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RESUMO

NUNES, Miguel Carlos da Silva. Boas Praticas de Laboratério de Micologia Médica:
elaboracdo de manual de procedimentos técnicos e de ilustragdes fungicas. 2018
166 f. Dissertacao (Mestrado em Saude, Medicina Laboratorial e Tecnologia
Forense) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Os fungos sdo responsaveis por diversos processos infecciosos tanto
comunitarios quanto nosocomiais. Notadamente mais criticas em pacientes
imunocomprometidos, as infec¢cbes fungicas tém sido desencadeadas pelo
progresso da tecnologia médica que, de forma muito frequente, determina um
aprofundamento dos estados consumptivos em individuos hospitalizados ou que
apresentem importantes processos de base. Com carateristicas oportunistas, essas
infeccbes se mostram refratarias aos tratamentos propostos, bem como de
diagndstico dificil. O aumento de casos de infec¢gBes graves tem determinado certo
interesse em relacdo a micologia médica e as formas de manejo dos pacientes. A
compreensao dos mecanismos de agressao dos fungos, a resposta a terapéutica, o
diagnéstico laboratorial e o comportamento in vitro frente as drogas de uso clinico
tém sido as areas de maior interesse da comunidade cientifica. Em decorréncia da
complexidade morfolégica e biolégica e da especificidade da eco-epidemiologia
desses organismos, 0 estudo dos fungos patogénicos ainda tem apresentando
grandes limitacbes, o que tem mantido esses organismos amplamente
desconhecidos das diversas especialidades médicas, particularmente, da medicina
laboratorial. O reflexo mais concreto de todo esse baixo interesse e limitacdo € a
auséncia da disciplina de micologia, tanto na graduacdo quanto na pds-graduacao,
em muitos cursos médicos e da area da saude. Além disso, apesar de mais
disponivel, atualmente, ha certa escassez de literatura sobre micologia laboratorial
no idioma portugués. A dificuldade inerente ao estudo micolégico e a falta de
recursos humanos especializados, cursos de formacdo e material didatico,
retroalimenta esse sistema de desconhecimento e desinteresse acerca dos fungos
patogénicos. A constatacdo dessa realidade levou a proposi¢cdo, no presente
trabalho, da elaboracdo de um manual de boas praticas em laboratério de micologia
médica associado a um atlas de imagens fungicas. Esse manual constitui-se de uma
descricdo pormenorizada de topicos como biologia e morfologia de fungos de
interesse médico e laboratério de micologia médica onde sdo contempladas as
carateristicas macro e microscopicas e fisioldgicas dos fungos e suas taxonomias,
espaco fisico, arquitetura laboratorial, biosseguranca e controle ambiental,
ergonomia, equipamentos, materiais e métodos de pesquisa e identificacdo de
fungos e controle da qualidade, além de conter um atlas imaginogréfico cultural e
tecidual dos principais agentes fungicos. Efetivamente, esse manual consiste em um
guia ou um compéndio técnico de bancada. Desse modo, o manual elaborado
representa uma ferramenta importante para a montagem laboratorial e a correta
execucdo dos procedimentos em micologia médica, contribuindo, assim, com a
difusdo do conhecimento técnico e micolégico, formacdo de um pensamento critico
e diminuicdo dos frequentes erros diagnosticos.

Palavras-chave: Micologia. Diagndstico laboratorial. Manual de boas préticas.
Atlas.



ABSTRACT

NUNES, Miguel Carlos da Silva. Good Laboratory Practices of Medical Mycology:
elaboration of manual of technical procedures and fungal illustrations. 2018 166 f.
Dissertacao (Mestrado em Saude, Medicina Laboratorial e Tecnologia Forense) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Fungi are responsible for several infectious processes, both community and
nosocomial. Notably more critical in immunocompromised patients, fungal infections
have been triggered by the progress of medical technology, which very often leads
to a deepening of the consumptive states in hospitalized individuals or those who
present important underlying processes. With opportunistic characteristics, these
infections are resistant to the proposed treatments, as well as difficult diagnosis.
The increase in cases of serious infections has had some interest in the medical
mycology and patient management. The understanding of fungal aggression
mechanisms, response to therapeutics, laboratory diagnosis and in vitro behavior
towards drugs of clinical use have been the areas of greatest interest to the scientific
community. Due to the morphological and biological complexity and the eco-
epidemiology specificity of these organisms the study of pathogenic fungi still
presents great limitations, which has kept these organisms largely unknown in the
various medical specialties, particularly laboratory medicine. The most concrete
reflection of all this low interest and limitation is the absence of the discipline of
mycology, both undergraduate and postgraduate, in many medical and health
courses. In addition, although more available, there is currently a shortage of
literature on laboratory mycology in the portuguese language. The difficulty inherent
to the mycological study and the lack of specialized human resources, training
courses and didactic material, feed this system of ignorance and disinterest about
pathogenic fungi. The verification of this reality led to the proposition, in the present
work, of the preparation of a manual of good practices in a laboratory of medical
mycology associated to an atlas of fungal images. This manual is a detailed
description of topics such as biology and morphology of fungi of medical interest
and medical mycology laboratory where are studies the macro and microscopic and
physiological characteristics of fungi and their taxonomies, physical space,
laboratory architecture, biosafety and environmental control, ergonomics,
equipment, materials and methods of research and identification of fungi and quality
control, as well as containing an cultural and tissue imaginographic atlas of the main
fungal agents. Effectively, this manual consists of a bench technical guide or
compendium. Thus, the manual elaborated represents an important tool for the
laboratory assembly and the correct execution of the procedures in medical
mycology, thus contributing to the diffusion of technical and mycological knowledge,
formation of critical thinking and reduction of frequent diagnostic errors.

Keywords:. Laboratory diagnosis. Good practice manual. Atlas.
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INTRODUCAO

Classicamente, os fungos tém sido estudados por conta de sua acéo
decompositora sobre alimentos e matéria organica, producdo de micotoxinas,
capacidade fitopatogénica e infecgdo sobre seres humanos e animais (HOFLING;
GONGCALVES, 2016). Apesar de serem capazes de produzir doenga humana, os
fungos tém menor prevaléncia quando comparados a outros agentes etiolégicos
como bactérias e virus (WEBSTER, 2007). Em decorréncia disso, 0S processos nos
quais estdo envolvidos sao, invariavelmente, negligenciados ou subestimados
(MEZZARI, A; FUENTEFRIA, 2012). Contudo, mudangas nas taxas de incidéncia
das doencas fungicas tém sido verificadas, particularmente, no grupo dos pacientes
imunocomprometidos, tendo em vista apresentarem uma maior vulnerabilidade, por
suas doencas de base, frente a agresséo por fungos potencialmente patogénicos,
bem como devido a tecnologia médica, que os tornam ainda mais susceptiveis por
também interferirem com seus mecanismos de defesa (GUILHERMETTI. et al,
2004; KOZEL; WICKES, 2013). Nesse contexto, microrganismos de vida saprobia
passaram a ser protagonistas de infeccées de carater oportunista, exibindo, com
frequéncia, elevados percentuais de morbimortalidade (CUENCA-ESTRELLA,;
RODRIGUEZ-TUDELA, 2002).

Na realidade, o manejo clinico-laboratorial da doenca fungica oportunista tem
apresentado importante grau de dificuldade, em funcdo da natureza ambiental de
seus agentes, que podem levar a contaminacdo acidental das amostras clinicas a
serem avaliadas no laboratério, gerando equivocos de interpretacdo e falsos
diagnésticos (SILVA, 2015). Contribuindo para uma pratica diagndstica deficiente,
pode ser relacionada, ainda, uma formac&o micologica inadequada onde faltam
conhecimentos acerca da epidemiologia das doencas fangicas, assim como das
caracteristicas morfofisiolégicas dos fungos associados a processos infecciosos
(NEUFELD, 1999).

Essa dificuldade no diagndstico in vitro do agente fungico ratifica a urgente
necessidade de formacdo e atualizagcdo em micologia médica, por parte dos
profissionais de medicina laboratorial, haja vista a complexidade e o prolongado
tempo para a aquisicdo dos conteudos micolégicos e desenvolvimento de
expertises (REIS et al. 2015).
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Nesse sentido, para a melhoria do desempenho em micologia médica, € de
grande importancia que os profissionais tenham acesso a informacéo de qualidade
que permita fundamentar criticamente o trabalho com os fungos de interesse
médico, de maneira a torna-los promotores de boas praticas em micologia e
gestores de servicos de diagnosticos especializados (BRASIL, 2013).

No que se refere ao Brasil, o diagndstico laboratorial das doencas fungicas
é, claramente, de baixa qualidade (BARROSO; MELICO-SILVESTRE; TAVEIRA,
2014). Resultados equivocados séo frequentes, principalmente, em decorréncia do
fracasso no isolamento do agente fungico ou do isolamento de fungos
contaminantes. Associado a isso, a falta de conhecimento sobre o protocolo
micoldgico impede a determinacdo exata das etiologias, que, em sua maioria, é
realizada através da analise de fendtipos morfologicos e perfis bioquimico (XAVIER;
OLIVEIRA; SEVERO, 2009).

Devido a toda essa problematica diagndstica, o objetivo do presente trabalho
€ contribuir com a formacéo dos profissionais da area de medicina laboratorial, no
que tange a eco-epidemiologia dos fungos e de suas doencas, as metodologias de
identificacdo fangica, as boas praticas do laboratério de micologia, ao controle de
gualidade em micologia e as estratégias para a implantacdo de um servico de
micologia hospitalar, através de ampla revisdo dos métodos de pesquisa e
identificacdo de fungos patogénicos e desenvolvimento de material didatico com

imagem e conteudo tedrico.
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1. OBJETIVO E METAS

Produzir material técnico para subsidiar a correta execucdo dos
procedimentos de diagnostico laboratorial dos agentes fungicos causadores de
doenca humana, consolidando as informacdes que se encontram dispersas na
literatura nacional e internacional.

Contribuir com a formacéo e o desenvolvimento dos profissionais da area da
medicina laboratorial que desempenham suas funcdes em laboratorios de
microbiologia médica e/ou micologia médica, bem como facilitar um roteiro para a

implantacéo de boas praticas de laboratério de micologia médica.
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2. MATERIAL E METODOS

Para a confeccdo do manual de procedimentos técnicos e de ilustracbes
fungicas foi feita busca ativa nas diferentes bases de dados e literatura técnica da
area de laboratorio clinico, microbiologia e micologia clinica, biosseguranca,
legislacdo e arquitetura, gestdo e controle de qualidade laboratorial bem como
foram capturadas imagens microscopicas do acervo de laminas de micopatologia e
culturas fungicas do Laboratorio de Micologia Médica e Forense da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal do Rio de Janeiro [UFRJ].
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3. DESENVOLVIMENTO

MANUAL DE BOAS PRATICAS DE LABORATORIO DE MICOLOGIA MEDICA

3.1. Biologiae morfologia de fungos patogénicos

A micologia médica é a parte da microbiologia que estuda os fungos como
patdogenos humanos (LACAZ, C.S.; PORTO, E, 1998). Os fungos formam um grupo
bastante heterogéneo, mas por compartilharem caracteristicas comuns e serem
suficientemente diferentes dos outros seres vivos sao considerados separadamente
no Reino Fungi (WEBSTER,2007). Esses microrganismos Sao eucariontes,
podendo apresentar um ou varios ndcleos individualizados por uma membrana
dupla e com poros, bem como serem uni ou multicelulares e incapazes de
motilidade (SIDRIM, 2004). A parede celular é composta por quitina, celulose,
glucanas, mananas e outras manoproteinas (RUSSEL; PATERSON; LIMA, 2016).
A membrana plasmatica contém ergosterol e 0s componentes citoplasmaticos sao
semelhantes aqueles encontrados nas células dos animais superiores (NEUFELD,
1999).

A estrutura vegetativa (talo) pode ser constituida por células arredondas,
chamadas de leveduras ou por filamentos tubulares, denominados de hifas ou
coletivamente de micélio (CRUZ, 2016). De acordo com a presenca ou auséncia de
septacdes, as hifas podem ser classificadas em septadas ou asseptadas (KIBBLER
et al., 2017). Tipicamente, as hifas septadas (apociticas) apresentam, em intervalos
regulares, projecdes transversais da parede celular que delimitam compartimentos,
gue se intercomunicam por um poro central, encontrado nessas projecoes — septos-
(BARROSO; MELICO-SILVESTRE; TAVEIRA, 2014). No caso das hifas
asseptadas (cenociticas), tais divisdes ndo estdo presentes e o material nuclear e
citoplasmatico circula livremente por toda a extensdo do micélio (LIN et al. 2015).
As hifas septadas podem ser ainda classificadas em demaceas ou hialinas, segundo

a coloracéo de sua parede celular (QUINDOS, 2015).

Devido ao elevado conteudo de pigmentos melandides na parede fungica, as

hifas demaceas apresentam coloracdo escurecida e, em decorréncia da menor
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qguantidade ou auséncia de melanina, as hifas hialinas sdo normalmente incolores
ou transparentes (LIN et al., 2015; NEUFELD, 1999).

Os fungos podem ser também separados com base na morfologia celular,
sendo denominados de filamentosos (multicelulares), quando formados por
elementos hifalicos, e leveduriformes (unicelulares), quando as unidades
formadoras sdo leveduras (CLSI, 2013). No entanto, em diferentes condi¢cdes de
cultivo, alguns fungos podem apresentar ambos os tipos morfolégicos (NEUFELD,
1999; SILVA, 2006). Esses organismos sao classicamente conhecidos como fungos
dimérficos (GERALDINO et al., 2012).

O dimorfismo fungico tem uma natureza termo nutricional com a fase
filamentosa, ocorrendo a temperatura ambiente ou em vida saprébia, e a fase
leveduriforme, sendo obtida a temperatura de 37° C ou em parasitismo (KIBBLER
et al., 2018). Normalmente, as coldnias dos fungos filamentosos apresentam uma
textura granular, velutino ou algodonoso e aquelas dos fungos leveduriformes séo
circulares, restritas e com uma consisténcia pastosa ou mucoide (BENELLI et al.,
2014; BRASIL, 2004; GERALDINO, 2012; SOMENZI; RIBEIRO; MENEZES, 2006).

Ao contrario dos vegetais, os fungos sao desprovidos de cloroplastos,
clorofila ou qualgquer outro pigmento fotossintetizante (SIDRIM; ROCHA, 2010). Por
isso, sdo considerados heterotroficos, necessitando de substratos organicos para a
obtencédo de carbono e energia para o metabolismo (LACAZ, 2002 MEZZARI, A;
FUENTEFRIA, 2012; OLIVEIRA, 2013; SILVA, 2006). Assim, estdo sempre
associados a matéria organica como saprobios ou decompositores, simbiontes,
comensais ou parasitas (OLIVEIRA, 2013; SIDRIM, 2004). A tomada de nutrientes
é feita por absorcdo, pois a fagocitose € dificultada devido a rigidez da parede
celular (MEZZARI; FUENTEFRIA, 2012). Como a parede fungica também é
impermeavel as macromoléculas, exoenzimas digestivas sao produzidas para o
desdobramento extracelular das substancias nutritivas (HOFLING, 2016; MINAMI,
2003). A reserva glicidica dos fungos é representada pelo glicogénio e ndo pelo
amido, a semelhanca da célula animal (NEUFELD, 1999). O metabolismo
energeético nesse grupo pode apresentar algumas variacdes, mas os fungos de
importancia médica sao fundamentalmente aerébios (KOZEL; WICKES, 2013).

A unidade reprodutiva dos organismos fungicos sdo os esporos (FISHER,;
COOK, 2001). Esses elementos de propagacédo podem ter uma origem sexuada
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e/lou assexuada (ALMEIDA, 2008; FISHER; COOK, 2001; OLIVEIRA, 2013). A
reproducdo sexuada (teleomorfica) se caracteriza pela unido de corpos
diferenciados ou especializados com caracter de sexualidade - gametas ou nucleos
gaméticos (ALMEIDA, 2008). Plasmogamia, cariogamia e meiose sdo as principais
fases dessa reproducédo (ALMEIDA, 2008). Geralmente, o estado sexuado ocorre
de maneira mais restrita no ciclo biolégico dos fungos e produz menor nimero de
esporos (ALMEIDA, 2008; ZAITZ, 2010): Todavia, a variabilidade genética ¢ alta, ja
que a meiose é a divisdo nuclear envolvida nesse processo (KIBBLER et al., 2018).
Por sua vez, a reproducdo assexuada (anamoérfica) ocorre puramente por
transformacdes do sistema vegetativo, sem a participacdo de gametas (MEZZARI;
FUENTEFRIA, 2012). Essa forma de reproducdo acontece durante todo o ciclo
biolégico dos fungos, sendo importante para a disseminacao dos organismos nos
ecossistemas (LIN, 2015). No entanto, por esses esporos serem produzidos por
mitose, a variabilidade genética é baixa e dependente de mutacfes (LACAZ,
PORTO; HEINS- VACCARI, 1998; NEUFELD, 1999).

