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Capitulo 1. Introducdo ao Diagndstico das Infeccbes Fungicas em Humanos

As infecgdes fungicas sao mais conhecidas por “Micoses . Essa palavra origina-
se de Mycosis, do latim e foi proposta por Virchow?!, 1856 que fundamentou-se na origem

(etimologia) grega da palavra muikes, étos (fungos) + osis (doenca).

No Brasil, a populacdo em geral associava os fungos apenas aos mofos das
residéncias Umidas e as infeccbes de pele, as micoses de pele ou dermatofitoses, cujo
interesse de controlar e buscar a “cura” era mais estético do que do clinico. A coceirae a
descamacdo das dermatofitoses é bem tolerada no inicio e muitas vezes o tratamento é
interrompido pelo paciente quando os sintomas desconfortaveis diminuem, tempos depois

a infeccdo retorna.

A presenca de infecgBes fungicas respiratorias mais agressivas provocou uma
necessidade maior nos grupos de pesquisa em micologia em aprofundar o conhecimento
sobre os fungos patogénicos humanos. Nas Ultimas décadas houve um intenso aumento
das pesquisas de caracterizacao, diagndstico e tratamento de infec¢6es fungicas em geral.
Esse desenvolvimento da pesquisa alertou a populagéo para o perigo iminente que essas
infeccBes podem causar, sobretudo em pacientes imunocomprometidos®. As infecgdes
fangicas iniciam-se geralmente pelos pulmdes, pela inalacdo de esporos presentes no ar,

ou pela pele, através de fissuras ou cortes.

- Caracteristicas do diagnostico de infecgdes
O diagndstico de uma infeccdo fungica depende de alguns fatores, como:

1.  Observagdo dos sinais e sintomas clinicos (febre, estertores, roncos e
alteracdo radioldgica);

2. Isolamento e identificagdo fungica compativel;

3. Demonstracdo de elementos fungicos invadindo o tecido;

4.  Semelhanga morfologica do fungo isolado as caracteristicas observadas no

exame histopatolégico ou no exame direto das amostras coletadas;

1 Rudolf Ludwig Karl Virchow. Médico alemao considerado o pai da patologia moderna e da medicina social, além de
antropologo e politico influente na época.

2 Imunocomprometidos séo os individuos que apresentam capacidade diminuida de seu sistema imune combater agentes
agressores.
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5.  Resposta imunoldgica ao fungo identificado pelo exame direto.

Para a compreensdo dos processos e etapas do diagndéstico das infecgdes fungicas
é necessario compreender alguns de seus aspectos gerais e a imunologia do hospedeiro.
Os fungos podem utilizar como hospedeiros o0s seres humanos, 0s animais, 0S

protozoarios e as plantas.

- Caracteristicas do sistema imune inato humano

A primeira linha de defesa contra organismos estranhos, os chamados antigenos,
sdo barreiras teciduais, como a pele, que interrompe a entrada de antigenos no nosso
corpo. Se, em algum momento essas barreiras sao rompidas, o corpo contém células que
respondem rapidamente a presenca do invasor. Essas células incluem macrofagos e
neutrofilos, que englobam organismos estranhos e 0s mata sem a necessidade de
anticorpos. O organismo humano também produz moléculas sollveis que combatem os
antigenos invasores. Essas moléculas podem bloquear a captagdo de nutrientes essenciais
ao antigeno (ferro, célcio, entre outras). Algumas dessas moléculas sdo encontradas nas
superficies de epitélios, nas secrecdes (lagrimas, saliva) e na corrente sanguinea. Esta

forma de imunidade é o sistema imune inato ou ndo especifico que esta continuamente

pronto para responder a uma invaséo.

- Caracteristicas do sistema imune adaptativo humano

A segunda linha de defesa é a imunidade adaptativa (adquirida) ou imunidade

especifica, que deve levar dias para responder a uma invasdo primaria (que € a infeccdo
por um organismo que nunca foi visto antes). No sistema imune especifico, nés vemos a
producdo dos anticorpos (proteinas sollveis que se ligam a antigenos estranhos) e
respostas mediadas por células na qual células especificas reconhecem antigenos
estranhos e os destroem.

Hoje sabemos que virus ou tumores também séo combatidos pelo sistema imune
adaptativo. Nossas células do sistema imune fazem o reconhecimento e a destruigdo de
células infectadas por virus e de células reconhecidas como tumorais.

Ap0s o primeiro contato com um antigeno um sistema de memoria geralmente é

ativado e no contato seguinte, o sistema imune adaptativo torna-se mais rapido e eficaz.
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Isso ocorre pela ativagdo de linfécitos B (produtores de anticorpos e de memoria) e
linfocitos T (efetores e de memdria). A producdo de anticorpos, citocinas e outras
moléculas auxiliam na marcacao (opsonizacdo) de antigenos e/ou células estranhas para

sua destruicao pelo sistema imune celular ou humoral (anticorpos).

