precisa de microrganismos, como a PCR em tempo real e a
espectrometria de massas. Nesta Gltima, ja trazem estudos que permitem a deteccdo direta de microrganismos em
amostras clinicas, sem a necessidade de prévio cultivo, principalmente para bactérias; contudo, no campo micoldgico,
tamanho avanco ainda ndo foi alcangado, com taxas de baixa identificacdo e técnicas de extracdo em aperfeicoamento,
para oferecer uma deteccdo mais rapida por hemoculturas e amostras de urina3®37.

Conforme encontrado no estudo em discussao, a identificagdo por método protedmico foi maior em relagdo as espécies
incomuns de Candida spp., especialmente em comparagdo com a metodologia manual, como a espécie Kluyveromyces
marxianus (sin. C. kefyr), que apresentou conflito nas provas fenotipicas de Cornmeal e Chromagar®, ndo alcancando a
identificacdo de espécie, e com uma baixa discriminacdo na identificacdo pelo VITEK-2, com um nivel de confianca de 50%
Candida ciferrii e 50% Kluyveromyces marxianus (sin. C. kefyr); situacdes semelhantes que envolveu espécies mais raras
foram destacadas em outros estudos3®3°, em que provas fenotipicas foram insuficientes, e como esperado, ha uma
superioridade no desempenho pelo sistema MALDI-TOF na identificacdo de leveduras, que varia entre 84 a 99%%%41, a
depender do equipamento e das espécies testadas.

Notou-se que, em outro estudo, o sistema VITEK 2 apresentou inconsisténcias na identificacdo da espécie de Cryptococcus,
assim como no presente estudo, o que levou a identificacdo da espécie Papiliotrema laurentii (sin. Cryptococcus laurentii),
ao invés do Cryptococcus neoformans, o qual foi melhor identificado pelas outras duas metodologias®.

Algumas cepas ndo foram reconhecidas como pertencentes ao complexo de espécies C. neoformans, pois elas ndo
produziram melanina*; uma das amostras do presente estudo apresentou divergéncia semelhante na prova manual de
fenoloxidase em agar niger, o que levou a suspeita de outras espécies de Cryptococcus, assim como apresentou resultado
conflitante pelas técnicas automatizadas, onde o VITEK 2 identificou com baixa discriminacdo a espécie Naganishia albida
(sin. Cryptococcus albidus), e o MALDI TOF MS como C. neoformans. Vale ressaltar que alguns estudos demonstraram que
Naganishia albida (sin. C. albidus) e Papiliotrema laurentii (sin. C. laurentii) podem produzir melanina, embora em niveis
mais baixos do que os de C. neoformans e C. gattii, até entdo isoladas em amostras vegetais e em estudos com
camundongos*46,

Em nosso estudo, outra amostra identificada e liberada como Cryptococcus neoformans pelas técnicas automatizadas,
conflitou diante da prova fenotipica em agar CGB, ao produzir reacdo positiva; contudo, salienta-se que a cor azul da
assimilacdo de glicina no 4gar CGB que indica positividade, é causada por C. gattii, enquanto C. neoformans ndo causa uma
mudanga de cor®*#’. Uma reacdo falso-positiva do meio CGB pode ser causada por isolados de outras espécies de
Cryptococcus (C. curvatus, P. laurentii e C. luteolus), espécies de Trichosporon (T. asteroids, T. asahii, T. inkin e T. mucoides),
Geotrichum candidum e Candida parapsilosis e Candida famata*34°.

Em nosso estudo, foi observada uma concordancia maior que 80% entre as metodologias automatizadas para as espécies
C. albicans, Candida parapsilosis, Candida dubliniensis, Candida lusitaniae e Cryptococcus gattii. A espécie Nakaseomyces
glabratus (Candida glabrata), Candida tropicalis, Pichia kudriavzevii (sin. Candida krusei) e Cryptococcus neoformans
apresentaram discordancias de identificacdo pelo VITEK 2, em desacordo com o que foi descrito em estudo’®, no qual foi
obtida concordancia na identificagdo por automatizacdo nas espécies Nakaseomyces glabratus ( sin. Candida glabratay),
Pichia kudriavzevii (sin. Candida krusei) e Cryptococcus neoformans, e com outro estudo?®, em que todos os isolados de C.
albicans, Nakaseomyces glabratus (Candida glabrata), Pichia kudriavzevii (sin. Candida krusei) foram identificados
corretamente.