Na reproducdo sexuada sdo formados dois tipos principais de esporos cuja
origem, forma, tamanho e coloracdo variam consideravelmente (SIDRIM; ROCHA,
2010).

Os fungos filamentosos e leveduriformes podem produzir esporos sexuados
denominados basididsporos e ascésporos (SILVA, 2006). Os basidiésporos sao
formados no exterior de células especializadas chamadas de basidias e o0s
ascosporos sao produzidos no interior de estruturas saculiformes conhecidas com
ascos (DUARTE, 2018). Envolvendo ascos e ascosporos podem ser ainda formadas
estruturas de frutificagdo denominadas de ascocarpos (WEBSTER, 2007). De
acordo com a morfologia e modo de comunicacdo com 0 meio externo, esses
ascocarpos podem ser divididos em cleistotécios e gimnostécios que séo estruturas
globosas e fechadas, peritécios que sdo estruturas piriformes e ostioladas e
apotécios que sao estruturas em forma de taca onde os ascos e ascésporos ficam
totalmente expostos ao meio ambiente (LACAZ, 1998). Outros fungos filamentosos,
como agqueles de hifas cenociticas, tipicamente produzem zigésporos (KERN;
BLEVINS, 1999; NEUFELD, 1999; SIDRIM, 2004; SILVA, 2006).

Na reproducéo assexuada, também sdo encontrados dois tipos principais de
esporos (SILVA, 2015). Os fungos de hifas septadas demaceas ou hialinas

produzem esporos conhecidos com conidios que se desenvolvem no exterior de
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células especializadas denominadas de células conidiogénicas (ZAITZ, 2017).
Essas células sédo estruturas formadas e sustentadas por hifas reprodutivas
chamadas de conidiéforos que sao elementos filamentosos produzidos diretamente
sobre o micélio (NEUFELD, 1999). Os conidiéforos podem ser morfologicamente
mais complexos dando origem a estruturas assexuadas denominadas de Sinémios,
esporodoquios, soros e acérvulos e picnidios em cujo interior sdo produzidos os
conidios (HIBBETT, 2007). No grupo dos fungos de hifas asseptadas, os esporos
formados sdo chamados de esporangiésporos (LACAZ, 1991). Esses esporos
assexuados sdo produzidos no interior de estruturas globosas ou alongadas
denominados de esporéangios (ZAITZ, 2017). Como nas células conidiogénicas, 0s
esporangios sdo formados e sustentados por outras hifas reprodutivas conhecidas
como Esporangiéforos que sdo também produzidos diretamente sobre o micélio
(LACAZ, 2002). No caso dos fungos leveduriformes, a reproducdo assexuada
ocorre fundamentalmente por gemulacdo ou brotamento (ARENAS, 2008). Os
esporos produzidos nesse tipo de reproducdo sdo denominados de blastosporos
(MCGINNIS, 2012). Aléem de esporos, uma estrutura filamentos a chamada de
pseudohifa pode ser formada no processo de gemulacdo (ARENAS, 2014). Na
verdade, as pseudohifas sdo constituidas por gémulas que ndo se separaram e que,
por isso, formam, de maneira caracteristica, uma estrutura em cadeia (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2004). Cissiparidade ou divisdo binéria e broto fissdo séo outras
formas de reproducgédo encontradas em leveduras (ALMEIDA, 2003).

Algumas estruturas de propagacdo podem ser ainda formadas por um
mecanismo assexuado chamado de fragmentacédo do talo (SIDRIM; MOREIRA,
1999). Os esporos produzidos dessa forma sdo denominados de artrGsporos ou
artroconidios (FISHER; COOK, 2001; KERN; BLEVINS, 1999; SILVA; NEUFELD,
2010). Apos a fragmentacdo de segmentos da hifa septada, os artrésporos séo
entdo liberados para o meio ambiente através de um processo de fragmentacéo e
desarticulagdo (QUINDOS,2015). Do mesmo modo, também a partir do proprio
micélio ou da célula de levedura, podem ser produzidas estruturas denominadas de
clamidésporos (KIBBLER, 2017). Essas estruturas tém uma forma arredondada,
paredes espessas, contetudo citoplasmatico rico, posi¢cao terminal ou intercalar na
hifa vegetativa e funcionalmente agem como elementos de resisténcia (KIBBLER,
2017).
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Outro tipo particular de propagulo, sdo os chamados balistésporos que
depois de formados séo violentamente expelidos para o0 meio exterior (SILVA,
2014). Esses esporos sdo produzidos tanto por fungos filamentosos quanto por
leveduriformes (BONIFAZ, 2015).

A morfologia das estruturas reprodutivas é bastante variada e apresenta
grande importancia para a identificacao fungica, pois as diferencas morfolégicas dos
elementos de reproducdo sdo utilizadas para separar géneros e espécies
(ARORA;2014). A taxonomia e a homenclatura dos fungos obedecem as regras
internacionais que regem a classificacdo dos outros seres vivos (ENE, 2014).

Assim, sdo empregadas as mesmas unidades taxondmicas (reino, filo,
classe, ordem, familia, género e espécie) e a denominacao binominal especifica
(HEITMAN, 2011). O reino Fungi € formado pelos seguintes filos: Basidiomycota,
Ascomycota, Zygomycota e Chytridiomycota (DUARTE, 2017). Resumidamente, o
filo Basidiomycota apresenta micélio septado ou células de levedura e esporo
sexuado do tipo basidiésporo formado sobre basidias (ARENAS, 2014). O
Ascomycota apresenta micélio septado ou células de levedura e esporo sexuado do
tipo ascésporo formado no interior de ascos, 0 Zygomycota apresenta miceélio
asseptado e esporo sexuado (zigésporos) e assexuado (esporangiosporo) formado
dentro de esporangios e o Chytridiomycota apresenta micélio asseptado ou
estrutura unicelular e esporo assexuado flagelado-zoésporo (HEITMAN, 2011). A
ancestralidade e o grau de parentesco, bem como a morfologia das estruturas de
reproducdo sexuada sdo a base da classificacdo fungica (NEUFELD, 1999).
Aqueles fungos cuja reproducédo sexuada é desconhecida ou inexistente ndo sao
incluidos nesse sistema (KIBBLER, 2017).

Esses fungos sdo denominados ordinariamente de fungos anamorficos,
independentemente de sua origem filogenética (BARON, et al., 2013). Na realidade,
o termo anamorfico ndo corresponde a uma classificagdo taxonémica, mas sim a
uma designagcao sob a qual estdo agrupadas as formas assexuadas de alguns
fungos Basidiomycota e Ascomycota (KOZEL; WICKES, 2013). Outros organismos
tradicionalmente estudados pela micologia médica sédo atualmente classificados nos
reinos Protozoae Chromista, tendo em vista os resultados obtidos pela taxonomia
molecular (BARROSO; MELICO-SILVESTRE; TAVEIRA, 2014).

Como a classificacdo dos fungos est4d apoiada na micromorfologia das

estruturas reprodutivas, e alguns fungos podem apresentar os dois tipos de
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reproducdo, muitos desses organismos poderdo exibir duas denominacdes
taxonémicas, uma em funcdo da morfologia sexuada e outra em funcédo da
morfologia assexuada (BONIFAZ, 2015). Isso ocorre porque as estruturas de
reproducdo sexuada e assexuada sdo morfologicamente  distintas
(WEBSTER,2007). Desse modo, um mesmo fungo podera ser conhecido pelo seu
nome sexuado (teleomorfico) ou pelo seu home assexuado (anamorfico) (ZAITZ,
2017). Contudo, na pratica clinico-laboratorial, os fungos s&o tratados mais
frequentemente por sua designacédo anamorfica, por ser essa mais frequentemente
encontradas em infeccdo (MARTINEZ; MORENO; ROCHA, 2005).

Em micologia médica, uma classificacdo ndo-taxondémica orientada segundo a
doenca fungica pode ser (til. Nesse esquema (apresentado no quadro 01), os
fungos séo agrupados em cinco grandes categorias: micoses superficiais, micoses
cutaneas, micoses subcutaneas, micoses sistémicas ou invasivas e oportunistas
(PEMAN; MARTIN-MAZUELOS; CALVO, 2007). As micoses superficiais sdo
processos limitados principalmente aos pelos (KERN; BLEVINS, 1999). As micoses
cutdneas estdo restritas a pele e seus anexos e membranas mucosas, nao
invadindo os tecidos profundos ou o6rgaos internos (MACGOWAN, 2011). As
micoses subcutaneas estao ligadas ao tecido subcutéaneo profundo com eventuais
disseminacbes para outros O6rgdos, sendo a pele o 6rgdo mais acometido
secundariamente (MCGINNIS, 2012). As micoses invasivas S80 processos que
acometem tecidos e 6rgaos internos, produzindo variado quadro anatomo-clinico
(RIERA; CELI; THOMPSON, 2017). As micoses oportunistas, na verdade, podem
ser estabelecidas para qualquer infeccao micética, pois o caracter oportunista é uma
condicdo do organismo hospedeiro favorecendo a colonizagéo/infeccéo
(OSTROSKY-ZEICHNER, 2012).
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Quadro 01 — Resumo das doencas fungicas e seus sitios de acao

Tipos de Infecgbes Tecidos envolvidos Agentes Fungicos
. Camada externa da pele e | Exophiala, Malassezia,
Superficiais d N .
os cabelos / pélos Trichosporon
Unhas, pele e cabelos Trichophyton,
Cutaneas (locais queratinizados) e Microsporum,
membranas mucosas Epidermophyton
Musculos, 0ssos e tecidos Sporothrix,
Subcutaneas conjuntivos e pele Cladosporium,
(secundariamente) Exophiala, Fonsecaea
Qualquer tecido ou 6rgao Histoplasma,
Sistémicas / invasivas (pulmonar, linfatico e Coccidioides,
sistema circulatorio) Paracoccidioides
. - . Aspergillus, Rhizopus,
Oportunistas Qualquer 6rgao ou tecido Mucor. Candida.

3.2. Infeccdes fungicas

A capacidade dos fungos em causar infeccdo parece ser um fendmeno
acidental, pois esses organismos sdo fundamentalmente decompositores,
apresentando baixissima patogenicidade (KAVANAGH, 2017). Por isso, 0s
processos fungicos estdo primariamente relacionados ao grau de comprometimento
imunolégico do hospedeiro e a exposigdo ambiental (KIBBLER, 2017). Como solo
e vegetais sao o0s principais reservatorios fungicos, a maioria dessas infec¢des sédo
contraidas a partir de fontes na natureza e o contagio entre individuos é menos
frequente (BROWN et al., 2012).

Normalmente, as principais vias de infec¢cédo sdo a inalagédo de elementos
fungicos em suspensdo no ar e o traumatismo por corpos vulnerantes de natureza
vegetal (PFALLER; PAPPAS; WINGARD, 2017). Contudo, de forma ocasional, o
homem e os animais podem ser fonte de infec¢cdo cutdneo-mucosa (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2014).

Caracteristicamente, a infeccao fungica ocorre pela associacdo de diversos
fatores bioldgicos (LIN et al.,2015). Para produzir infeccdo, o agente fuangico deve
possuir a habilidade de crescer a temperatura de 37° C, aderéncia e colonizacdo de

superficies e 6rgaos, alteracdo fenotipica e dimorfismo, producdo de toxinas e
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enzimas, interacdo com horménios e metabolismo de metais pesados (LACAZ,
2002). Além disso, sdo também fatores de patogenicidade fungica a formacao de
capsulas e producgdo de melanina (KOZEL; WICKES, 2013). Por sua vez, a protecdo
do hospedeiro contra as infec¢des fungicas inclui a barreira fisica fornecida pela
pele e membranas mucosas integras, niveis de pH, competicdo da microbiota por
espaco e nutrientes, secrecdes naturais e mecanismos de remocéao ciliar, natureza
sexual e status hormonal, sequestro de ferro, resposta inflamatéria com acao de
células dendriticas, neutréfilos, macréfagos e citosina e imunidade celular mediada
por linfécitos T (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012).

Na realidade, por muito tempo, os fungos foram considerados patdgenos de
importancia relativa (RUSSEL; PATERSON; LIMA, 2016). Os agentes e as formas
clinicas eram classicamente conhecidas, as técnicas de diagndéstico e tratamento
atendiam a demanda e a incidéncia de infec¢des fungicas na populacdo geral era
baixa, especialmente quando se tratavam de casos sistémicos e fatais (SILVA,
2014). Contudo, nos ultimos anos, a frequéncia de infec¢Bes invasivas aumentou
de maneira substancial e 0 espectro dos agentes etiolégicos passou a apresentar
alteracdes (BARROSO; MELICO-SILVESTRE; TAVEIRA, 2014). O principal
determinante de mudancas no padréo epidemiolégico das doencas fungicas foram
0s avancos na tecnologia médica (QUINDOS, 2015). A melhoria das técnicas de
diagndstico e de suporte e tratamento, apesar de oferecerem novas possibilidades
terapéuticas e aumentarem a expectativa de vida, frequentemente comprometem a
condicdo imunoldgica dos pacientes hospitalizados (KIBBLER, 2017). Em
decorréncia disso, as infec¢des fangicas oportunistas surgiram como complicacdes
iatrogénicas, nesse grupo de pacientes, que se tornou a principal populagéo de risco
(MICELL, 2011).

Uma variedade de fatores predisponentes associados a procedimentos
meédicos e processos de base tem sido reconhecida (COLE et al., 2017). Alteracbes
na funcdo e numero de neutréfilos e outras células fagocitarias podem ser
produzidas por radioterapia, quimioterapia, corticoterapia e terapia com
imunossupressores (DUARTE; DENNING, 2017). Mucosites e destrui¢cdo de epitélio
desencadeadas por radioterapia e quimioterapia podem favorecer a translocacao
fungica a outros sitios anatdbmicos (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). Da mesma
forma, cateterizac&o, nutricdo parenteral, cirurgias abdominais, antibioticoterapia de

largo espectro e colonizacdo prévia podem facilitar a rota de infeccdo (KIBBLER,
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2017). Comprometimentos do sistema imunolégico podem ser também causados
por doencas degenerativas, neoplasias solidas e hematoldgicas, AIDS e ma-
nutricdo (LIMPER et al., 2017). Outros importantes fatores de risco sdo transplantes
de 6rgdos e medula 0ssea, didlise peritoneal e hemodialise, ventilacao assistida,
tempo de hospitalizacdo e, em neonatologia, prematuridade e baixo peso ao
nascimento (YAMAGUCHI, 2018).

Normalmente, as infec¢Bes fungicas invasivas em pacientes hospitalizados
sao graves, progressivas, refratarias a terapéutica e de diagnéstico dificil (DUARTE;
DENNING, 2017). Com frequéncia, os sinais e sintomas de infeccdo invasiva sao
inespecificos e testes micologicos convencionais podem néo ser suficientes para o
diagnéstico (KIBBLER, 2017). Todavia, mais recentemente, um conjunto de
definicdbes tem sido empregado para a diferenciacdo clinica dos processos
patolégicos (ZAITZ, 2017). Trés elementos principais representados pelos fatores
relacionados ao hospedeiro, fatores clinicos e fatores microbiol6gicos estdo na base
dessas definicbes (BARON et al.,2013). Associados a amostra clinica, esses fatores
permitem o estabelecimento de niveis de probabilidade de infeccdo (COLE, 2017).
Nesse contexto, infeccdes provada, provavel e possivel foram definidas. Na
infeccdo provada, todos os fatores estdo presentes e pela demonstragao tecidual e
isolamento em cultura do agente flngico, essa categoria encerra o mais alto grau
de certeza, sendo o diagndéstico dos processos invasivos obtido de forma definitiva
(KIBBLER, 2017). Na infec¢@o provavel, hd também a presenca dos trés fatores
com a excecdo da demonstracdo tecidual e isolamento em cultura do patdégeno
fungico (DUARTE; DENNING, 2017). No caso das infeccbes possiveis, o fator
clinico ou o fator microbiolégico estd ausente e também n&o ha demonstracdo
tecidual e cultura fangica (COLE et al.,, 2017). Pacientes dessas duas Ultimas
categorias sao frequentemente febris, a despeito da antibioticoterapia de largo-
espectro, e podem ter um foco potencial de infeccéo (LIMPER et al., 2017).