- Componentes do Sistema imune humano

Algumas moléculas ou células sdo componentes efetivos nos dois sistemas
(tabela 01), no entanto, a eficacia dessas moléculas ou células sdo fundamentais para que
todo o processo seja eficaz, visto que os fungos apresentam varios mecanismos de escape

ao sistema imune do hospedeiro.

Tabela 01: resumo dos principais componentes do sistema imune inato e adaptativo

humano.
Componentes Imunidade Inata Imunidade Adaptativa
Linfocitos T (CD4, CD8,
Macrofagos, neutrofilos, Th1, Th2), Linfocito B,
Celulas células dendriticas, células NK | células NK, Linfocito T

Moléculas soltveis

(natural killer), mastocitos,

basoéfilos e eosinofilos.

Sistema complemento,
proteinas, citocinas,

quimiocinas e outros.

auxiliar; Linfécito T
citotoxico, células dendriticas
(APC), e outras.

Anticorpos, citocinas,

guimiocinas e outros.

Para o combate de fungos pelo sistema imune, € fundamental que a resposta

classificada como Th1 seja ativada e eficaz. Essa resposta Th1 tem como produtos o IFN-
v e IL-2 e apresenta as funcdes de ativagdo de fagocitos e producdo de anticorpos

opsonizantes.
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- Caracteristicas que possibilitam aos fungos a escaparem do sistema imune humano

A resposta e combate aos fungos depende da morfologia deles. As células do
sistema imune inato humano evoluiram para reconhecer e responder aos componentes da
parede celular dos fungos. As células apresentam receptores de reconhecimento como: j3-
glucana, monose, dectina -1 e outros receptores como 0s TLRs (Toll like receptors). Uma
vez que os receptores celulares reconhecem os componentes de membrana dos fungos,
uma cascata de sinalizacdo € iniciada. A resposta imune inata combate o fungo, e ativa o

sistema imune adaptativo.

Para o estabelecimento e sobrevivéncia dos fungos no organismo humano,
alguns mecanismos desenvolvidos por eles precisam ser efetivos e possibilitarem seu

escape do sistema imune humano. Dentre estes mecanismos 0s principais sao:

v Penetracdo e multiplicacdo em células, evitando os mediadores extracelulares
produzidos pelo sistema imune inato ou adaptativo;

v Variacdo de antigenos de superficie, o que dificulta o reconhecimento e ativacao
de receptores do sistema imune;

v’ Evitar o reconhecimento pelos receptores das células de defesa, geralmente
modificando ou revestindo sua estrutura de PAMP (Padrdes Moleculares
Associados a Patogenos).

v Modulacéo de sinais inflamatorios;

v Liberacdo de iscas GPA (glicoproteinas) que agem concorrendo no
reconhecimento com o microrganismo;

v' Internalizacdo de células ndo-fagociticas, e com isso escapar de mecanismos de
defesa extracelulares;

v" Modulacdo de TLR para infectar células e garantir sua multiplicacéo;

<\

Persisténcia nos macrofagos, utilizando essa célula como reservatorio;

v' Evasdo do Sistema Complemento, através da ligacdo com os inibidores do
complemento;

v Evasdo da resposta inata, através da producdo de moléculas de superficie anti-

complemento, inibido a formagio da C3 convertase®;

3 C3-convertase é uma enzima também conhecida como C4b2a. Ela catalisa a clivagem proteolitica de C3 em C3a e
C3b, gerada durante a ativagdo do sistema complemento (sistema imune inato), tanto pela via classica quanto pela via
das lectinas.
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v" Modulagdo da apoptose, ja que esta inibicdo mostrou prolongar a vida da célula
e, assim, promover a difusdo do parasita no hospedeiro;

Em humanos com imunodepressao ou imunossupressdo os fungos encontram-se
em vantagem para o desenvolvimento de uma infeccdo, inclusive aqueles considerados

comensais e “normais” a microbiota humana.

- Causas da Imunodepressao

Qualquer patogeno precisa, antes de estabelecer uma infeccdo, neutralizar as

barreiras de protecédo inatas e adquiridas do organismo do hospedeiro.

Um individuo adulto sadio apresenta defesa celular e humoral bem
caracterizada, isso porque seu organismo passa pelo reconhecimento de antigenos
diversos desde o nascimento e “guarda” informagdes sobre esses antigenos por anos, e
em caso de novo contato, o sistema imune ativo apresenta informagdes que agilizam o

combate ao antigeno.

No entanto, algumas situacdes podem deixam o individuo com um sistema
imune precario. A imunodepressdo é caracterizada por um estado de uma resposta

ineficiente ao combate de patogenos, classificada como:

1. Imunodepressdo primaria: quando fatores genéticos (geralmente modificacdes na
traducdo de genes) afetam o processo de producédo e/ou diferenciacdo de moléculas
ou células do sistema imune. O individuo torna-se mais susceptivel, desde a infancia,
a infecgdes, ao desenvolvimento de doencas autoimunes e a neoplasias;

2. Imunodepressdo adquirida: Quando algum fator externo torna o sistema imune
ineficiente ao combate de patdgenos em geral, como por exemplo, os individuos HIV

positivos.