Em trabalho anterior®®, pontuou-se que alguns isolados clinicos de Candida spp. foram identificados como C. parapsilosis
pelo VITEK -2, e Candida orthopsilosis pelo MALDI TOF MS; posteriormente em um estudo®' com analises de amostras de
animais com suspeita de micoses, fez-se a mesma observacdo, concluindo que essa divergéncia deve-se ao fato de que C.
orthopsilosis ainda ndo esta presente no banco de dados do VITEK 2, situacdo também observada no presente estudo em
discussdo com quatro isolados de C. orthopsilosis que ndo foram identificados como tal pelo VITEK-2. Essa situacdo é
justificada pelo fato que a Candida parapsilosis identificada tanto pelo VITEK- 2 quanto provas bioquimicas manuais é, na
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verdade, um complexo de 3 espécies membros denominados Candida parapsilosis sensu stricto (CPSS), Candida
orthopsilosis (CO) e Candida metapsilosis (CM), que podem ser identificadas apenas por métodos moleculares e métodos
automatizados, como espectrometria de massa MALDI-TOF MS>2,

Devido a esses processos de ndo identificacdo e baixa discriminacdo de alguns microrganismos, como Candida orthopsilosis
e Pichia kudriavzevii (sin. Candida krusei), as médias de nivel de confianga foram baixas, respectivamente 17% e 62%, o que
reflete a ndo confiabilidade dos resultados apresentados, principalmente pelo VITEK 2, nessa situagao.

Quando comparados os resultados de MALDI- TOF MS e das metodologias convencionais foi observada concordancia de
89,68%. Resultados semelhantes desse estudo foi visto em outro®3, no qual o desempenho geral do MALDI-TOF MS foi
significativamente melhor do que os sistemas bioquimicos convencionais para identificacdo correta de leveduras, em que
apresentaram altas porcentagens de identificacdes corretas de espécies 94,7%, e uma concordancia em 82,3% com a
identificagdo convencional. Assim como em estudo®*, que comparou apenas para cepas de Candida, e observou-se uma
precisdo de identificacdo de 91,80%, enquanto os convencionais de 85,30%. Posteriormente, em outro trabalho notou-
se que os resultados de automatizados foram mais confiaveis e rapidos do que os manuais bioquimicos, com identificagdo
de 92,98%, enquanto os convencionais de 84,21%.

Similar a outros estudos3>°>6, no processo de comparagdo de desempenhos do MALDI-TOF MS com o sistema VITEK 2,
observou-se que MALDI-TOF MS ofereceu maior precisdo de identificacdo e menores taxas de discordancia em nivel de
espécie, quando comparado ao VITEK 2. Além disso, o MALDI-TOF MS reduziu o tempo de identificacdo, com subsequente
melhoria no diagndstico e redugdo no tempo para terapia apropriada’>8,

Contudo, as limitagdes inerentes a essas tecnologias incluem o custo elevado dos equipamentos, a necessidade de
atualizagdo constante dos bancos de dados e a complexidade dos algoritmos de analise *°. A aquisi¢do e manutengdo de
sistemas de Ultima geracdo, como o MALDI-TOF MS, representam um investimento consideravel, apesar de estudos
relatarem sobre o custo-beneficio, que seria compensado em cerca de 3 anos em laboratérios com grande ndmero de
amostras, resultando em uma economia de aproximadamente de 74,8% quando comparado com as metodologias
tradicionais, observacdo retrospectiva feita pelo estudo no Laboratério de Microbiologia Clinica e Imunologia (CMIL) nos
Hospitais da Universidade da Carolina do Norte (UNCH) apds a implementacdo do MALDI-TOF MS para identificacdo de
rotina de bactérias e leveduras®®,

O presente estudo possui trés principais limitagdes. A primeira foi a quantidade reduzida de isolados fungicos analisados,
o que resultou em uma baixa variabilidade de espécies. A segunda limitacdo refere-se ao fato de que, embora os métodos
fenotipicos sejam considerados padrao-ouro no servico em questao, a auséncia de um método de referéncia independente,
como processos moleculares e sequenciais, limita a comparacdo precisa dos resultados. Por fim, a terceira limitacdo diz
respeito a aprovacdo de que a identificacdo era correta quando havia concordancia entre dois métodos. No entanto, é
importante ressaltar que a concordancia ndo garante a precisdo do resultado.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo indicam que as técnicas bioquimicas convencionais manuais apresentam limitacoes
significativas na identificacdo precisa de leveduras incomuns na rotina laboratorial. A baixa acuracia dessas metodologias
se deve, em grande parte, a variabilidade fenotipica desses microrganismos, as limitacdes da técnica e a auséncia de bancos
de dados abrangentes, respectivamente, para as provas bioquimicas e para o VITEK 2.

Nesse contexto, a adogdo de abordagens complementares, como a espectrometria de massas por dessor¢ao/ionizagdo a
laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS) e o sistema VITEK 2, demonstrou ser crucial para a obtencdo de diagnosticos
mais rapidos e precisos.

Sugere-se, portanto, a realizacdo de estudos comparativos mais abrangentes, envolvendo um maior nimero de isolados e
de diferentes espécies, assim como o uso de técnicas moleculares como referéncia, com o objetivo de estabelecer um
painel amplo de metodologias capazes de atender as demandas diagndsticas de infec¢es leveduriformes crescentes.
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