Protocolos de quimioterapia antifungica profilatica, empirica ou especifica
podem ser estabelecidos com base nesses niveis de probabilidade de infeccéo que
tém como objetivo principal a diminuicdo dos percentuais de falhas terapéuticas e
resisténcia microbiana (YAMAGUCHI, 2018).
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4.LABORATORIO DE MICOLOGIA MEDICA

4.1. Espaco fisico

Os laboratérios de diagnostico micolégico precisam ser projetados
privilegiando eventuais mudangas futuras, permitindo uma otimizacgao por conta de
uma alteracao de procedimento ou necessitando de uma ampliacdo de espaco fisico
e, dessa forma viabilizando um aumento de produtividade (ALADOS, 2010; BRASIL,
1995; CLSI, 2013; OPLUSTIL et al., 2010).

Requisitos basicos devem ser previstos em um planejamento de laboratério
de micologia clinica com o objetivo de proporcionar uma correta adequacao fisica
(BARREIRO; MAYNOU, 2008). Entre esses requisitos estdo, a exigéncias em
relacdo a minimizar possibilidades de contaminagdo cruzada, temperatura
ambiental apropriada e controlada, ventilacdo adequada, iluminagéo, sinalizagao,
nivel de contencao, cuidados ergonémicos, conforto acustico e um programa de
incéndio (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2013; CLSI, 2012).
Sendo, portanto, importante a criacdo de uma planta segregada e individualizada,
podendo possuir um laboratério geral como apoio, caracterizando algumas
necessidades a serem instituidas (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS
TECNICAS, 2005; 2013).

N&o obstante a esses fatos estruturais para que o funcionamento ocorra de
forma plena e dentro da legislacdo, o cumprimento de uma série de exigéncias
documentais se faz necesséario. Par tanto, as resolucdes da ANVISA (Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) devem ser utilizadas como marco legal, dentre
essas, devem ser consultadas:

- RDC N°050/02 — documento destinado ao planejamento, elaboracéo, avaliagéo
e aprovacao de projetos fisicos de estabelecimento de saude;

- RDC N°302/05 — funcionamento de laboratorio clinicos;

- RDC N°222/18 — Gerenciamento de residuos;

- RDC N°063/11 — Boas préaticas de funcionamento para servi¢o de saude;

- RDC N°011/12 - Funcionamento de laboratorios analiticos...
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Um outro condicionante importante é a instituicdo de Normas de
biosseguranca para atender aos profissionais de laboratério diretamente associado
a atividades de diagndstico e ao pessoal de apoio (BARBOSA et al., 2015).

E de fundamental importancia que o projeto de um laboratério de micologia
privilegie as questdes ligadas a seguranca ambiental (BARCELOS; AQUINO, 2017;
CARLOS et al., 2009).

Em decorréncia disso a segregacdo de produtos toxicos, coOrrosivos e
inflamaveis deve ser feita da forma rigida, de acordo com a legislacdo
correspondente (BRASIL, 2006). Como medida de prima acdo, € necessario que
equipamentos de seguranca (lava olhos e chuveiros) estejam facilmente acessiveis
e com sinalizacdo adequada para o caso de uma emergéncia (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2014; BRASIL, 2004; HIRATA; HIRATA -
FILHO, 2012).

Os residuos de servico de saude (RSS) necessitam ser observados com rigor
e devem ser tratados de acordo com sua natureza, usando como alternativa o
recurso de empresas especializadas no descarte, bem como a criagao de rede de
armazenamento, sendo que € fundamental que o tratamento primario desse
material seja realizado no local, pensando inclusive, numa gestdo ambiental mais
adequada (BRASIL, 2018). E importante que a gerenciamento, tanto interno quanto
externo, dos RSS, se faca da forma correta considerando a importancia da
segregacao eficiente da fonte e a orientagcdo para que a disposicédo final seja
apropriada, impedindo que o descarte inadequado produza passiveis ambientais e
cologue em risco o meio ambiente e a sociedade (BRASIL, 2018). Todo o processo
de descarte e cuidado com os residuos estdo amparados pelo Regulamento e
Gerenciamento de Residuos do Ministério da Saude e descritos pelas RDC ANVISA
N° 222/18 e CONAMA (Conselho Nacional de Meio Ambiente) N° 358/05 (BRASIL,
2018; CONAMA, 2005).

4.2. Biosseguranca

Diversas amostras que serdo processadas no laboratoério estao classificadas

em grau de risco aos agentes bioldgicos, justificando todos os procedimentos de
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Biosseguranca adotados, possuindo um carater construtivo, operacional e, até
mesmo, informacional (SIMAS; CARDOSO, 2008).

Diante da complexidade dos patdgenos € definido o Nivel de Biosseguranca
adotado, visando sempre minimizar a exposi¢cado aos agentes infecciosos (BRASIL,
2004; CDC, 2009). Para um laboratorio de Micologia clinica, padronizou-se o Nivel
de Biosseguranca Il - devido ao fato de a maioria dos fungos isolados serem
agentes biolégicos do grupo 2 (BRASIL, 2010). Hoje é recomendado que 0s
laboratorios de micologia clinica sejam de Nivel de Biosseguranga lll, por
consequéncia do turismo e da imigracdo, aumentando os isolados dos chamados
fungos emergentes e entre eles agentes dimorficos, como por exemplo,
Histoplasma capsulatum, e, dessa forma, permitiu-se uma flexibilizacdo em se
tratando de possibilidades diagnésticas, jA que estes microrganismos flungicos
exigem uma medida de biosseguranca maior e o laboratorio precisa estar preparado
para esses casos especiais (ALADOS, 2010; CARLOS, 2009).

4.3. Documentos de um laboratério de saude aplicado a micologia

A estratégia de espaco fisico esté relacionada ao ambiente necessario para
o funcionamento adequado de um laborat6rio clinico. A RDC 50/02 define ambiente
fisico como um espaco, dentro das dimensdes adequadas proposta pela legislacéo,
para a realizacdo e desenvolvimento de uma atividade especifica, como um
laboratério de micologia clinica (BRASIL, 2002). Antes da elaboracdo do espaco
fisico € necessario a descricdo das atividades a que se destine o laboratorio,
instituido também, nesse conceito, a avaliagdo de risco e niveis de biosseguranca
relacionados ao servico de andlise micolégica (BRASIL, 2004).

O projeto fisico de um laboratério deve ser cumprido de acordo com as
exigéncias estabelecidas na lei, principalmente diante de orientacbes contidas na
RDC 50/2002, documento da Vigilancia Sanitaria que estabelece conceitos
definidos de planejamento, programacao, elaboracdo e avaliagdo de projetos
fisicos de estabelecimentos assistenciais de saude (BRASIL, 2002).

Para a elaboracdo de um projeto arquitetbnico basico de edificagbes

laboratoriais em ambiente publico, por exemplo, € necessario que a Lei n° 8.666/93
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no artigo 6° seja consultada, pois contém toda a concepc¢ao dos sistemas propostos
associados a RDC n°50/2002, demonstrando a viabilidade técnica para a
elaboracdo de um empreendimento que n&o cause nenhum agravo ao meio
ambiente, conservando-o da melhor forma possivel (BRASIL, 2002; SIMAS;
CARDOSO, 2008). Outra recomendacao a ser verificada € a RDC n°302 de 13 de
outubro de 2005, que junto a RDC n°50/2002 estabelece a existéncia de uma
aprovacao a ser feita junto a autoridade local, no que diz respeito & construcéo,
reforma ou adaptacdo na estrutura fisica do laboratério clinico, regulamentando
todos os laboratérios de saude, dessa forma, também o laboratério de micologia
(BRASIL, 2002, 2005; OPLUSTIL, 2010). Resumidamente, a RDC 302/2005, se
refere as Boas Praticas de Laboratério, e a RDC 50/2002, esta associada para
estrutura fisica (BRASIL, 2002, 2005).

Em vista disso, diversos documentos precisam ser analisados em conjunto
para que um laboratério de micologia venha a ser planejado conforme a legislacéo,
atendendo assim todos o0s requisitos legais para seu funcionamento (BRASIL,
2005). De acordo com Manual de Diretrizes para Projetos Fisicos, um projeto de
laboratorio deve seguir, basicamente, os seguintes documentos, além dos ja
comentados anteriormente, (BRASIL, 2004):

e NBR 6.492- representacdo de projetos arquitetdnicos

e NRB 13.532 — Projetos de Edificacdes

e NBR 14.100 — Protecao contra incéndio

e NBR 9050 — Adequacdo das edificacbes e do mobiliario urbano para pessoas
portadoras de deficiéncia.

e NBR 5261 — Simbolos graficos de eletricidade — Principios gerais para
desenho de simbolos graficos;

e NBR 7191 — Execucdo de desenhos para obras de concreto simples ou
armado;

e NBR 7808 — Simbolos graficos para projetos de estrutura;

e NBR 14611 — Desenho técnico- representacado simplificada em estruturas
metélicas;

e Portaria n° 3.214 da lei n° 6.514 de 22/12/77 — Ministério do Trabalho e suas
normas regulamentadoras

e Lein°8666/93 — Lei de licitacOes e contratos
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e ABNT (Associacao Brasileira de Normas Técnicas) — NBR 10152 / NBR 5413

NBR 12179 / NBR 13534 / NBR 13434-2 / NBR 7256/ NBR ISO/CIE 8995-1

NBR -16291/14.

Todas essas orientacdes permitem atender as determinacdes no que se
refere a planejamento, programacéo, elaboracdo e avaliacdo de projetos fisicos de
um laboratério e também as Boas Praticas de Laboratorios Clinicos (BPLC), que é
um conjunto de Normas que garantem a eficacia de todos os processos executados
conforme as recomendacdes dos oOrgédos fiscalizadores, garantindo assim acdes
adequadas das atividades laboratoriais em todos os seus aspectos (BRASIL, 2002;
SES-RJ,1998).

4.4. Objetivos do Laboratério de Micologia

O objetivo do laboratério de micologia clinica é determinar a etiologia dos
agentes fungicos, causadores de infeccéo, fazendo a correta identificacédo, de forma
rapida e efetiva, através da execucdo de procedimentos que identifiguem esses
microrganismos (BIANCHI et al., 2017).

Resumidamente temos como principios:

o Realizar exames relacionados a identificacdo e isolamento de espécimen
fungica e liberacao de laudo técnico;

o Deteccdo rapida e eficiente de um isolado fangico e determinar o
envolvimento como um agente patogénico ou contaminante;

o Atividades de ensino e pesquisa (curso, treinamentos, atividades técnico-

cientifica e pesquisa relacionadas a micologia clinica).

4.5. Escopo do Laboratorio de Micologia

Como mencionado, a atividade primordial de um laboratorio de micologia
meédica é proceder investigacbes com vista a pesquisar e identificar os agentes
fungicos nas amostras clinicas (GARDEWEG, 2012).
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Um escopo para a implantacdo do laboratério de micologia clinica pode ser

constituido tendo como principio a execucdo dos seguintes procedimentos,

segundo documento Programacao Arquiteténica de Unidades Funcionais de Saude,
do Ministério da Saude (2014):

4.5.1.

Biosseguranca

Controle de qualidade dos meios de cultura;

Coleta e transporte de espécimens clinicos;

Processamento de espécimens clinicos fungicos;

Exames microscopicos buscando identificar a presenca de estruturas
fungicas;

Avaliacao de culturas (caracteristicas macroscopicas dos fungos);
Liberacdo de laudos, anotacdes técnicas e atividades administrativas
Manutencédo e controle de culturas fangicas em estoque (micoteca);
Esterilizacdo dos equipamentos utilizados e material de cultura a ser
descartado, conforme preconiza a RDC 222/18.

Pesquisa cientifica e desenvolvimento profissional

Estratégia de espaco fisico

N&o ha duvida de que o espaco fisico esta relacionado as atividades que

serdo desenvolvidas no laboratério, para atender as exigéncias da legislacdo no

que concerne a documentacéao e disposicdes finais (BRASIL, 2002). A construcao

desse ambiente fundamenta-se de modo a permitir que todos os procedimentos

sejam executados da forma mais organizada e dentro das melhores circunstancias
possiveis (BARREIRO; MAYNOU, 2008).
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4.5.2. Caracteristicas gerais

E importante que o laboratério de micologia clinica tenha uma adequada
separacao fisica dos outros laboratoérios e a acessibilidade seja por meio de portas
duplas com sinalizag&o, indicando que existe um potencial risco biologico, restricdo
de acesso e outras informacdes que limitam a presenca de pessoal ndo autorizado
(ALADOS, 2010).

4.5.3. Dimensao

O critério para a dimensao, considerando a recomendac¢édo da RDC N°50/02,
deve levar em conta o volume de andlises a serem realizadas bem como a
circulacdo do corpo técnico, pessoal administrativo e visitantes (BARCELOS;
AQUINO, 2017; BRASIL, 2002). Por conseguinte, sugere-se que a area total para
toda a atividade laboratorial geral de analises clinicas seja cerca de 14 m?, sendo
que para um laboratério de micologia, sdo suficientes 6m2(ALADOS, 2010; BRASIL,
2002). Também, de acordo com o documento da ANVISA sobre Projetos Fisicos,
para 0 caso dos servicos especificos, como um laboratério de Micologia, a
orientacdo é de 6m? de area minima e de 16,20 m? de area média (BRASIL, 1994,
2004). As bancadas e mesas devem possuir uma superficie de 0,50 x 1,60 metros,
altura de, aproximadamente 90 cm, permitindo que o trabalho seja realizado em pé
ou sentado além de possibilitar equilibrio e comodidade aos funcionarios, possuir
pia de lavagem e boa iluminagdo (BARCELOS; AQUINO, 2017; BRASIL, 1994,
2002) Bancos e cadeiras devem possuir largura de 40 cm, profundidade de 38 a 42
cm, devendo ser regulaveis e ainda estarem em local de facil manuseio e serem de
facil limpeza e manutencéo (BRASIL, 2002).

Também de acordo com a RDC 50 (2002), pisos, revestimentos e paredes
(lisas e com cantos arredondados) precisam ser de facil limpeza e higienizagéo, o

teto deve ser resistente a lavagem e também ao uso de desinfetante, o ambiente
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apresentar uma climatizacdo adequada (ndo pode haver recirculacdo de ar
exaurido) e possuir uma correta sinalizacdo (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
NORMAS TECNICAS, 2005; BRASIL, 1994, 2002). As dimensdes das janelas
devem respeitar o minimo de 120 cm x 80 cm e com altura minima de 270 a 300 cm
do teto (BRASIL, 2002).

Importa mencionar que os laboratérios que desenvolvem atividades
académicas e de pesquisa requerem uma extensao na sua projecéo (BRASIL, 1994,
2002).

4.5.4. Controle do ar

O laboratério deve ter o ambiente controlado, onde a purificacdo e
descontaminacao seja feita por meio da utilizagéo de filtros HEPA, (High Efficiency
Particulate Air), regulamentado pela NBR 7256 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
NORMAS TECNICAS, 2005). O sistema deve ser independente, mantendo a
circulacao do ar de forma adequada. De preferéncia, o laboratério deve possuir
pressdo negativa, retirando o ar com pressao controlada de forma que ele nao
escape e, dessa forma, obter uma maior protecdo do profissional diante das
amostras flngicas que estdo que estdo sendo manipuladas (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2005; ALADOS, 2010). O indice de
temperatura deve estar entre 20°C e 23°C, a velocidade do ar ndo deve ser superior
a 0,75m/s e a umidade relativa do ar, deve ser inferior a 40% (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2005).