Ja a imunossupressdo é uma situacdo deliberadamente provocada para diminuir
a resposta imune de um individuo. Isso ocorre com alguns fatores, como mostra o0 Quadro
01:
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Quadro 01: Principais causas de imunossupressao do sistema imune humano.

v Uso de medicamentos:
- Quimioterapicos para o combate de cancer;
- Corticoides;
- Inibidores de rejeicdo antes e apos transplantes;
- Inibidores de TNF (Fator de Necrose Tumoral);
v" Doencas ou Disturbios do Sistema Imune:
- AIDS
- Leucemias
- Linfomas
- Diabetes
- Queimaduras extensas
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Capitulo 2. Caracteristicas das Infeccdes Fungicas

- As infeccBes fungicas podem ser classificadas quanto ao tipo, como:

- Primarias

- Oportunistas

As infecgdes fangicas primérias, geralmente iniciam-se pela inalagcdo de esporos
que alcancam os pulmdes e conseguem estabelecer uma infeccdo. A infeccdo pode
provocar uma pneumonia localizada como primeira manifestacdo. O paciente pode ou

ndo ser imunodeprimido.

Algumas infeccBes fangicas podem apresentar uma distribuicdo geogréafica
caracteristica, como por exemplo, a Paracoccioidomicose, a Blastomicose, a
Coccidioidomicose e a Histoplasmose. Essas micoses endémicas* sio causadas por
fungos dimorficos, que em contato com o organismo do hospedeiro humano se diferencia

para adaptar-se, escapar das defesas do sistema imune e estabelecer a infeccao.

Viajantes dessas regibes endémicas podem ser infectados pelo fungo e

desenvolver a infeccdo fungica ja em seu pais de origem.

A Paracoccidioidomicose: limita-se a América do Sul e alguns paises da
América Central.

A Coccidioidomicose: limitada principalmente ao sudoeste dos EUA,
Washington, norte do México e alguns paises da Américas Central e da América do Sul.

A Histoplasmose: ocorre em todo o0 mundo e principalmente no leste e no meio-

oeste dos EUA e em regides das Américas Central e do Sul, Africa, Asia e Austrélia.
A Blastomicose: restringe-se 8 América do Norte e a Africa.

As infeccBes fungicas oportunistas sdo causadas por fungos geralmente nao

patogénicos. Em individuos sadios, muitos fungos sdo encontrados em situacdo de

4 Diz-se endémica ou endémica (do Grego en-, "em" + fjpog, demos, "pessoas") que quando atinge uma populagio de
uma regido geogréafica especifica, sendo, entdo, considerada uma endemia.
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comensalismo® no organismo como componente da microbiota® residente’ ou da

transitoria®.

Os fungos oportunistas quando em situacéo de infec¢do oportunista conseguem
se desenvolver, escapando das defesas do organismo do hospedeiro. Dependendo do
fungo e do local podem desenvolver infecgdes superficiais ou invadir tecidos
disseminando-se causando infec¢des sistémicas que provocam grandes danos ou levar a

morte do individuo.

As infeccbes oportunistas mais prevalentes atualmente sdo a candidiase
(Candida albicans e por outras espécies de Candida), a aspergilose (Aspergillus
fumigatus e varias espécies do género Aspergillus), a criptococose (Cryptococcus

neoformans) e as mucormicoses (Rhizopus oryzae).

- Quanto a localizacéo, as infec¢des fungicas podemos ser classificadas em:
- Superficiais: Ocorre nas camadas superficiais da pele e pelos.

- Cuténeas ou Dermatofitoses: Ocorre nas camadas mais profundas da pele,

invadem unhas e pelos.
- Subcuténeas: Ocorre na derme, tecidos subcutaneos, masculos e fascias®.
- Sistémicas/Profundas: A infeccdo espalha por tecidos e 6rgaos internos.

- Oportunistas: Geralmente sdo fungos da propria microbiota do hospedeiro,

porém, devido a uma diminui¢do da imunidade do hospedeiro, ocorre a infeccdo.

Cada fungo tem suas caracteristicas peculiares que facilitam sua penetracéo e

instalagdo em diferentes tecidos, estruturas e 0rgaos.

5 O Comensalismo é uma relagdo interespecifica (espécies diferentes) na qual apenas uma das espécies (comensal) é
beneficiada enquanto a outra espécie (hospedeira) € indiferente.

6 O termo “flora” caiu em desuso visto que antigamente, bactérias e alguns fungos eram considerados no reino das
plantas. Atualmente o termo flora foi substituido por microbiota.