4 .5.5. lluminacdo e instalacoes hidraulicas e sanitarias

Uma iluminagdo adequada condiciona um ambiente confortavel permitindo
que as tarefas sejam feitas com mais seguranca possivel (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2013). A Norma NBR-ISO 8995 estabelece
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gue um ambiente com luminosidade apropriada tem como consequéncias, conforto
visual para os trabalhadores (impactando positivamente na produtividade) e
aumento na seguranca, permitindo observar com clareza possiveis perigos e riscos
(ASSOCIAC;AO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2013). Todavia,
consequéncias negativas relacionadas com uma iluminacdo impropria incluem:
ofuscamento, fadiga visual, ambiente intedioso gerando alteragcdes na producéo
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2013). O nivel de
iluminamento para um ambiente geral € de 150 a 300 lux e para a mesa de trabalho,
é considerado 300 a 750 lux (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS
TECNICAS, 1992). O aproveitamento de luz natural, sem que haja incidéncia do sol
sobre a bancada e equipamentos deve ser observado junto a luminosidade do
ambiente, que deve estar de acordo com a refletancia (o que é refletido numa
superficie), podendo instituir como as mais Uteis para ambiente interno as seguintes
faixas de refletancia, conforme quadro abaixo (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
NORMAS TECNICAS, 1992):

Quadro 2: Faixas de refletancia para ambientes internos

Teto 0,6-09%
Paredes 0,3-0,8%
Planos de trabalho 0,2-0,6 %
piso 0,1-05%

Fonte: NBR-1SO 8995

A Norma Brasileira ABNT 5410 (ASSOCIACAO BRASILERIA DE NORMAS
TECNICAS, 2008) pode ser consultada para o caso de instalacbes elétricas de
baixa tensdo. A NBR 13534 trata de instalagcbes em Estabelecimentos Assistenciais
de Saude. Nela estédo as preposi¢cdes quanto ao adequado tratamento destinado a
toda parte elétrica (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 1995).
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A disposicdo hidraulica vai ser de acordo com a estrutura do laboratorio
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 1992). E necessario que
seja desenvolvido um estudo béasico das instalacdes hidraulicas e sanitarias,
estando de acordo com as proposi¢cfes preliminares da estrutura fisica adotadas
para a criacdo do laboratorio (BRASIL, 1994). De acordo com o documento da
ANVISA, (2004) o laboratério de micologia clinica deve possuir agua fria, lavatério
para as méos (pia) e ter a coleta e afastamento de efluentes diferenciados, sendo

considerado um condicionante ambiental.

4.5.6. Conforto acustico

O laboratério de micologia e, laboratérios clinicos em geral, € um ambiente
onde h& exigéncia de constante atencdo (BRASIL, 2002). Para a instituicdo de
conforto acustico a NBR 10.152, que trata dos niveis de ruido, e a NBR 12.179, que
tem como apresentacdo as definicbes para tratamento acustico em ambientes
fechados, devem ser consultadas (ABNT, 1987, 1992). Em ambientes de laboratério
a norma NBR 10.1532 estabelece niveis de ruido situados na faixa entre 40 a 50
dB (A) ou entre as curvas NC 35 e 45 (ABNT, 1992). Para isso, medidas de
isolamento devem ser adotadas a fim de evitar que fontes externas néo influenciem
no ambiente interno, gerando uma propagacao do som e causando desconforto aos
analistas. Portanto, na estrutura fisica do laboratério medidas como, revestimento
adequado, vedacdo, esquadrias precisam respeitar o estabelecido na RDC
50/2002.

A NBR 12179 define tratamento acustico como “o processo pelo qual se
procura dar a um recinto, pela finalidade a que se destina, condi¢gdes que permitam
boa audicdo as pessoas nele presentes (...) este tratamento compreende o
isolamento acustico e o condicionamento acustico” (ABNT, 1992). Diante disso, o
atendimento a este requisito, no projeto de arquitetura depende da relacao entre o
laboratorio e as fontes de ruido (zoneamento), da geometria do espaco (volume de
ar, forma das superficies) e da correta especificacdo de materiais de vedacéo,
esquadrias e revestimentos (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS
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TECNICAS, 1987). Dessa forma, a propria legislacdo estabelece que o projeto
arquiteténico precisa manter o profissional isolado das fontes de ruidos que possam
atrapalhar a natureza das atividades por eles desenvolvidas a partir de limites
estabelecidos internacionalmente (COSTA; NIEMEYER, 2010), (BRASIL, 2002).

4.5.7. Protocolos de Incéndio e sinalizacdo de sequranca

Sempre considerando o cumprimento das normativas para que o projeto seja
o0 mais eficiente e claro possivel, um quesito importante a ser contemplado no
principio de elaboracéo de um espaco fisico € a questao do risco de incéndio e sua
sinalizacdo adequada. A NBR 13434-2 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS
TECNICAS, 2004) ¢ a referéncia a ser consultada para esse assunto. Nela est&o
as informacgdes referentes aos procedimentos a serem adotados em casos de
incéndio e o reconhecimento das sinalizacdes e tipos de alerta (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2004).

4.5.8. Equipamentos

Os equipamentos utilizados em um laboratério de micologia sao similares ao
que se utiliza para o trabalho em bacteriologia, porém a micologia basica /
tradicional na maioria dos ambientes laboratoriais necessita de particularidades
operacionais e técnicas que muitas das vezes é de baixo custo (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2013; CARLOS et al., 2009; CDC, 2009).
Uma exigéncia fundamental, porém, presente também no laboratério de
bacteriologia é a utilizacdo de uma CSB classe Il para trabalhar com fungos

patdgenos primarios, porém o estudo de cepas de leveduras ndo necessita de
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tamanho aparato, podendo ser realizado com a utilizac&o de bico de Bunsen, dentro

da camara asséptica, contemplando um bom servico (CLSI, 2012).

4.5.9. Ergonomia

Todo laboratério deve adotar politicas de vigilancia as questdes sobre o bem-
estar do funcionario visando a sua seguranca e saude, por isso, também deve ser
incluida as recomendacdes de cuidados com o0s riscos ergondmicos (AZEVEDO,
2002; ROJO-MOLINERO et al., 2014). De acordo com Santos (1997 apud Azevedo,
2002, p.36), a Ergonomics Research Society conceitua Ergonomia como um “estudo
do relacionamento do homem, ambiente ocupacional e equipamentos e,
particularmente, a aplicacdo do conhecimento de Anatomia, Fisiologia e Psicologia
aos problemas decorrentes”. Esse conceito demonstra a percepcdo dos riscos
relacionados a auséncia de condutas referentes aos agravos causados pelo seu
negligenciamento ergondmico (AZEVEDO, 2002; DA SILVA, 2010). Dessa forma,
fica compreendido que a atencédo ergondmica deve ser considerada, a partir de um
trabalho conjunto, envolvendo o homem, a organizagcédo e o ambiente gerando uma
preocupacdao integral no que se refere a execucao de politicas de cuidado com o
conforto e a satde dos trabalhadores (BERASTEGUI et al., 2018; DA SILVA, 2010).
Em se tratando de riscos de doencas ocupacionais, causadas pela fadiga fisica
devido ao descaso ergondmico, € percebido que quando essa condicdo protetiva é
corretamente executada, a consequéncia € uma maior qualidade e produtividade,
tudo em vistas ter sido garantido o bem-estar fisico, mental e social do profissional
(BRASIL, 2007; LYNNE; PAULA; HAIDUKE; MARQUES, 2016).

Existe uma padronizacdo referente ao plano de trabalho que deve ser
seguido de forma rigorosa, buscando o bem-estar pessoal impactando o menos
possivel na sua atividade laboral (BRASIL, 2007). O desenho de um laboratorio
deve seguir as recomendacdes presentes no item dimensdes, conforme
estabelecido na RDC 50/2002, para que ndo ocorram agravos resultantes da nao

adesdo as orientacdes estruturais (LYNNEA, 2016). Aléem disso, é importante que,
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para fins ergondmicos, algumas outras questdes, quanto a regulagem para
assentos, ajustada de acordo com a estatura e a funcdo que esta sendo exercida,
encosto com conforto para a regido lombar, e caso o profissional tenha dificuldades
por conta da altura, deve ser disponibilizado apoio para os pés, adaptados ao
comprimento da perna, dessa forma, permitindo manter a planta dos pés apoiado
corretamente (AZEVEDO, 2002; BRASIL, 2007). Pensando na atividade
profissional, e a mesma sendo realizada de forma sentada (como o trabalho
manuseando um microscopio — pratica muito comum no laboratério de micologia)
ou em pé, medidas devem ser adotadas para cumprir com 0S requisitos
recomendados referentes a ergonomia (ROJO-MOLINERO et al., 2014). Quando o
profissional estd em pé a posicdo implica numa area de trabalho de 95 cm (no
maximo) e esse plano deve respeitar a ordem de 5-10 cm por debaixo do cotovelo
(ROJO-MOLINERO et al., 2014).

Uma atitude a ser adotada para que haja uma diminuicdo dos riscos
referentes ao cansaco ao se trabalhar sentado por muito tempo é o intervalo
periédico recomendado de 10 minutos por hora que deve ser acompanhado de
exercicios de relaxamento muscular (CARLOS et al., 2009). Quando o
procedimento é realizado sentado (manuseando um microscopio, por exemplo),
medidas importantes referentes a postura e proximidades aos objetos utilizados

devem estar de acordo com a figura abaixo:

Figura 1 - Posicao ergonémica adequada
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Legenda: A- zona de atividade - 70cm;
B- Largura da mesa — 60cm;
C- Alcance sentado — 100 cm
D- Altura da mesa — até 90 cm
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4.6 Areas de apoio

E muito importante que dentro de um projeto de laboratério seja incluido uma
area destinada para utilizacdo administrativa, uma sala de espera, sala de reunides,
sala de estudo, vestuario, descanso..., ficando isolado da area técnica, permitindo
nao haver riscos relacionados a natureza do laboratério (ALADO, 2010). Todas as
areas devem respeitar as normas relacionadas as instalagcbes e condi¢des
ambientais, conforme quadro 3 abaixo (BARREIRO; MAYNOU, 2008; CARLOS et
al., 2009).

De acordo com a RDC 50/2002, os parametros sugeridos de areas médias
para os diversos ambientes de apoio sdo (BRASIL, 2002):

- Area para registro de pacientes, incluindo sala de espera: 24 m?2
- Depésito de material de limpeza: 2 m?

- Sala de esterilizacdo de material: 4 m?

- Sala de administracdo: 15m?

- Sanitarios: 5 m?

- Sanitarios para pacientes especiais: 10 m?

Figura 2. - Modelo de um laboratério de Micologia Médica e seus equipamentos.
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E004 - Analisador automatico para E249 - Refrigerador laboratorial

hematologia MO003 - Arquivo tipo gavetas

E043 - Impressora M004 - Balde cilindrico porta detritos com pedal
E054 - Microcomputador MO005 - Banqueta giratdria/mocho

E096 - Balancga analitica MO006 - Cadeira

E131 - Estufa de secagem M0D9 - Cesto de lixo

E132 - Autoclave vertical M012 - Mesa para impressora

E134 - Centrifuga de mesa M013 - Mesa para microcomputador

E142 - Estufa bacteriologica M019 - Cadeira giratdria com bragos

E145 - Microscopio biolégico binocular  MO048 - Mesa de trabalho em ago inox
E197 - Capela de fluxo laminar

Fonte: Ministério da Saude,2011
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AMBIENTE MOVEIS EQUIPAMENTOS INSTALAGOES OBSERVAGOES
ATENDIMENTO(RECEPCAO) DE | 55 1ART =S, MESA | compuTaDOR E TELEFONE, -
AMOSTRAS E ADMINISTRATIVO GELADEIRA AR CONDICIONADO
BANCADAS
N e, | SRR | conocouoo or
AREA TECNICA — CULTIVO B OITADGRES BANO AGUA FRIA ELETRICA -
MARIA, AGITADORES E CSB
. 3 BANCADAS E MICROSCOPIO E LUPA
AREA TECNICA- MICROSCOPIA | BANCADAS o, AR CONDICIONADO -
) o A EXAUSTOR, AGUA FRIA, A DESCONTAMINACAO

AREA TECNICA- LIMPEZA o RROFUNDA, | AuTOCLAVES, ESTUFAS AGUA PODE SER FEITA EM

oS DEIONIZADA/DESTILADA OUTRO LUGAR
GUARDAR CEPAS,

ESTANTES E FREEZER -20C° E -70°C, ELETRICA EMERGENCIAL, AR | SOROS.

ARMAZENAMENTO

PRATELEIRAS

GELADEIRAS

CONDICIONADO

FUNCIONAMENTO 24
HORAS
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5. BIOSSEGURANCA EM MICOLOGIA MEDICA

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2013) a
Biosseguranca € o conjunto de a¢les voltadas para a preven¢ao, minimizacao ou
eliminacdo de riscos inerentes as atividades de pesquisa, producdo, ensino,
desenvolvimento tecnologico e prestacdo de servicos Riscos que podem
comprometer a saude do homem, dos animais, do meio ambiente ou mesmo a
qualidade dos trabalhos desenvolvidos.

As medidas de precaucao relacionadas a biosseguranca devem estar bem
instituidas no laboratério, ja que 0os microrganismos podem se tornar agentes de
importantes infeccdes (RICHMOND, 2004). E necessario cuidado e atencdo no
momento da manipulacdo dos agentes porque os agravos produzidos podem ser
de dificil controle e resolugéo pelo sistema laboral (WHO, 2014).

Em termos de morfologia, os fungos s&do organismos tipicamente
filamentosos ou unicelulares (SILVA; ZAROR, 2015). Os fungos filamentosos
crescem sob a forma de micélio (conjunto de hifas) e em certas condicdes
ambientais produzem seus esporos (conidios ou esporangidsporos), ou ainda
fragmentam e desarticulam suas hifas formando os artroconidios (DUARTE, 2018).
Estes elementos fungicos sdo facilmente dispersos no ar e podem ser inalados,
deglutidos ou traumaticamente implantados em hospedeiros suscetiveis, iniciando
uma infeccdo (ROJO-MOLINERO et al., 2014). Assim sendo, manusear amostras
biolégicas requer alguns cuidados pois, quaisquer materiais provenientes do corpo
humano podem conter agentes potencialmente infectantes (SIMAS; CARDOSO,
2008). Igualmente, o0 manuseio de culturas puras de fungos deve ser realizado sob
rigorosa protecdo a afim de se evitar o contato com os elementos fungicos
(GERALDINO et al., 2012).

Os profissionais que trabalham em laboratorio devem ser treinados
periodicamente quanto as praticas de seguranca individual e coletiva, para
minimizar os riscos de uma infeccdo adquirida a partir de materiais no laboratorio
(CLSI, 2013).
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Collins (1984) descreve que a exposicdo aos microrganismos, inclusive os

fungos, pode ocorrer por:

Inalacao de particulas fungicas em suspenséo no ar, apds derramamento
ou quebra de vidrarias ou apos remocdao de rolhas / tampé&o de algodao
ou tampa de rosca;

Ingestdo de material fungico por pipetagem com a boca, pela falta de
lavagem das méos apés manuseio de culturas e/ou animais infectados;
Inoculacdo direta como resultado de acidentes com agulhas, quebra de
vidrarias, resultando em contato com a pele e subsequente entrada do

organismo através de cortes e arranhdes.

Ainda de acordo com Collins (1984), o trabalho com fungos requer certas

normas especificas, além das regras basicas para o manuseio de material infectante

em laboratério. Como recomendacao, tém-se:

Utilizar tubos com meio inclinado, ao invés de placas de Petri, para fungos
patogénicos;

Desinfeccgéao regular de bancadas, pisos, equipamentos e outros materiais
onde sdo manipulados materiais biologicamente perigosos, diminuindo o
risco de uma exposicdo a esses organismos. Essa descontaminacgao
pode ser feita com hipoclorito de sédio a 5% diluido a razdo de 1:10, para
obter uma concentracéo final de 5g de cloro livre;

No trabalho de campo, deve-se utilizar mascara e luvas em locais onde
se suspeita de fungos com risco de transmissao pelo ar;

Recomenda-se, antes do trabalho pratico, prestar atencdo para a
classificacdo dada aos fungos, segundo os critérios de risco, contida na
Instrucdo Normativa n° 7 da Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBio, 2018);

Fungos das classes de risco 2 e 3 devem ser manipulados em cabines de

seguranca biolégica classe Il ou .

Segundo a CTNBio (2018), os niveis de biosseguranca que devem ser

adotados no trabalho com microrganismos, segundo a sua classificagéo de risco

sao:
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= Nivel de biosseguranca 1: requer procedimentos para o trabalho com

microrganismos (classe de risco 1), que normalmente ndo causam
doenca em seres humanos ou em animais de laboratério (ex.:
Acremonium strictum, Aspergillus ustus, Candida guilliermondii);

= Nivel de biosseguranca 2: Requer procedimentos para o trabalho com

microrganismos (classe de risco 2) capazes de causar doencas em seres
humanos ou em animais de laborat6rio sem apresentar risco grave aos
trabalhadores, comunidade ou ambiente. Os agentes nao séo
transmissiveis pelo ar. Ha tratamento efetivo e medidas preventivas
disponiveis. O risco de contaminacao € pequeno (ex.: Epidermophyton
floccosum, Cryptococcus neoformans, Exophiala jeanselmei,
Paracoccidioides brasiliensis, Blastomyces dermatitidis).

= Nivel de biosseguranca 3: Requer procedimento para o trabalho com

microrganismos (classe de risco 3) que geralmente causam doencas em
seres humanos ou em animais e podem representar um risco se
disseminado na comunidade, mas usualmente existem medidas de
tratamento e prevencdo. Esses exigem contencdo para impedir a
transmissao pelo ar (ex.: Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum).

= Nivel de biosseguranca 4: Requer procedimentos para o trabalho com

microrganismos (classe de risco 4) que causam doencgas graves ou letais
para seres humanos e animais com facil transmissdo por contato
individual casual. Nao existem medidas preventivas e de tratamento para

estes agentes (ndo existem fungos que requerem NB 4).

De um modo geral, a forma mais comumente relatada de infec¢bes por
fungos adquiridas em laboratdrio é a inoculacdo acidental ou a inalacdo de
particulas fungicas (AIRES et al., 2015). Um levantamento extenso sobre infec¢des
adquiridas em laboratorios foi realizado por Sulkin Pike (1951) no qual relataram
1342 infec¢des adquiridas em laboratorios nos Estados Unidos, no periodo de 1930
a 1950. Eles constataram que 63 infecgbes foram causadas por fungos. Em
continuagcdo ao levantamento anterior, outro trabalho assinalou 58 infecgcdes
causadas por fungos, no periodo de 1951 a 1965 (PHILLIPS, G. B, 1965). Hanel,
Kruzel e Richard (1967) publicaram uma revisdo sobre micoses adquiridas em

laboratorio e das 288 micoses descritas, 108 foram causadas por Coccidioides
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immitis, 81 por Histoplasma capsulatum, 8 por Blastomyces. dermatitidis, 7 por
Sporothrix schenckii complexo e 84 por dermatofitos. Dos acidentes conhecidos a
autoinoculacdo com agulha e seringa foi a responsavel pelo maior nimero de
pessoas infectadas.

Os fungos mais citados nos manuais de biosseguranca, com relacdo aos
cuidados com o0 manuseio, sdo os patdgenos dimérficos: Blastomyces dermatitidis,
Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis e
Sporothrix schenckii, além de patdgenos emergentes como Penicillium marneffei,
Cladophialophora bantiana, C. neoformans, Fonsecaea pedrosoi e Ochroconis
gallopava (Padhyeet al. 1998). Para Canalli (2010), medidas preventivas devem ser
adotadas para minimizar o risco de contaminacao. Sendo elas: limitar o acesso ao
laboratério; usar roupas protetoras (uniformes, aventais, jalecos, mascaras); retirar
o jaleco ou avental antes de sair do laboratdrio; ndo usar sapatos abertos; usar
luvas; utilizar protetores de face; evitar o uso de lentes de contato; ndo fumar, ndo
comer e nado beber no local de trabalho; ndo recapear agulhas; ndo pipetar com a
boca; autoclavar todos os residuos biologicos gerados no laboratério (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2013).

Muita atencdo também deve ser dada no uso de animais de laboratério
(RIGHETTI; VIEIRA, 2012).Importa lembrar que devem ser considerados, ao se
iniciar o trabalho, o seguinte: ter adesdo dos padrfes, as leis e aos regulamentos
para cuidado e manutencao de animais de experimentacao; Alojar os animais em
gaiolas com tampas; identificar todas as gaiolas com os dados dos animais e
microrganismo inoculado; sacrificar os animais encontrados fora das gaiolas;
autoclavar e incinerar as carcagcas dos animais; desinfectar com solugdo de
hipoclorito a 1% por cerca de 4 horas antes da limpeza com detergente, ensacar,
autoclavar e incinerar (PAIVA;MAFFILI;SANTOS, 2005).

No caso de um acidente envolvendo fungos, as seguintes normas gerais de
seguranca devem ser cumpridas (McGinnis, 1980):

= Evitar respirar no recinto e deixe a sala imediatamente, fechando a porta;

= Informe ao pessoal do laborat6rio o ocorrido e ndo permita a entrada na

area contaminada;

= Aguarde por aproximadamente 1h antes de retornar ao recinto para que

0s aerossois gerados durante o acidente se depositem;



50

Vestir indumentaria de protecdo e descontamine o local do acidente com
hipoclorito de sodio a 5% diluido a 1:10. Deposite o desinfetante ao redor
do sitio do acidente, mas ndo diretamente sobre o derramado para ndo
produzir aerossois. Colocar papel toalha embebido com desinfetante
sobre o derramado e aguarde por 1h.

Autoclavar todos os materiais contaminados durante o acidente;

Limpar os equipamentos e acessorios do laboratério com desinfetante;

Procurar atendimento médico, se necessario.

Medidas basicas de seguranca para minimizar os riscos inerentes ao trabalho
laboratorial (COSTA et al., 2009).

Treinamento dos responsaveis pelo gerenciamento de projetos;
Treinamento constante das pessoas expostas aos riscos;

Adequacéo da infra-estrutura laboratorial;

Publicacdo e disponibilizacdo de manuais de biosseguranca aos
laboratorios;

Organizacao de Procedimentos Operacionais Padrédo (POP);

Realizac&o de cursos de biosseguranca.
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6. MATERIAL E METODOS DE PESQUISA E IDENTIFICACAO DE FUNGOS
PATOGENICOS

6.1. Coleta e transporte dos espécimens clinicos

A coleta e transporte da amostra clinica € uma das etapas mais importantes
do processamento micolégico (GARDEWEG, 2012). Os processos de obtencéo das
amostras devem ser adequados para ajudar a identificar o agente fungico (CUENCA
ESTRELLA et al., 2006). E importante que a coleta seja feita efetivamente nas
lesdes e sitios anatdmicos, geralmente partindo de uma suspeita clinica (SALUD,
2007).

Procedimentos de coleta incorretos podem redundar em falhas no isolamento
e na caracterizacdo comprometendo o diagnéstico e, por conseguinte, a terapia
antifangica (WINN et al., 2008). E de fundamental importancia inquerir o paciente
com relagéo ao uso de produtos, geralmente de forma equivocada, como tentativa
de mitigar o conforto das lesdes, tendo em vista que 0 uso dos mesmos podem
gerar artefatos ou inviabilizar o diagnostico (LUQUE et al, 2017).A orientacdo quanto
a proceder na administracdo de medicamentos, principalmente, tratamentos
antimicoticos, prévios a coleta, deve ser procedida, pois 0 paciente deve ficar um
periodo minimo de 15 dias (variando de acordo com material a ser coletado) sem
utilizar nenhuma substancia (PEMAN; MARTIN-MAZUELOS; CALVO, 2007).Como
uma boa prética de coleta, deve ser procedida, em todas as amostras clinicas, uma
antissepsia das lesfes com gaze embebida em alcool a 70%, a fim de diminuir a
presenca de organismos contaminantes (KOZEL; WICKES, 2013). Nao deve ser
empregado algodao na higienizacdo dos processos fungicas porque fibras vegetais
podem ser introduzidas na amostra clinica como artefatos, mimetizando hifas e
confundindo o diagnostico (SIDRIM; ROCHA, 2010). O transporte do material clinico
deve ser feito 0 mais prontamente possivel e deve ter como objetivo precipuo a
manutencdo de sua integridade e qualidade, bem como da viabilidade fangica
(GARDEWEG, 2012). No transporte das amostras, alguns cuidados importantes

devem ser considerados: recipientes de transporte devem ser adequados (estéril e
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sem conservantes), seguros e mantidos sob refrigeracéo (4°C), se atrasos forem
inevitaveis (BARON et al., 2013; GARDEWEG, 2012). As amostras de material
dermatolégicos devem seguir em recipientes secos, podendo ser utilizados,
envelopes de papel escuro, placas de Petri, entre laminas e outros meios de
transporte (GERALDINO et al., 2012). Dependendo também do material clinico
pode haver a necessidade de serem conservadas em temperatura ambiente, como
no caso de suspeita de fungos dimérficos e dermatofitos, onde a refrigeracéo pode
inviabilizar o isolamento, causando prejuizo na andlise micologica (LACAZ, 2002).
O deslocamento de material infectante deve seguir rigidamente as normas de
biosseguranca nacionais e internacionais (BRASIL, 2014). No Brasil a RDC
n°20/2014 estabelece os principios de transporte do material biolégico de origem
humana, devendo o laboratério de micologia se adequar para cumprir 0S conceitos
apontados com relacdo ao modo de transporte, que deve ser feito em embalagem
adequada, rotulagem, treinamento, biosseguranca, salude do trabalhador e equipe

envolvida, tendo como objetivo ndo gerar agravos a populagédo (BRASIL, 2014).

Figura 3 - Recipiente para transporte de amostras
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Fonte: Aires et al. 2015
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6.1.1. Pelos e cabelos

A coleta de pelos deve ser bem representativa, pois sdo importantes na
suspeita clinica de dermatofitose do couro cabeludo (DIAZ, 2006). Nao é necessaria
limpeza da regido a ser coletado o material. Os pélos devem ser coletados por
arrancamento com uma pinga esterilizada selecionando a area e arrancando
aproximadamente 10 a 12 fios (SILVA; NEUFELD, 2006). Os pelos que caem, se
guebram ou que contenham nodulos sdo importantes espécimes a serem
analisados (CLSI, 2012; PEMAN; MARTIN-MAZUELOS; CALVO, 2007). Os
espécimens de couro cabeludo devem incluir o bulbo piloso. Escutulas de tinea
favosa devem ser também coletadas por arrancamento (GARDEWEG, 2012). No
local onde existe exsudato pode ser necessario a utilizacdo de um swab para
realizar uma coleta representativa (CLSI, 2012; PEMAN; MARTIN-MAZUELOS;
CALVO, 2007). Para lesdes inaparentes, pode ser utilizada a lampada de Wood
com a finalidade de se detectar fluorescéncia esverdeada em pélos infectados
(SILVA; NEUFELD, 2006). E importante ressaltar a utilizacdo de determinados
sprays (utilizados pelo paciente) que podem ter fluorescéncia quando incide luz
ultravioleta, falseando o resultado (CLSI, 2012). A técnica da escova de cabelo,
que emprega uma escova plastica esterilizada em clorexidina a 1%, por 1 hora, e
rinsada em agua destilada estéril, e que, ap0s sucessivos escovamentos, €
pressionada contra o meio de cultura, e a técnica do quadrado de tapete, que utiliza
massagens no couro cabeludo com um pequeno recorte de tapete de 1cm?
esterilizado por autoclavacao, e que € comprimido contra a superficie do agar, sdo
outras técnicas usadas na deteccdo de lesdes pilosas inconspicuas (PEMAN:;
MARTIN-MAZUELOS; CALVO, 2007).

6.1.2. Pele

O processo de descamacéo € uma situacao natural que tem como objetivo a

renovacao celular (SIDRIM; ROCHA, 2010). S&o células epidérmicas que se
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desprendem de forma espontanea, podendo esse processo ser exacerbado, devido
a uma resposta infecciosa ou inflamatoria (CONTI DIAZ; CIVILA; VEIGA, 2002). Os
fungos produtores de micoses superficiais e cutaneas estao associados ao extrato
corneo e, portanto, essas escamas se tornam um importante material para
pesquisar esse microrganismos (MARQUISIO, 2000).As escamas de pele da
margem da lesdo, locais onde existe uma presenca ativa do fungo, devem ser
coletadas por raspagem com uma lamina de bisturi estéril, ou uma cureta
dermatologica ou com o vértice cortante de uma lamina de microscopia esterilizada
no calor ou alcool a 70% (SIDRIM; ROCHA, 2010). A area a ser pesquisada deve
ser submetida a uma rigorosa antissepsia com alcool a 70% ou soro fisiolégico, caso
seja uma regido exposta (CLSI, 2012). E importante a avaliacdo das lesbes
objetivando a busca, sempre que possivel, de lesées mais recentes (SANTANA;
AZEVEDO; FILHO, 2013). As bolhas e vesiculas presentes devem ser totalmente
excisadas. Lesbes com pouca descamacdo podem ser coletadas com uma fita
adesiva, pressionando a parte gomada contra a pele e puxando, em seguida,
firmemente (MINAMI PS, 2003).

E fundamental que a quantidade de material coletado seja bem significativo,
oriundo de diversas regifes, aumentando as chances de isolamento do agente
fangico (BARON et al., 2013; QUINDOS, 2015).

6.1.3. Unhas

Necessario uma prévia limpeza com alcool, para evitar a presenca de
contaminantes e diminuir a sujidade das amostras (BARROSO; MELICO-
SILVESTRE; TAVEIRA, 2014). Os espécimens de unha devem ser coletados por
raspagem e/ou cortes profundos nas areas descoloradas, distréficas e quebradicas,
empregando a mesma metodologia de coleta das escamas de pele (PEMAN:;
MARTIN-MAZUELOS; CALVO, 2007). Os primeiros 4 a 5 raspados devem ser
desprezados, pois esses materiais geralmente sao inviaveis e passiveis de grande
contaminacdao inviabilizando a amostra para analise (WALSH; HAYDEN; LARONE,

2018). As falhas de crescimento em culturas de unha sédo da ordem de 40-50%,
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apesar dos elementos fungicos serem frequentemente detectados a microscopia
direta (LUQUE et al., 2017). O uso de levantadores de unha pode ser necessario
para a coleta do material subungueal. Nos casos de paroniquias, a coleta ocorre ao
redor e por debaixo da unha, e no caso de onicomicoses, as areas esbranquicadas
sao os sitios de escolha para coletar a amostra com maiores chances de recuperar
o agente fungicos (LIMA et al., 2007).

As escamas, pélos e unhas coletadas podem ser acondicionadas em placas
de Petri estéreis ou entre duas laminas de microscopia (CLSI, 2012). Dessa forma
podem ser transportadas também bolhas e vesiculas (MACGOWAN, 2011). Os
espécimens de pele coletados com fita adesiva podem ser transportados em uma
lamina de microscopia, colando-se a parte gomada da fita sobre o vidro (MINAMI
PS, 2003).

6.1.4. Abscessos

O pus contido em abscessos nado-drenantes ou tratos sinuosos deve ser
coletado, preferencialmente, por puncdo com seringa e agulha estéreis, com uma
prévia limpeza na zona implicada com salina ou alcool a 70% (WINN et al., 2008).
O material de abscessos drenantes e fistulas ndo sdo recomendados e devem ser
coletados com swabs apenas se espécimens de melhor qualidade ndo estiverem
disponiveis (ALMEIDA, 2008). Abscessos miliares devem ser abertos com lamina
de bisturi estéril e o contetdo coletado. Os granulos ou gréos presentes sao de
eleicdo e devem ser sempre coletados (CARVALHAES, 2014). Uma alternativa para
a recuperacao dos granulos ou graos, caso nao sejam encontrados de imediato a
coleta, é colocar gazes sobre a fistula por um periodo de 12 a 18 horas (geralmente
essas lesoOes fistuladas estdo presentes nos membros inferiores) e deixar com que
0 paciente ande normalmente (KIBBLER, 2017). Dessa forma, ap0s esse periodo,
0S possiveis granulos ou graos seréo recuperados para estudo (LACAZ, 2002). O
pus retirado por puncdo pode ser transportado na prépria seringa fechada

(MACGOWAN, 2011). Swabs nao sao dispositivos adequados, pois devido ao
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volume coletado existe um prejuizo na recuperacao dos fungos, mas caso sejam
empregados, os mesmos devem ser mantidos Umidos e transportados em frascos
estéreis com meios de transporte, como meio de Stuart, Cary-Blair ou caldo
Sabouraud (CLSI, 2012).