" A Microbiota residente é formada por microrganismos que estabelecem coldnias permanentes dentro ou sobre o corpo
sem produzir doengas, compondo a microbiota “normal” do corpo.

8 A Microbiota transitéria é composta pelos microrganismos que estdo presentes por periodos variaveis, dependendo
do ambiente, sua contaminagdo, podendo desaparecer temporariamente.

® Todo o corpo é estruturado e envolvido pelo tecido conectivo, ou fascia, criando um conjunto estrutural que da forma
e funcéo a cada tecido e drgéo.
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Ao entrar em contato com a célula ou tecido do hospedeiro, os fungos modificam
sua expressdo génica e produzem vérias proteinas e enzimas especificas, como
visualizado na figura 01. Essas substancias atuam na adesao, na hidrolise, remodelamento
da parede fangica, degradacéo de substancias do sistema imune do hospedeiro, adaptacédo
de fontes de carbono e de pH ideais para o desenvolvimento do fungo. Em todas as etapas
ocorre o ataque ao fungo pelo sistema imune do hospedeiro.

Etapas Escape do Colonizago -

. Infi
iniciais da sistema _ fr:',s;??: DOENCA
patogénese imune fangica

L Se o sistema imune do hospedeiro conseguir identificar
e combater o fungo, a colonizacao é impedida.

Figura 01: Etapas basicas para o estabelecimento de uma infeccédo fungica.

- Formacdo de biofilmes por fungos

Alguns fungos podem formar biofilmes e estabelecer infeccdes resistentes e
graves em hospedeiros. Exemplo disso sdo os biofilmes de Candida albicans que
normalmente colonizam o corpo humano sem causar danos. No entanto, em desequilibrio
do sistema imune do humano, o fungo pode aumentar sua adeséo (producao de enolase)
e colonizacdo no intestino e a partir dele alcancar a corrente sanguinea causando a

candidemia, que é de dificil tratamento e alta mortalidade.

Existem muitas vantagens para 0s microrganismos produzirem biofilmes
principalmente para a sobrevivéncia e protecdo contra alteracdes no meio ambiente. As

etapas para a formacao de biofilmes séo observadas na figura 02.
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12 Adsorgdo de
Propagulos (adesdo de
esporos ou fragmetos de
hifas)

62 Dispersao (liberagdo de

22 Adesdo ativa a
esporos os fragmentos do

biofilme superficie

52 Maturagdo ou
desenvolvimento
reprodutivo

32 Formagdo de
Microcol6nia

42 Maturagao inicial do
biofilme (rede de hifas)

Figura 02: Resumo das etapas para formacao de biofilmes por microrganismos.

A observacdo das particularidades do biofilme de fungos pode auxiliar em seu
diagnostico e identificacdo, como podemos observar no experimento publicado por
(Sherry, et al. 2017), figura 03:

>

S 0 ¢ abicans (B C auris (strain 12)
S [0 C podrats B C ourts (stran 2)
& B C ouris (strain 10) I C ouris (strin 6)
o) 1.04
o
bl
g 0.54
e
2
@
0.04

(8]

Figura 03: Formacao de biofilme em linhagens de leveduras Candida auris, C. albican e C. glabrata. A)
As quantidades de biomassa foram determinadas espectrofotometricamente para 4 linhagens de C. auris e
1 de C. albicans e C. glabrata. Os resultados mostram que C. auris pode formar biofilmes intermediarios
heterogéneos. B-D) C. albicans(B), C. glabrata (C) e C. auris (D).
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Capitulo 3. Caracteristicas Gerais do Diagnéstico Laboratorial das
Infecgdes Fungicas.

Para o sucesso do diagnostico laboratorial das infec¢des fungicas é fundamental
uma anamnese detalhada do paciente. Verificar a historia clinica e epidemioldgica e os
achados dos exames de imagem podem orientar a equipe médica para a melhor
abordagem diagndstica. Esses dados indicam o processamento mais adequado para o
esclarecimento etiologico, incluindo a escolha da técnica para o exame microscopico
(visualizacdo do fungo em sua morfologia parasitaria) e a escolha do meio de cultivo a

temperatura e o tempo de incubacédo (isolamento do fungo para posterior identificacao).

Infelizmente no Brasil, na maioria dos centros hospitalares o processo de coleta,
analise e técnicas diagndsticas sdo realizadas em etapas separadas e € muito comum que,
0 médico clinico, o patologista e 0 micologista/microbiologista trabalhem isoladamente
no diagnostico da doenca. A falta de informagdes e/ou incoeréncia causam atrasos e falhas
no diagndstico, provocando maior tempo de internacdo hospitalar e agravamento do

quadro clinico do paciente.

Alguns fungos possuem morfologia muito distinta e de féacil caracterizagdo. A
facilidade de crescer em meio de cultivo também é uma caracteristica que auxilia na

identificacdo de alguns fungos.