6.1.5. Ulceras e feridas

Esses espécimens podem ser obtidos por aspiracdo ou swab (menos
recomendaveis) da parte profunda da ferida (WINN et al., 2008). As Ulceras de pele
de pequenas dimensdes sdo geralmente biopsiadas ou excisadas (CLSI, 2012). O
transporte dos espécimens deve ser feito em recipientes estéreis com meios de
transporte ou na propria seringa de coleta (MACGOWAN, 2011). Quando granulos
estdo presentes devem ser coletados por aspiracdo ou gaze umedecida em salina
ou agua destilada estéreis colocadas sobre a lesdo e submetidas a suave
compressédo (KIBBLER, 2017). Os granulos podem ser transportados também na
seringa ou gaze de coleta acondicionada em placa de Petri estéril (MACGOWAN,
2011).

6.1.6. Cascas e Crostas

O material deve ser coletado por arrancamento com uma pinc¢a esterilizada
no calor ou alcool a 70%(BARON et al., 2013). O transporte dos espécimens pode
ser feito em recipientes estéreis com ou sem salina ou agua destilada para evitar a
secagem do material. Eventuais granulos devem ser coletados (MACGOWAN,
2011; SIDRIM; ROCHA, 2010).
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6.1.7. Mucosas

Os espécimens de mucosa oral e vaginal podem ser coletados com swabs
OuU por raspagem com espatula ou cureta nas areas epiteliais eritematosas ou
esbranquicadas (QUINDOS, 2015). A coleta do material feita por raspagem
apresenta maior qualidade comparativamente aquelas feitas com swab (SILVA;
NEUFELD, 2006). No entanto, swabs séo frequentemente empregados porque sao
melhores para a coleta de descargas vulvovaginais e mais convenientes para o
transporte (GERALDINO et al.,, 2012). Para os procedimentos laboratoriais é
recomendado utilizar mais de um swab por lesdo (MEZZARI, A; FUENTEFRIA,
2012). Espécime de mucosa vaginal deve ser enviado o mais rapido possivel para
o laboratorio, pois microrganismos da microbiota da mucosa gastrointestinal e
genital, como Candida sp, podem proliferar, tornando o resultado n&o fidedigno
(LACAZ, 2002). Caso nao seja possivel o envio imediato, recomenda-se, durante o
processo de coleta confeccionar uma lamina para ser feita coloracdo (GRAM),
preservando a representatividade matinal (MOYA et al., 2018). Os swabs de
espécimens de mucosa devem ser enviados em frascos estéreis contendo meio de
transporte ou ser pelo menos umidificados em salina ou dgua destilada estéreis
(MCGINNIS, 2012). Swabs secos sao inapropriados, ja que as leveduras perdem
rapidamente viabilidade nesse tipo de dispositivo (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2013).

6.1.8. Olhos e Conjuntivas

Queratomicose: O material de infeccdo na cornea deve ser coletado por
raspagens da base e dos bordos da ulcera com espatula ou lamina de bisturi
oftalmoldgicos (QUINDOS, 2015). Endoftalmites: O material de infec¢ées do globo

ocular deve ser coletado por pung¢éo do humor vitreo (ZAITZ, 2010). Conjuntivites:
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O material de lesdo na conjuntiva deve ser coletado do fundo do saco inferior ou do
canto interno do olho swabs estéreis (SIDRIM; ROCHA, 2010). Swabs devem ser
umidificados em salina ou agua destilada (KOZEL; WICKES, 2013). Os espécimens
devem ser transportados em tubos com meio de transporte (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2011). Material purulento deve ser coletado com swab
e enviado rapidamente para o laboratério de micologia, caso haja demora, esse
swab deve ser em meio de transporte a fim de manter a integridade da amostra
(BARROSO; MELICO-SILVESTRE; TAVEIRA, 2014).

6.1.9. Conduto Auditivo Externo

Os espécimens de lesao do conduto auditivo externo podem ser coletados
por raspagens com espatula (SILVA; ZAROR, 2015). Swabs (ndo recomendados)
devem ser umidificados (GUILHERMETTI et al., 2004). Os espécimens podem ser
transportados em placas de Petri ou tubos com meios de transporte (LUQUE et al.,
2017).

6.1.10 Nariz e Seios paranasais

O material dos seios paranasais deve ser coletado por aspiragao com seringa
e agulha ou biopsia (PEMAN; MARTIN-MAZUELOS; CALVO, 2007). Os
espécimens podem ser transportados na seringa de coleta (BRASIL, 2014).
Dependendo da suspeita clinica a obtencdo do material por meio cirdrgico pode ser
0 mais recomendado para retirar o material adequado (ALMEIDA, 2008). Materiais
de bidpsias podem ser acondicionados em recipientes contendo salina ou agua
destilada estéreis (SILVA, 2006).
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6.1.11. Garganta e Nasofaringe

Os espécimens sado obtidos por swab de faringe posterior - pilares tonsilares
e Uvula (OPLUSTIL et al., 2010). O transporte pode ser feito em frascos estéreis
com meios de cultura (SILC, 2014; SILVA, 2006).

6.1.12. Escarro e Secrecdes pulmonares

Em decorréncia do fato de que existem ambientes respiratorios
diferenciados, onde o trato respiratorio baixo € estéril e o alto possui colonizacdo
por bactérias e leveduras, a amostra ideal, desse sitio anatémico, € a representada
por material obtido do trato respiratério baixo (LACAZ et al., 2002; OPLUSTIL et al.,
2010; WINN et al., 2008). Isso demonstra a importancia de critérios de avaliacéo
rigorosos dessas amostras (OPLUSTIL et al., 2010). A amostra ideal € aquela da
manhd, devido ao acumulo de secrecbes durante a noite, tornando-a mais
representativa (CLSI, 2012; WINN et al., 2008). Expectoracdo Espontanea: O
paciente deve higienizar a cavidade bucal e a orofaringe antes da coleta com
escovamento dos dentes com dentifricios e gargarejos com assépticos (ZAITZ,
2010). Trés amostras matutinas sucessivas de escarro (5,0-10,0ml) devem ser
coletadas (CLSI, 2002). Expectoracao Induzida: espécimens de escarro podem ser
obtidos por meio de técnicas de fisioterapia ou nebulizacdo (BARON et al., 2013).
Secrecdes Pulmonares: amostras podem ser obtidas por aspiracao transtraqueal,
escovamento brénquico, lavagem broncoalveolar (XAVIER; OLIVEIRA; SEVERO,
2009). Aspiracao Gastrica: suco gastrico (10,0ml) pode ser aspirado com sonda
nasogéastrica (PEMAN; MARTIN-MAZUELOS; CALVO, 2007). Os espécimens
devem ser transportados em frascos estéreis (BRASIL, 2014). A demora entre a
coleta e o processamento ndo deve exceder 1-2 horas (VANDEPITTE et al., 1993).
Quando atrasos sao inevitaveis, a amostra deve ser refrigerada uma temperatura
de 4° C. Escarros de 24h. sdo inaceitaveis (SALUD, 2007).
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6.1.13. Urina e Fezes

Os espécimens de urina podem ser coletados naturalmente pela técnica do
jato médio de miccado, obtendo trés amostras consecutivas pela manha, por
cateterismo, a partir do fluxo livre da boca do cateter, ou por aspiracéo supra pubica
(BARROSO; MELICO-SILVESTRE; TAVEIRA, 2014). Um volume de urina em torno
de 25,0-50,0ml sdo necessarios (ARENAS, 2014). No caso de urinas coletadas por
sonda vesical implantada no momento da coleta ou puncéo supra pubica, o volume
pode ser menor, em torno de 3-5 ml, pois sdo amostras bem representativas
(LACAZ et al., 1998). Diversas micoses endémicas podem ser recuperadas por
meio de massagem prostatica, tornando essa técnica um importante método de
coleta (ZAITZ, 2010). Infeccdes renais podem ser causadas por diversos fungos
invasivos devido a uma infeccao sistémica ou disseminada (CLSI, 2012). Esses
espécimens devem ser imediatamente transportados em frascos estéreis (MOYA et
al., 2017). A demora entre a coleta e o processamento ndo deve ultrapassar 1-
2horas (VANDEPITTE et al.,, 1993). A amostra deve ser refrigerada a uma
temperatura de 4° C, quando atrasos séo previstos (KOZEL; WICKES, 2013) Urinas
de 24h. sdo insatisfatérias (KOZEL; WICKES, 2013). Os espécimens de fezes,
normalmente destinados a pesquisa de leveduras (muitos autores ndo observam
importancia nesse tipo de amostra para essa finalidade), podem ser obtidos de
forma natural ou com swabs retais (VIDOTTO, 2002). Esses espécimens devem ser
transportados em recipientes estéreis de boca larga com tampas herméticas (AIRES
et al., 2015).

6.1.14. Liquido cefalorraguidiano (LCR)

A coleta é feita por puncao lombo-espinhal no espaco entre as vértebras Ls
e L4. Um volume total de 10,0ml é geralmente coletado em trés tubos, sendo o
terceiro selecionado para a microbiologia (QUINDOS, 2015; SIDRIM; ROCHA,
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2010; SILVA; ZAROR, 2015). Os espécimens devem ser transportados em frascos
estéreis (MCGINNIS, 2012). Por ser um material naturalmente estéril qualquer
microrganismo deve ser considerado e reportado como agente etioldgico
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2004). O LCR é um espécimen que tem que ser
processado 0 mais rapido possivel, e caso ndo possa ser feito, 0 mesmo deve ser
mantido em temperatura ambiente e enviado rapidamente para o laboratério, para
andlise (LUQUE et al., 2017). A refrigeracédo € prejudicial a viabilidade da amostra,
pois agentes fungicos, como Cryptococcus sp, sdo prejudicados com a baixa
temperatura causando prejuizos no possivel isolamento desse microrganismo
(RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2003).

6.1.15. Medula Ossea

Os espécimens devem ser coletados por pun¢édo do osso esterno ou iliaco
(LUQUE et al., 2017). Os dispositivos de coleta e transporte devem conter 0,5ml de
heparina sodica (1:1000) estérii (BARROSO; MELICO-SILVESTRE; TAVEIRA,
2014). E comum a coleta em frascos (tipo de hemocultura) para que sejam usados
em sistemas automatizados sempre seguindo as recomendacdes dos fabricantes
(SILVA; ZAROR, 2015).

6.1.16. Sanque e Cateter intravascular

O local de puncéo venosa deve ser adequadamente higienizado (ARAUJO,
2012). A coleta realizada de forma asséptica € um fator critico na cultura do sangue
(CLSI, 2012). Nas coletas de espécimens de sangue devem ser empregados 0s
procedimentos de rotina, pun¢ao venosa com seringa e agulha estéreis ou sistemas

fechados contendo um frasco com vacuo e um tubo coletor de agulha dupla
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(BERNABE; CASTILLO, 2013). A coleta de sangue arterial é recomendada quando
as culturas de sangue venoso falham na recuperacao de fungos de pacientes com
forte suspeita de fungemia (ALMEIDA, 2008; QUINDOS, 2015). Os espécimens de
sangue devem ser transportados nos frascos de coleta e nunca deve ser refrigerado
(CLSI, 2012). Pontas de cateteres com 5cm comprimento devem ser enviados em
recipientes estéreis (LUQUE et al., 2017).

6.1.17. Fluidos Corporais

Fluidos torécicos, abdominais, sinoviais e prostaticos podem ser obtidos por
aspiracdo ou drenagem (MACGOWAN, 2011). Devido a presenca de pequenas
guantidades de liquidos nas cavidades corporais um processo inflamatorio ou
infeccioso pode culminar com o aumento desse volume (MOYA et al., 2017). Os
espécimens obtidos devem ser transportados em frascos estéreis com uma
pequena quantidade de heparina (1:1000), que varia com o volume da amostra
(1:10ml) (CLSI, 2012). A heparina € importante para evitar a coagulagéo, devido a
presenca de substancias coagulantes, evitando a formacdo de coagulos, o que
dificulta a observacéo (QUINDOS, 2015).

6.1.18. Tecido

Esses espécimens podem ser coletados por biépsia (BARROSO; MELICO-
SILVESTRE; TAVEIRA, 2014). Os granulos presentes devem também ser
coletados (MACGOWAN, 2011). Biopsias em esporotricose deve ser evitada, pois
o procedimento pode disseminar a doenca (SILVA, 2006). Amostras de tecido
devem ser enviadas de forma estéril em frascos contendo 1,0-2,0ml de salina ou
agua destilada ou em gaze umedecida com salina ou agua destilada (LUQUE et al.,
2017).
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6.1.19. Critérios de Rejeicdo

Durante o processamento e analise do material a ser pesquisado, o
micologista deve fazer algumas observacdes com o objetivo de caracterizar bem a
amostra como sendo adequado ou ndo ao estudo micologico (MOYA et al., 2017).
Caracteristicas como, acondicionamento, consisténcia e coloragédo, sdo exemplos
de informacBes macroscopicas importantes para uma observacao inicial (WINN et
al., 2008) Amostras de trato respiratério devem respeitar critérios de avaliacédo
celular para serem consideradas representativas do sitio anatbmico de origem
(KOZEL; WICKES, 2013). Dessa forma, a presenca de células da arvore respiratoria
sao bons indicativos (XAVIER; OLIVEIRA; SEVERO, 2009). No caso de escarro,
leucdcitos polimorfonucleares, macréfagos e células do epitélio (indicando a acéo
da resposta celular), sdo alguns critérios utilizados para a caracterizacédo da amostra
(XAVIER; OLIVEIRA; SEVERO, 2009).
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7. PROCESSAMENTO GERAL DOS ESPECIMENS CLINICOS

Como mencionado a amostra a ser analisada deve vir acompanhada de uma
adequada coleta do material clinico, pois a qualidade da amostra é essencial, ja que
guando obtida erroneamente, impossibilita 0 micologista identificar e recuperar as
estruturas fungicas que, eventualmente, estejam presentes no tecido do hospedeiro
(MALBR, 2016).

O laboratoério precisa estabelecer prioridades para o processamento das
amostras, em decorréncia das suas caracteristicas (MOYA et al., 2017).
Geralmente, amostras de liquidos e cavidades estéreis, como liquor (LCR), devem
ser processadas imediatamente a chegada no laboratério de micologia, assim como
testes rapidos de deteccdo de antigenos, o que permite um resultado preliminar,
contribuindo para o inicio da terapia do paciente (GARDEWEG, 2012; ROBLES;
AUSEJO; CAVERO, 2007).

7.1. Espécimens dermatoldgicos

Escamas de pele, fragmentos de unha, fios de cabelo, bolhas e vesiculas,
bem como cascas, crostas, Ulceras e feridas devem ser colocados em uma gota de
KOH a 10% ou 40% (unhas e peles), sobre uma lamina de microscopia, cobertos
com uma laminula para o processo de clarificacdo, possibilitando a realizacédo de
um melhor exame microscoépico direto, permitindo a visualizacdo dos elementos
fungicos teciduais (MINAMI PS, 2003; NEUFELD, 1999). Todavia, os fragmentos de
unha e fios de cabelo, devem ser depositados em KOH (em maior concentracao,
40%), podendo aquecer a lamina rapidamente sobre a chama de um bico de Bunsen
para agilizar o processo, tendo em vista a maior quantidade de queratina elementos
como, estruturas proteinaceas, sao digeridas mais rapidamente. Importa mencionar
gue a morfologia do fungo é preservada devido a presenca da parede celular, que
confere resisténcia a essa substancia (PEREZ CALONGE; CASADO HERNANDEZ;
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SANTIAGO NUNO, 2017). Para a visualizagdo microscopica dos fragmentos
dérmicos, quando nao é possivel descamar a pele do paciente, deve-se adotar a
técnica de Jarbas Porto, onde a amostra € coletada em fita adesiva e uma gota de
KOH a 10% deve ser colocada sobre uma lamina de vidro, deitando-se, em seguida,
a fita, com sua parte gomada, sobre o corante em lamina(ALMEIDA, 2003;
OLIVEIRA J, 2013; SIDRIM; ROCHA, 2010) A leitura dessa preparacédo deve ser
feita sem laminula e esse material ndo é indicado para cultura, mas somente para
exame direto (PEMAN; MARTIN-MAZUELOS; CALVO, 2001; SIDRIM; ROCHA,
2010) Escamas de pele e fios de cabelos de areas centrais de lesdes inflamatérias
sao desprovidos de fungo, por isso, o exame direto deve ser procedido de material
coletado das partes Umidas e avermelhadas da regido periférica das lesdes, onde
o fungos estard na sua fase proliferativa, viabilizando a amostra e aumentando as
chances de recuperacdo do agente (GARDEWEG, 2012; MACGOWAN, 2011;
STATE OF NEW HAMPSHIRE DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN
SERVICES, 2008).

Para a cultura, algumas escamas de pele devem ser retiradas dos
dispositivos de transporte, com o auxilio de uma alca umedecida em agua destilada
ou salina estéril, e inoculadas diretamente em um meio de isolamento, com
antimicrobianos (agar mycosel), com o propésito de inibir o crescimento de bactérias
e fungos contaminantes pois, dessa forma, aumenta a tensdo de oxigénio
favorecendo o crescimento do patdgeno fungico (CLSI, 2012). Para a inoculacao
dos espécimens coletados com fita adesiva, a parte gomada que contém o material
deve ser colocada sobre a superficie do meio de cultura, tomando-se o cuidado de
nao permitir a formacdo de bolhas de ar e incubadas a 30°C por até 4 semanas
(ALMEIDA, 2003). A fita adesiva dever ser deixada sobre o0 meio
por até 3 dias sendo posteriormente retirada para permitir que eventuais colbénias
se desenvolvam, possibilitando a visualizacdo das estruturas flngicas em
microscopia (KERN; BLEVINS, 1999; SILVA; NEUFELD, 2006). Os fios de cabelo
coletados devem ser coletados com al¢ca umedecida em salina ou agua destilada
estéril e, também, inoculados em agar mycosel (KOZEL; WICKES, 2013). Para uma
boa cultura dos espécimens de unha, o material distréfico e descolorado dever ser
cortado em pedagos menores com uma lamina de bisturi estéril (CLSI, 2012).
Utilizando-se, igualmente, uma algca umedecida com salina ou agua estéril,

fragmentos de unha devem ser coletados e inoculados diretamente no agar mycosel
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e incubados a 30°C ou em temperatura ambiente, por até 4 semanas, e, em
seguida, realizada verificacdes diarias, para observacdo de coldnias fungicas
(ALBERHASKY, 2004; SILVA; NEUFELD, 2006). As amostras devem ser
consideradas negativas apods o periodo de 4 a 8 semanas (fragmentos de tecidos),
sendo descartadas conforme a orientacdo da legislacdo vigente de descarte de
material biolégico (SIDRIM; ROCHA, 2010; MCGINNIS, 2012). Por serem
pesadamente contaminadas, escUtulas, cascas e crostas devem ser
cuidadosamente maceradas, lavadas em &lcool ou em solugéo salina estéril antes
da cultura (FISHER; COOK, 2001). Para o isolamento, as escutulas devem ser
inoculadas em agar mycosel, bem como cascas, crostas, Ulceras e feridas,
permitindo o isolamento fungicos (GERALDINO et al., 2012).

7.2. Espécimens de Abscesso

Para uma avaliacao inicial desse material clinico, é de extrema importancia
uma analise macroscoépica criteriosa, verificando se existem elementos como graos,
que devem ser depositados em uma placa de Petri estéril, com uma pequena
quantidade de agua destilada (SIDRIM; MOREIRA, 1999; SILVA; NEUFELD, 2006).
Esse achado é importante, pois caracteriza, junto a outras informacdes clinicas,
como a presenca de fistulas, um diagndstico preliminar de micetoma, que pode ter
como agente etiolodgico, bactérias (actinomicetoma) ou fungos (eumicetomas)
(NENOFF et al., 2015). O material purulento deve ser concentrado por meio de
centrifugacdo em uma rotagéo de 1500 a 2500 rpm, por 10 minutos, e dessa forma,
a partir do concentrado, deve ser realizado um estudo pela micromorfologia, GRAM,
e outros pelo KOH a 10% e observados em microscopia (GERALDINO et al., 2012).
Materiais muito espessos podem ser tratados com uma substancia digestiva
(solucdo de pancreatina a 0,05%, N- acetilcisteina) para liquefacdo, antes da
centrifugacéo (MOYA et al., 2017).

Toda amostra analisada dever ser semeada sobre o agar de Sabouraud
dextrosado, agar BHI, para isolamento e identificacdo (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2013).
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Os granulos presentes devem ser primeiramente lavados em tubos de
ensaio, contendo 2 a 3ml de salina ou agua destilada estéreis, que deve ser agitado
e centrifugado a 1.500 rpm por 2 a 5 minutos, por pelo menos 3 vezes, para
minimizar a possiblidade de contaminacdo da amostra por outros microrganismos
gue impossibilitariam o isolamento do agente etiolégico (SIDRIM; MOREIRA, 1999).
Usando um bastao de vidro estéril, esse material deve ser esmagado dentro do
tubo. Com uma pipeta Pasteur estéril, uma aliquota da suspenséo de granulos deve
ser transferida para uma lamina e laminula, com uma gota de KOH a 10%, para a
realizacdo do exame microscopico direto, para diferenciar e caracterizar o micetoma
(SILVA; NEUFELD, 2006). Esfregacos dos granulos corados pelo Gram podem ser
também preparados para a observacdo de possiveis filamentos bacterianos -
actinomicetoma (OLIVEIRA J, 2013). Uma outra aliquota da suspensao deve ser
inoculada diretamente em um dos meios de isolamento primario, usualmente
empregados em micologia médica (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2013b; FISHER; COOK, 2001).

7.3. Espécimens de Membranas Mucosas

Para a confeccdo de montagens microscopicas, o swab Umido deve ser
rolado e comprimido sobre a superficie da lamina de microscopia (NEUFELD, 1999;
SIDRIM; ROCHA, 2010). Os espécimens obtidos por swabs secos devem ser
emulsificados em salina ou agua destilada estéril (ou pode ser usado uma gota de
KOH a 10% ou em KOH/DMSO) e distendidos sobre uma lamina de vidro para que
0 exame microscopico seja realizado (NEUFELD, 1999). Esse material deve ser
coberto com uma laminula e observado ao microscopio. Esfregacos de swabs
corados pelo Gram devem ser também preparados (NENOFF et al., 2015). Para o
isolamento, o swab deve ser esgotado sobre a superficie do meio de cultura (agar
de Sabouraud dextrosado, agar BHI) (SILVA; NEUFELD, 2006).
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7.4. Espécimens Oftalmoldgicos e Otorrinolaringolégicos

Amostras oculares e de conjuntivas, por serem, em geral, obtidas em
pequenas quantidades, devem ser coletadas com swab e serem inoculadas
primariamente nos meios de cultura (agar de Sabouraud dextrosado com
cloranfenicol e agar BHI), prescindindo-se do exame microscépico direto (CLSI,
2012; THOMAS, 2003). Amostras de ouvido, nariz, seios paranasais e garganta
devem ser depositadas em uma gota de KOH a 10% para o exame direto. Esse
material clinico deve ser inoculado diretamente sobre o meio de isolamento (MOYA
et al., 2017).

7.5. Espécimens pulmonares

Escarro e secrecdes do pulmao devem ser avaliados macroscopicamente
para a identificacdo de partes sanguinolentas, purulentas, caseosas e necroticas (J.
VANDEPITTE et al., 1993; LACAZ et al., 1998). Deve-se utilizar a regido supurada
das amostras clinicas, pois, dessa forma, as chances de recuperacdo do agente
fangico sdo maiores (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2013). O
sucesso na recuperacao do agente fungico estd, diretamente, relacionado com a
qualidade da amostra. Nesse sentido, espécimen de escarro espontaneo ou
induzido e de aspirado traqueal, devem ser considerados materiais alternativos,
pois 0S mesmos apresentam uma intensa colonizagdo por fungos ambientais,
devendo seu valor ser avaliado conforme o agente identificado e a suspeita clinica.
(CLSI, 2012a; QUINDOS, 2015). Os espécimens com pouca viscosidade podem ser
examinados diretamente ao microscopio com KOH a 10% sem a necessidade de
um tratamento prévio (MCGINNIS, 2012). Um resultado negativo, neste exame, ndo
deve ser considerado conclusivo e indica meramente que uma preparacao liquefeita
e concentrada deve ser analisada (MALBR, 2016). A liquefacdo do escarro para

investigagdo micologica deve ser procedida com substanciais digestivas (N-acetil-
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L-cisteina, ditiotreitol ou solucdo de pancreatina a 0,05%). A centrifugacao de
espécimen liquefeito deve ser realizada a 1500 rpm por 10 minutos para, com isso,
dissolver a amostra e permitir que a identificacdo dos microrganismos flngicos seja
favorecida (OPLUSTIL et al., 2010b). Este tratamento também devera ser feito se o
espécimen se apresenta com densa viscosidade (QUINDOS, 2015). Os lavados
broncoalveolares por serem suficientemente liquidos podem ser centrifugados sem
a necessidade de uma liquefacao anterior (CLSI, 2012; LACAZ et al., 1998; SIDRIM;
MOREIRA, 1999). O sedimento do material centrifugado deve ser colocado em uma
gota de KOH a 10% (DUARTE, 2018). O material clinico (0,5ml) processado ou hao
deve ser inoculado diretamente sobre 0 meio de cultura (agar de Sabouraud, agar
BHI) (MOYA et al., 2017).

7.6. Espécimens de Urina

A urina deve ser centrifugada a 2000 rpm por 10-15 minutos com o objetivo
de realizar uma analise cultural quantitativa (ALMEIDA, 2003, 2008). Uma aliquota
de urina centrifugada deve ser colocada em uma gota de KOH a 10% sobre uma
lamina de microscopia para analise micromorfoldgica direta (QUINDOS, 2015).
Preparacdes corados pelo Gram, PAS, ou Nanquim podem ser Uteis para a
realizacdo de um diagnéstico diferencial (MYCOLOGY ONLINE). O restante do
material (0,5ml) deve ser inoculado diretamente no meio de cultura, podendo
também utilizar o material ndo centrifugado para realizar uma analise qualitativa
(ALMEIDA, 2008; CLSI, 2012a; KERN; BLEVINS, 1999). Através de uma alca
microbiolégica calibrada, pode ser realizada uma semeadura, pela técnica de
esgotamento, nos meios de cultura agar de Sabouraud e agar BHI para obtencéo
de um resultado quantitativo e, dessa forma, ter uma avaliagdo em UFC (Unidades
Formadoras de Coldnias) e de mic¢édo, caso a contagem seja maior que 102 UFC/m
de uma infeccdo (ALBINI; SOUZA; SILVEIRA, 2012; PEMAN; MARTIN-
MAZUELOS; CALVO, 2001; SIDRIM; ROCHA, 2010).
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7.7. Espécimens de fezes

Esse tipo de material ndo € pouco aplicavel para um diagnostico de infeccao

fungica, pois o trato intestinal € muito contaminado por diferentes microrganismos,
inclusive Candida spp (TANGARIFE CASTANO, et al., 2015). Porém, uma
avaliacdo, em casos de pacientes internados ou em casos de microbiota pura com
fungos, observados pelo Gram, quando o paciente apresenta sintomatologia e ndo
apresenta diagnostico, a pesquisa nesse tipo de amostra clinica pode ter um
significado relevante (ALMEIDA, 2008).
As amostras de fezes geralmente ndo requerem processamento. Montagens diretas
podem ser feitas a fresco ou coradas pelo Gram (NEUFELD, 1999). Fezes pastosas
podem ser inoculadas diretamente no meio de cultura (dgar de Sabouraud, agar
BHI). Os espécimens sélidos e representativo (0,3g) podem ser homogeneizados
em salina ou 4gua destilada estéreis (3,0ml). Diluicdes decimais sao feitas em agua
destilada e pequenas aliquotas (0,1-0,5ml) devem ser inoculadas na superficie do
meio em placa. Swabs retais também podem ser esgotados sobre a superficie do
meio de cultura (LUQUE et al., 2017).

7.8. Espécimens de LCR e Fluidos Corporais

O LCR deve sofrer um pré-tratamento para sua concentracdo (NEUFELD,
1999). O LCR pode ser concentrado por centrifugacédo a 1500 rpm por 15 minutos
ou por membrana filtrante de 0,45(m, devendo o concentrado ser utilizado para
realizacdo de culturas e o sobrenadante ser Util para a pesquisa de antigenos e
anticorpos (BARROSO; MELICO-SILVESTRE; TAVEIRA, 2014). Para a
visualizagcdo microscopica, esfregacos do sedimento devem ser corados pelo
Giemsa ou Wright. Dependendo do agente suspeito (Cryptococcus spp), uma outra
aliquota deve ser retirada do sedimento e misturada a uma gota de tinta nanquim,
ou nigrosina, em montagens microscopicas (MARIA; MORAES; PAES, 2009). O
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restante do sedimento deve ser inoculado diretamente no meio de cultura (agar de
Sabouraud, agar BHI ou agar Niger) (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2013). Importa mencionar que se deve ter cuidado na semeadura
desse material no meio de cultura, agar de Sabouraud com cicloeximida, pois esta
substancia ndo permite o crescimento do Cryptococcus spp, agente de infeccéo do
SNC (SIDRIM; MOREIRA, 1999). Quando o volume for menor do que 2ml,
insuficiente para a centrifugacao ou filtracao, esfregacos devem ser preparados e
aliquotas de 1 a 3 gotas da amostra devem ser inoculados nos meios de cultura
(TRUJILLO, 2012). As amostras de qualquer liquido organico devem ser
centrifugadas por 15 minutos a 2500 rpm, afim de obter sedimentos para a
realizacdo de montagens microscépicas com KOH a 10% e/ou esfregacos pelo
Gram ou outra coloracdo (TANGARIFE CASTANO, et al. 2015). O restante do
material deve ser inoculado nos meios de cultura, agar de Sabouraud dextrose e
agar BHI a temperatura ambiente (25° a 30°C) e acompanhados diariamente por 10
dias apés o segundo dia de incubacédo e liberados como negativos apds 30 dias
(LACAZ et al., 1998; MEZZARI; FUENTEFRIA, 2012).

7.9 Espécimens de Sangue e Medula Ossea

O sangue pode ser examinado em preparacfes microscopicas diretas,
coradas pelo Gram, Giemsa ou Wright. As hemoculturas podem ser realizadas por
sistemas manuais, cultivo bifasico e sistemas de lise centrifugacdo automatizados
de monitoramento continuo (BARBOSA et al.,, 2015). Quando h& suspeita de
fungos, a recomendacéo do CLSI e do Cumitech 1C — comunicado da Sociedade
Americana de Microbiologia que reune todas as Boas Praticas de rotina em
hemocultura- é que sejam coletados um volume de 5 a 10ml por frasco em cada
puncéo, totalizando 20 ml distribuidos por 2 frascos (1 amostra = 2 frascos) e que
sejam totalizadas de 2 a 3 amostras, tanto para adultos quanto para criangas (CLSI,
2016).No caso de dificuldade em criancas, ou com pacientes especiais, €

necessario que sejam respeitadas as recomendacodes relacionadas ao volume
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coletado, onde para adultos é de cerca de 20 ml por amostra, enquanto que, para
criancas e situacoes especiais, um volume de até 5 ml pode ser suficiente, devido
a presenca da concentragdo de microrganismos na circulagdo sanguinea
caracterizando um episodio de fungemia (ARAUJO, 2012; QUINDOS, 2015). Essa
observacéo é de fundamental importancia para verificar se a fungemia é transitoria
ou intermitente e deve ser respeitada um total de 2 a 3 amostras (minimo de 2
frascos num total de até 20 ml) para que haja eficiéncia no método (RIERA; CELI;
THOMPSON, 2017). As amostras de medula 6ssea podem ser visualizadas em
preparacdes com KOH a 10%, Giemsa ou Wright e a metodologia segue a utilizada
para o liquor (PEMAN; MARTIN-MAZUELOS; CALVO, 2001) O material deve ser
inoculado diretamente no meio de cultura - agar de Sabouraud dextrosado, agar
BHI, 4gar semente de niger (GARDEWEG, 2012).