Para o sucesso do diagndstico fungico, o tipo e a qualidade da amostra bioldgica
coletada e submetida ao laboratério de micologia sdo fatores fundamentais para o sucesso
no isolamento e na identificacdo do agente etiol6gico. Além disso, fatores basicos como
a assepsia antes da coleta e a quantidade da amostra garantem maior exatiddo no

diagnostico.

- Tipos de Diagnostico laboratorial para as infec¢fes fungicas

Atualmente, existem normas e diretrizes bem definidas para otimizar o
diagnostico laboratorial das infec¢Bes fungicas. Essas diretrizes incluem a identificacéo,
a sorologia, o diagnostico molecular e testes de sensibilidade do patdgeno. No entanto,
pesquisas recentes demonstraram que em varios paises, inclusive, no Brasil, existe a falta

de padronizacdo dos testes preconizados, bem como o0 baixo acesso aos testes de
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diagnéstico avancados, como os de reacdo da polimerase em cadeia (PCR),
espectroscopia de massa e de antigenos especificos 1° como de galactomanano e de beta-

D-glucano.

A utilizag8o da intradermorreacédo para identificacdo de fungos est4 caindo em

desuso visto que, ndo se trata de uma prova muito sensivel, nem muito especifica.

A identificagdo ideal de um fungo deve apresentar o Género e a espécie, seguir
etapas bem definidas pode ser fundamental nesse processo, como por exemplo na figura
02:

- Coleta e identificacdo da
amostra

Fase Pré-analitica —

- Transporte e armazenamento

- Processamento da amostra

Fase Analitica — - Identificagdo do fungo

- Laudo e estocagem do fungo

- Estudo
Processamento da —
amostra - Dados epidemioldgicos

Figura 02: Modelo de etapas para a identificagdo de fungos em laboratério.

Em um processo de organizacdo podemos mensurar melhor o tempo de cada
etapa e viabilizar recursos paliativos até que o laudo seja entregue. A fase de
processamento da amostra tem subfases que distinguem o passo-a-passo que determinam

a identificacdo correta de um fungo.

Existem fungos que sdo muito dificeis de se identificados em nivel de espécie.
Exemplo disso é o boletim de risco liberado em 2017 pela Anvisa (Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria), onde a identificacio de infeccbes suspeitas por Candida auris'

10 Os antigenos especificos sdo moléculas e/ parte da parede celular do fungo que podem ser reconhecidas por
anticorpos comerciais ou produzidos pelo organismo do ser vivo hospedeiro.

11 Candida auris é um fungo identificado pela primeira vez em 2009. A gravidade da infecgdo por esse fungo é o fato
dele ser multirresistente aos agentes antiflingicos existentes.
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deve ser realizada nos laboratdrios de referéncia nacional e por metodologia especifica,
como observamos:

“Essa identificacdo deve ser feita utilizando MALDI-TOF e por sequenciamento da
regido D1-D2 ou ITS, pois outros métodos de diagndstico de rotina podem identifica-
la erroneamente como outras espécies. Na dependéncia do sistema comercial utilizado
e da versdo do banco de dados disponivel no sistema, pode haver identificacéo incorreta
de C. auris confundindo-a com as seguintes espécies: Candida haemulonii; Candida
famata; Candida sake; Candida catenulata; Candida lusitaniae; Candida

guilliermondii (Usuérios Microscan); Saccharomyces cerevisiae; Rhodotorula glutinis
(Usuérios API-20C)”.

- As técnicas empregadas para identificacdo de fungos atualmente séo:

- Observacdo macroscépica (Exame direto) do fungo:

Observar o fungo em crescimento pode trazer varias informacdes importantes
para sua identificacdo. No entanto, a cultura precisa ser pura para evitar erros na

identificacdo sugestiva do fungo.

Para fungos filamentosos € importante verificar as caracteristicas da cultura

guanto a:

- Textura: algodonosa, penugenta, velutina, pulverulenta (furfaracea), arenosa

ou glabrosas.
- Relevo: cerebriforme, rugoso, apiculado ou crateriforme.
- Borda: varios desenhos (franjas).
- Pigmentag&o: anverso e reverso, difusivel ou ndo difusivel.
Tamanho: varidvel (quantidade e qualidade de substrato).

Para a identificacdo de fungos leveduriformes cultivados em meio solidos
devemos observar a textura, a topografia, a borda e a coloracdo da cultura e em cultiva

com meios liquidos a formacéo de pelicula.
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- Visualizacéo direta do fungo e andlise histopatoldgica por microscopia optica:

Alguns fungos tém aspecto morfologico bem distinto e 0 exame microscopico
pode ser bastante util, além de rapido e barato possibilita um retorno de informacoes
rpidas ao médico, indicando se realmente se trata de uma infec¢do fingica e até
delimitando o diagndstico ha alguns géneros.

Para a visualizagdo microscopica do fungo € necessério que haja uma coleta de
amostra em quantidade suficiente. A coleta, o transporte e 0 armazenamento da amostra
devem evitar a deterioracdo e contaminacao cruzada do material. Existem varios Kits no
mercado que fornecem agulhas, swabs'? e frascos que possibilitam essas etapas serem

realizadas com seguranga.

No laboratdrio microbiologico, as amostras coletas sdo espalhadas em laminas e
ocorre a tentativa de visualizagdo no microscopio Optico. Geralmente, a maiorias das
amostras de fungos ndo permite a visualizagdo do material “a fresco”, seja por falta de
coloragéo e contraste das estruturas ou pelo tipo de amostra ou periculosidade, e, portanto,
as amostras espalhadas sao fixadas e coradas em laminas de microscopia e visualizadas
em microscopio optico. De acordo com o tipo de amostra, local do corpo onde foi coletado
e suspeita clinica pode-se definir a técnica e/ou tipo de corante a ser usado na amostra,
como observado na Tabela 02.

Os corantes sdo classificados em acidos ou basicos e podem corar estruturas
reprodutivas e vegetativas de fungos auxiliando na sua caracterizacdo morfoldgica e
posterior identificagdo. Os fungos podem ser corados com: tinta de nanquim, Giemsa,
Gram (cristal violenta, lugol, safranina ou fucsina), lactofenol de Amann com azul de

algoddo, entre outros.

2.0 swab é um tipo de haste com algod&o em uma das extremidades. Ele possibilita a coleta de amostras de secregdes
para a verificacdo da presenca de microrganismos.
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Tabela 02: Algumas técnicas resumidas utilizadas por pesquisadores para a identificacdo de

fungos em amostras clinicas.

Tipo de material Procedimento*

Amostra de tecido obtido por bidpsia, exsudatos Preparar a amostra com KOH** em solugdo
espessos e outros materiais densos; exame de aquosa a 20%. Visualizar a amostra com objetiva

pelos, pele e unha. de 10x, seguida de 40x e se necessario 100x.

i ) 3 Centrifugar a amostra e colocar um pouco de
Amostras de liquor, urina, secre¢des ou ) o ) -
sedimento em ldmina com tinta de Nanquim (tinta

exsudatos; Suspeita de infeccéo por leveduras. )
da China).

A coloracdo por Gram possibilita a confirmagéo da
presenca de fungos, diferenciando-os de artefatos
Amostras de urina, secreces e fezes. presentes nas amostras. As amostras sao fixadas na
lamina de microscopia, corados lugol e fucsina e

descoradas com metanol.

As amostras sao fixadas na lamina de microscopia,
Amostras de medula 6ssea, sangue, aspirados e
. corados e descoradas com metanol. Pode-se usar
secrecao cutanea. ) ) ) )
corantes panoticos (Giemsa, Leishman ou Wright).

* Para todos os procedimentos, as amostras sdo espalhadas na lamina de microscopia e fixada. Apos a fixacdo as
solugdes e/ou corantes sdo impregnados na lamina com a amostra. A visualizacdo é feita com a objetiva de 10x e depois
com a 40x. E fundamental diferenciar o fungo pela sua refringéncia da parede celular, inclusées citoplasmaticas e
presenca de brotamentos (leveduras), hifas (micélios) e estruturas de reprodugdo como os conidios. A concentracdo de

KOH pode variar entre 10 a 40% dependendo do tipo de amostra.

Para a identificacdo de fungos filamentosos a observacdo microscépica do fungo
vai se basear nas diferencas morfoldgicas das estruturas reprodutivas e na ontogenia®® dos

esporos, como pode ser visto na figura 03.

Para a identificacdo de fungos leveduriformes a caracterizacdo microscopica,
tanto das células nas preparacfes diretas como no microcultivo em Iamina, vao basear a
observagdo de: caracteristica da célula (levedura), presenca de blastoporos!4, pseudo-

hifas, tubos germinativos, clamiddsporos, artrosporos, ascos, ascoporos e capsula.

Em algumas situacOes de suspeita de alteracbes ou infeccdes profundas €
necessario a coleta e exame de esfregacos ou pequenos cortes de tecidos. O tecido é

preparado e submetido a microcortes, fixado em laminas de microscopia, corado e

13 Ontogenia diz respeito a origem e ao desenvolvimento de uma estrutura.

14 Blastoporos ou blascotoconidio sdo esporos assexuados que se formam por brotamento nas leveduras.
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observado em microscépio Optico. Em caso de infecgdo fungica sistémica é possivel
observar inclusdes de fungos dentro do tecido.

broto ou
gemmla

J=— célula-mae

Elastoconidio

a) Hifa cenocitica b) Hifa septada

Figura 03: Algumas estruturas observadas nos fungos quando visualizados em

microscopia dptica.
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- Cultura de amostras para identificagdo de fungos

A cultura é considerada ainda como “padrdo ouro” no diagndstico de fungos.
Apesar de ter resultado lento, é realizada em praticamente todos os laboratérios no
mundo. Mesmo que o fungo tenha sido identificado na visualizagdo por microscopia é
preconizado que a amostra seja colocada em meio de cultivo para o crescimento e
identificacdo dos fungos. A escolha do meio de cultivo depende das informac6es clinicas

e tipo de amostra recebida.

O primeiro cultivo geralmente é feito em meio Sabouraud. Apds o crescimento,
uma amostra é analisada para verificar aspectos do fungo em desenvolvimento. Em
seguida pode ser necessario transferir uma parte do fungo para outro meio de cultivo
especifico, com antibidticos e/ou corantes. Assim observa-se caracteristicas especificas
do desenvolvimento do fungo auxiliando em sua identificacdo e testando sua

sensibilidade a antifingicos.

Em suspeita de infeccdo por fungos dimorficos é imprescindivel a converséo de
formas micélio/levedura para a correta identificacdo do agente etioldgico. Sdo exemplos
de fungos dimérficos: Paracoccidioides brasiliensis, Coccidioides immitis, Histoplasma

capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Candida albicans entre outros.

- Provas bioquimicas para identificacdo de fungos

Os fungos sdo seres heterotrofos, ou seja, precisam absorver nutrientes do meio
ambiente, como os carboidratos para producdo de energia. Suas células apresentam
organelas e funcionamento semelhante a célula animal, portanto os fungos absorvem

nutrientes, metabolizam-nos e liberam compostos secundarios, enzimas e gas carbonico.

Conhecendo as reacdes metabolicas das células fungicas pode-se prever reacoes
especificas de um determinado género de fungos e até mesmo diferenciar espécies quando

se usa varias provas bioquimicas.

As leveduras podem ser muito semelhantes quando observadas em microscopia
e cultivo. Para a identificacdo das mesmas algumas provas bioquimicas podem ser
conclusivas. Geralmente testa-se os fungos quanto a assimilacdo de nitrato, fermentagéo
de alguns carboidratos, producdo de enzimas, como a urease (zimograma), reacdes de

oxidagdo com alguns compostos, como o fenol-oxidase, entre outras.
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Geralmente, sdo feitas combinag0es de testes. Quadro 02:

v Auxonograma:

- Diluir uma suspensdo de células do fungo e
verificar sua turbidez em espectrofotémetro
ajustando para cerca de 106 ufc/mL;

v’ Testes e observagdo:
- Presenca de oxigénio na amostra;
- Utilizacdo de fontes de:
- Carbono (teste com diferentes agucares)
- Nitrogénio (teste com nitrato)

Para direcionar os testes bioquimicos utiliza-se “mapas de leitura” de testes,

como demonstrado na figura 04.

PONTO DE ORENTAGAO DA
PLACA

PEPTONA

Figura 04: A esquerda observamos o mapa de leitura dos testes de assimilagdo de carboidratos e

a direita 0 mapa de leitura do teste de assimilacéo de nitrogénio.

Os testes eficazes para determinacdo da maioria dos fungos. Entretanto
isolados clinicos podem apresentar alteragdo de sua expressao génica dificultando sua
identificacdo. Nos casos de divida na identificacdo dos fungos mesmo apés as provas

bioquimicas € fundamental utilizar as técnicas avancgadas de diagndstico.
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- Testes soroldgicos para o diagndstico de fungos

Os testes soroldgicos sdo bem padronizados para o diagnostico de infecgdes
fangicas. Podemos citar varios tipos de testes, que isoladamente apresentam cada um
vantagens e desvantagens. Alguns métodos ja sdo utilizados como referéncia nos servigos
de salide para pesquisa de antigenos e anticorpos especificos nas infeccbes fungicas, como
a imunodifusao dupla (ID), contraimunoeletroforese (CIE), imunofluorescéncia indireta

(IFI), ensaio imunoenzimatico (ELISA) e imunoBlot (IB).

De todos dos testes sorologicos, atualmente o mais usado € o ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) que é bem sensivel. As vantagens: barato, rapido e
adequado para a andlise de grande quantidade de amostras de soros, sendo o preferido
dos testes para alguns laboratérios de triagem publicos e particulares.

Os testes sorologicos associados a clinica e informacdes extras podem ser muito
interessantes na confirmacgdo de diagndsticos. Em casos especificos como em pacientes
imunodeprimidos, ocorre uma varia¢do grande na sensibilidade e especificidade. Outras

técnicas de diagnosticos devem ser utilizadas.

Existem parametros de validacdo para os testes soroldgicos, cada técnica é
planejada e desenvolvida com esses parametros antes de irem ao mercado para serem

usados na populacao. Sao eles:
1. Sensibilidade Analitica:

Corresponde a menor concentracdo de analito que o teste consegue detectar,

gerando um resultado positivo (reagente);
2. Especificidade Analitica:

Capacidade do teste de identificar especificamente um determinado analito para
o0 qual ele foi desenvolvido;

3. Precisdo (Reprodutibilidade)

Grau de concordancia entre determinagdes repetidas;

4. Exatiddo (Acuréacia)

Grau de concordancia entre o resultado de uma medicdo e o valor verdadeiro

(nominal, real, referéncia).
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No Brasil, a FIOCRUZ (Fundagdo Osvaldo Cruz) recebe amostras de todo o pais
em caso de suspeitas graves e realiza as seguintes técnicas: Sorologia (imunodifusdo) para
paracoccidioidomicose; sorologia (imunodifusdo) para histoplasmose; sorologia

(imunodifusdo) para coccidioidomicose; exame micoldgico direto e cultivo de fungos.

- Diagnostico fungico por espectrometria de massa MALDI-TOF

Para auxiliar no diagndstico preciso de varios fungos foi desenvolvido
protocolos para o uso da espectrometria de massa MALDI-TOF, uma metodologia que
permite a identificacdo de género e espécie correta do agente etiolégico em apenas 30

minutos.

O equipamento recebe um software com uma matriz de dados sobre a estrutura
e comportamento molecular de microrganismos diversos. Uma vez que o equipamento
consegue definir exatamente a espectrometria de massa referente ao fenétipo do agente
etioldgico molde, as amostras podem ser preparadas e colocadas no aparelho para a

identificacdo do agente etioldgico em nivel de género e espécie.

Poucos laborat6rios no mundo possuem esse equipamento de espectrometria de
massa voltado para a identificacdo de microrganismos, o alto custo do equipamento, a
necessidade de técnicos treinados e a obtencao de kits de calibragem fenotipica ainda sdo

fatores que dificultam sua ampla utilizag&o.

Véarios grupos de pesquisa Vvém desenvolvendo e demonstrando o
aperfeicoamento de matrizes de informacgdes fenotipicos de microrganismos. Para cada

microrganismo, inclusive cepas, é necessario que a estrutura seja calibrada no aparelho.

Acredita-se que com 0 avanco e dominio da técnica de espectrometria de massa
de ionizacéo e suas varia¢Oes (dessorcéo a laser assistida por matriz) e a determinacéo de
protocolos mais abrangentes, o custo beneficio de se utilizar essa técnica sera muito

atrativa nos proximos anos.

- Diagnostico molecular por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As reacOes moleculares de genotipagem sdo altamente especificas e

incomparavelmente melhores que as culturas e observagdes de fenotipagem dos fungos.
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Muitos grupos de pesquisa e empresas de biotecnologia vém testando e
demonstrando a utilizacdo precisa e rapida de sequencias de DNA de microrganismos

para sua identificacdo em género e espécie.

Ja existem primers comerciais para sequencias de rDNA® para identificacdo de
varias espécies de bactérias e fungos. Uma reagdo de PCR multiplex pode ser realizada
em cerca de 4 horas, mas é necessario que o DNA do fungo seja extraido o que aumenta
em cerca de mais 2 horas o processo. Com relacéo ao custo beneficio da técnica de PCR
simples ou multiplex observamos que a maior dificuldade no momento é o incentivo e
mudanca das rotinas laboratoriais para a implementacédo das técnicas de PCR como rotina

no diagnostico laboratorial de microrganismos.

15 DNA ribossomal. Usado em experimentos de polimorfismos de nucleotideo tnico (SNP).
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- Resumo das principais etapas do diagnostico laboratorial de fungos

O diagnéstico laboratorial definitivo pode ser realizado de forma direta, através
da pesquisa do microrganismo, ou indireta, através da busca de resposta especifica do
hospedeiro ao fungo. No entanto, cabe ressaltar que a interpretacdo dos achados
laboratoriais deve ser feita a luz da histéria clinico-epidemioldgica. A triagem
soromicoldgica, a histopatologia (reacéo tecidual e documentacéo dos elementos fungicos
nos tecidos) e o resultado do exame microscopico direto orientardo a correta interpretacao
dos achados laboratoriais e a decisdo terapéutica inicial. Os resultados dos cultivos
corroborardo ou modificardo essa decisdo. Cabe ao microbiologista alertar o médico se o

resultado do teste € suficiente ou ndo para embasar a acdo terapéutica.

Para alguns fungos a identificacdo de género e espécie é complexa exigindo
varias etapas para se obter a identificacdo correta e segura deste. Observamos na figura

05 um esquema resumido das etapas possiveis para identificacdo de fungos.

Paciente

l

Coleta de Amostra

l |

Exame Direto Semeadura do fungo
Coloragdes Observacéo

(Gram, Giemsa, Nanquim...)

Macroscopica

l l

Observacéo — | Leveduras ou filamentosos?
Microscopica l l
Microcultivo/ Sorologia
Analises bioquimicas Técnicas Moleculares
Espectrometria
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