7.10 Espécimens de Biopsia

Em uma placa de Petri estéril, contendo uma pequena quantidade de salina
ou agua destilada, deve ser feito um exame macroscopico do material clinico
(MACGOWAN, 2011). Partes mais representativas, sanguinolentas, purulentas,
caseosas e necréticas) devem ser escolhidas, bem como os eventuais granulos
presentes (ALMEIDA, 2003). Com uma lamina de bisturi ou tesoura estéreis, 0
tecido deve ser cortado de maneira a produzir fragmentos menores (1-2mm)
(NEUFELD, 1999). A trituracéo dos cortes de tecido ndo deve ser realizada, ja que
pode danificar as estruturas de alguns fungos, principalmente Zygomycota
(MINAMI, 2003). PreparacGes microscopicas com KOH a 10% devem ser
confeccionadas. Os fragmentos de tecido devem ser inoculados diretamente no
meio de cultivo (agar de Sabouraud dextrosado, agar BHI ou agar semente de niger)
(GARDEWESG, 2012). Os granulos devem ser lavados em salina ou agua destilada

estéreis e esmagados para exame direto e cultura (GERALDINO et al., 2012).
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8.PRE-TRATAMENTO DO ESPECIMEN CLINICO

A gqualidade do espécimen que sera processado é um fator importante para
0 sucesso da deteccéo tecidual e isolamento de fungos em cultura (ARENAS, 2014).
Normalmente, os elementos fungicos sdo encontrados em pequena quantidade nos
tecidos, o que, entre outros fatores, determina o baixo rendimento das técnicas
micoldgicas em infec¢des invasivas (KIBBLER, 2018). Contudo, objetivando
melhorar a recuperacdo desses patdgenos, podem ser procedidos tratamentos
prévios dos espécimens clinicos (QUINDOS, 2015).

Para otimizar o isolamento de agentes de onicomicoses, as amostras de
unha podem ser maceradas ou cortadas em pequenos fragmentos (TOSTI;
VLAHOVIC; ARENAS, 20017). Biopsias também podem ser cortadas em
fragmentos menores (CAMPBELL; JOHNSON; WARNOCK, 2013). O isolamento de
fungos da urina pode ser aumentado com uma centrifugacéo prévia (MOYA et al.,
2017). Da mesma maneira, fluidos corporais podem sofrer um tratamento por
centrifugacdo ou filtracdo. Lise e agentes mucoliticos podem ser utilizados em
amostras do trato respiratorio (SILVA; ZAROR, 2015).
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9.EXAME MICROSCOPICO DIRETO DO ESPECIMEN CLINICO

O diagnéstico presuntivo de infeccdo fungica pode ser obtido através do
exame direto dos espécimens clinicos (BARROSO; MELICO-SILVESTRE;
TAVEIRA 2014). Como esse sao uns procedimentos de execucdo simples e
resultado rapido, o exame direto deve ser realizado em todos 0s espécimens que
chagarem ao laboratorio clinico (GARDEWEG 2012). Essa prova pode informar
preliminarmente a presenca de fungos leveduriformes ou filamentosos no tecido,
determinando a etiologia fangica do processo (LIN, 2015). Em certos casos,
inclusive, a deteccdo tecidual de elementos morfolégicos caracteristicos pode
oferecer um confidvel diagndéstico do tipo de fungo presente e/ou doenca fangica
(KIBBLER, 2018). Infec¢des por Coccidioides immitis, dermatdfitos, Histoplasma
capsulatum, Sporothrix schenckii complexo e Paracoccidides brasiliensis podem ser
assim diagnosticadas (NG; SOO-HOO; NA, 2014).

O exame microscopico direto € também de valor na deteccdo de
contaminag¢des que podem ocorrer durante a coleta, transporte e processamento
dos espécimens clinicos (MOYA, 2017). A distincdo entre o0 organismo
contaminante e 0 agente oportunista frequentemente s6 € possivel pelo exame
microscoépico direto e/ou histopatologia, que permitem a visualizacdo de estruturas
morfolégicas compativeis com o fungo isolado em cultura (SILVA; ZAROR, 2015).
A recuperacdo de fungos ambientais sem a contrapartida tecidual ndo pode ser
considerada um elemento de diagnéstico (CAMPBELL; JOHNSON; WARNOCK,
2013). Por serem extremamente contaminantes, um exemplo classico sdo os
agentes da mucormicose (ARORA D; ARORA B, 2014). A cultura positiva para um
membro da ordem Mucorales e 0 exame direto negativo nao tém significado clinico-
laboratorial, pois, ndo havendo achados teciduais, ndo h& como considerar a
etiologia e a suspeita de contaminacéo se consubstancia (KIBBLER,2018). Nesse
caso, a observacédo no tecido de hifas asseptadas e ramificadas em angulo reto e
mais decisiva do que a prépria cultura de Mucorales (CHANDLER, 1980).

Caracteristicamente, diferentes morfologias fangicas sdo encontradas em
cultura e em parasitismo (ZAITZ, 2015). Com frequéncia, os fungos podem
apresentar polimorfismos culturais com estruturas somaticas e de frutificacdo

distintas (DUARTE, 2018). Além disso, estruturas teciduais podem ser também
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diversas daquelas produzidas em meios de cultivo (CHANDLER, 1980). Na
realidade, a maioria dos fungos produz somente estruturas vegetativas no tecido,
isso explica o motivo da identificacdo especifica ndo ser possivel (CAMPBELL;
JOHNSON; WARNOCK, 2013). Dentre as estruturas que podem ser observadas ao
exame direto estdo células de leveduras uni ou multibrotantes, pseudo-hifas, hifas
septadas hialinas e deméceas, hifas cenociticas e esférulas (PEMAN; MARTIN-
MAZUELOS; CALVO, 2001).

Certas limitagcdes da técnica, no entanto, podem ser obstaculos importantes
(VIDOTTO, 2002). Nao raramente, resultados falso-positivos podem ocorrer
(RUSSEL; PATERSON; LIMA, 2016). Diversas estruturas teciduais como linfocitos,
fibras de colagenos e glébulos de gordura podem mimetizar elementos fangicos
(WEBSTER 2007).

Resultados negativos ou falso-negativos podem também ser obtidos em
decorréncia da natureza e qualidade do espécimen clinico, quantidade de
patégenos no sitio de infeccao e tipo de paciente e doenca de base (LACAZ, 2002).
De qualquer modo, a avaliagdo micoldgica deve ser criteriosa e resultados negativos
nao devem ser prontamente considerados definitivos (CANALLI, 2010). Além disso,
a cultura deve ser sempre procedida, tendo em vista ser mais sensivel do que o
exame direto (BIANCHI, 2013).

As preparacdes microscopicas sdo confeccionadas com diferentes liquidos
de montagem cujo uso ird depender do material clinico e espécie de fungo
envolvidas (ST-GERMAN, 2011). Preparacfes com hidroxido de potassio ou
hidréxido de soédio, tinta da china, Calcofluor branco, Gram, Giemsa e &cido
periddico de Schiff sdo efetivas (ALMEIDA, 2008). No entanto, as montagens
microscopicas com hidréxido de potassio e tintas da china sdo as mais difundidas
no laboratério de micologia (NG; SOO-HOO; NA, 2014). Apesar do Gram nao ser
uma coloracao para fungos, muitos desses organismos séo detectados na rotina da
bacterioscopia (JOS, 2007; OPLUSTIL, et al., 2010). Para essa prova, podem ser
empregados microscopios de campo claro, contraste de fase e campo escuro, bem
como de ultravioleta (KOZEL, 2013).
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Figura 4. Algoritmo de processamento de amostras.

AMOSTRA
CLINICA

EXAME A/‘\A CULTURA

DIRETO
LCR Tinta da China ou nigrosina Meios de Culturas
PELE, CABELO E UNHAS KOH o
ou KOH + Calcofluor branco l
Tecidos GIEMSA / PAS
Outros fluidos, secre¢Ges Incubar a 30 %pelo
GIEMSA; ou GRAM (opcional) tempo maximo de 4 a

9.1. Preparacao com Hidroxido de Potassio (KOH)

A presenca de material fibroso, esclerético, proteindceas e pigmentado pode
dificultar a deteccdo dos elementos fungicos (NEUFELD, 1999). O hidréxido de
potassio € capaz de macerar e clarificar as estruturas teciduais sem afetar a
integridade fungica, evidenciando os agentes (RIERA; CELI; THOMPSON, 2017).
Para uma boa clarificacdo, as preparacdes devem ser deixadas em repouso pelo
periodo de 15-20 minutos, antes da avaliacdo microscopica (BARREIRO;
MAYNOU, 2008). Em alguns casos, pernoites podem ser necessarios para uma
efetiva clarificacao do tecido, principalmente, se este é queratinizado (CHANDLER,
1980). Como os elementos fungicos, em geral, estdo escassamente presentes nos
tecidos, aqueles espécimens com regides sanguinolentas, necréticas, purulentas e
caseosas devem ser preferencialmente escolhidos para a prova do exame direto,
por apresentarem maior concentracdo de patogenos (LACAZ, 2002). O
aguecimento da preparacdo na chama do bico de Bunsen ou a adicdo de
dimetilsulféxido aumentam a capacidade de digestdo do KOH (KOZEL, 2013).

Quando resultados negativos séo obtidos com KOH, preparacdes a fresco com PAS
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ou Calcofluor branco podem ser realizadas, porém a producdo de artefatos € a

maior desvantagem dessa técnica. (ZAITZ, 2015).

9.2. Preparacdo com Acido Periédico de Schiff (PAS)

Tradicionalmente, o &cido periddico de Schiff € empregado em preparacoes
histopatolégicas (BARAK; ASARCH; HORN, 2010). No entanto, sua utilizagcdo em
preparacdes afresco pode ser tentada, quando o exame direto com KOH for
negativo e existir forte suspeita de infeccao fungica (SILVA; ZAROR, 2014). Uma
reacdo com os polissacarideos da parede celular fungica produz, especificamente,
uma coloracdo purpura sobre um fundo verdes quando cristais verdes, s&o
empregados como contraste (QUINDOS, 2015).

9.3. Preparacéo com Calcofluor Branco

O Calcofluor branco reage especificamente com a quitina da parede celular
dos fungos, produzindo uma fluorescéncia esbranquicada a esverdeada, quando
submetida a luz ultravioleta (CAMPBELL; JOHNSON; WARNOCK,2013). Uma
combinacdo de KOH e Calcofluor branco pode ser empregada para aumentar a
capacidade de deteccao de estruturas fungicas pelo exame direto (ZAITZ, 2015). A
pouca capacidade de evidenciar a presenca de esférulas e enddsporos de
Coccidioides immitis e a necessidade do uso de microscépico de fluorescéncia sédo
algumas de suas limitacbes (BONIFAZ, 2015).
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9.4. Preparacao com Tinta da China

A visualizacdo de capsulas de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gatti em liquido cefalorraquidiano pode ser feita empregando a tinta da china ou a
nigrosina (HOWELL; HAZEN; BRANDT, 2015). Efetivamente, esse procedimento
nao cora as estruturas fungicas, mas a observacdo das capsulas é possivel pelo
contraste formado entre esses elementos translicidos e o fundo negro, produzido
pela tinta da china (DUARTE, 2018). O exame é considerado positivo quando séo
detectadas células gemulantes com halos hialinos (HOWEL; HAZEN; BRANDT, et
al., 2015). Como numerosos artefatos podem ser introduzidos por diferentes
estruturas teciduais (leucécitos, hemacias, células da glia), mimetizando capsulas
de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, montagens com KOH a 10%

devem ser procedidas como controle positivo (NEUFELD, 1999).

9.5. Preparagcao com Giemsa

Preparacdes com Giemsa sao de utilizacdo restrita em micologia médica
(Normalmente, esse procedimento € empregado para a evidenciacdo em sangue
periférico de elementos leveduriformes de Histoplasma capsulatum que aparecem
no citoplasma de polimorfonucleares como células de coloracao purpura envolvidas
por halos hialinos (LINDSLEY, et al., 2015). Na realidade, esses halos ndo sao
estruturas fungicas, mas sim artefatos de coloracdo (SNYDER; ATLAS; LAROCCO,
2011).

9.6. Preparacdo com Gram

Apesar da preparacgéo pelo Gram ser um procedimento mais aplicado a rotina

da bacteriologia, elementos fungicos gram-positivos podem ser notados por essa
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técnica de coloracdo (SHEA, 2011). As estruturas melhor observadas séo leveduras
e blastésporos que apresentam um tamanho duas a trés vezes maior do que aquele
encontrado em cocos (LINDSLEY, et al., 2015). No caso das hifas, estas s&o menos
evidentes, exibem um aspecto granular e sdo duas vezes mais largas do que os
bastonetes (KLIBBER, 2017). Para a evidenciacdo de Cryptococcus neoformans
Cryptococcus gattii em liquido cefalorraquidiano, preparacfes pelo Gram mostram
pouca efetividade (OGUNDE et al., 2016).
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10. CULTURA DO ESPECIMEN CLINICO

A cultura da amostra clinica segue sendo o método de diagndstico
laboratorial mais utilizado em micologia médica (SIDRIM; ROCHA, 2010). Apesar
de mais demorado, o isolamento em cultura permite a identificacdo em nivel de
espécie e o estudo in vitro da sensibilidade as drogas antifingicas (ST-GERMAN;
SUMMERBELL, 2011). A recuperacao primaria de fungos pode ser realizada em
diferentes meios de cultura e a escolha destes esta baseada na suspeita clinica e
natureza da amostra (SILVA; NEUFELD, 2006). Meios nao-seletivos e seletivos
contendo antimicrobianos estao disponiveis e devem ser utilizados em conjunto, a
fim de otimizar o isolamento (OPLUSTIL et al.,, 2010). Os meios nao-seletivos
permitem o crescimento de qualquer espécie fungica, inclusive de bactérias, sendo,
por isso, mais frequentemente empregados em sitios estéreis (ZAITZ, 2017).

Rotineiramente, sdo utilizados o agar de Sabouraud dextrosado (SDA) e o
agar de infusdo de cérebro-coracdo (agar BHI) com ou sem sangue de carneiro
(OLIVEIRA, et al., 2010). Podem ser empregados ainda o 4gar sangue, o agar de
Sabouraud com infusdo de cérebro-coracao (agar SABHI) acrescido ou nado de
sangue de carneiro e o agar de infusdo de cérebro-coracdo bifasico (QUINDOS,
2015). Quando a amostra clinica enviada ao laboratorio € obtida de um sitio néo-
estéril, meios mais seletivos para a recuperacdo primaria sdo utilizados com o
objetivo de inibir o desenvolvimento de organismos contaminantes (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2004). Normalmente, esses meios contém antibacterianos e
antifingicos em diferentes combinacdes e concentracdes. Cloranfenicol,
estreptomicina, gentamicina e penicilina s&o comumente adicionados aos meios de
cultura para inibir o crescimento bacteriano enquanto que a cicloheximida
(actidione) é utilizada para prevenir o crescimento de fungos contaminantes
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2016).

O agar de Sabouraud dextrosado com cloranfenicol e cicloheximida (agar
mycosel ou agar micobidtico) é empregado para isolamento de dermatdfitos, de
espécimens de pele, pelo e unhas (LIMA, 2007). O isolamento de fungos dimorficos,
que frequentemente apresentam um maior requerimento nutricional e outros fungos
agentes de infec¢des invasivas pode ser feito empregando-se o agar BHI com ou

sem sangue de carneiro adicionado de cloranfenicol e cicloheximida. Cloranfenicol
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e gentamicina ou cloranfenicol, gentamicina e cicloheximida podem ser ainda
acrescentados a esse meio de cultura (GERALDINO et al., 2012). O 4gar SABHI
também pode ser utilizado nessas mesmas condi¢cdes (MURRAY; ROSENTHAL,;
PFALLER, 2016). O uso do &gar extrato de levedura-fosfato acrescido de hidréxido
de amoénia e cloranfenicol tem sido proposto para a recuperacao de Histoplasma
capsulatum e Blastomyces dermatitidis de amostras clinicas pesadamente
contaminadas por bactérias (KIBBLER, 2017). Alguns fungos oportunistas agentes
de hialohifomicose, feohifomicose, mucormicose e criptococose sdo sensiveis a
cicloheximida, por isso, meios de cultura livres desse antifungico devem ser também
empregados (MALBR, 2016).

Mais recentemente, meios de cultura diferenciais que permitem a
identificagdo de fungos leveduriformes e dermatdfitos pela morfologia colonial ou
producao de cores ou pigmentos estéo disponiveis (SILVA; ALMEIDA, 2003). Esses
meios podem ser divididos em cromogénicos e fluorogénicos. Nos cromogénicos,
colébnias com pigmentacdo caracteristica sdo produzidas em decorréncia da
atividade enzimatica do isolado fangico, que ao degradar certas substancias
presentes nas formulacfes desses meios, dao origem a compostos que produzem
cores (SILVA; ZAROR, 2014). Naqueles fluorogénicos, a atividade de enzimas
fungicas da origem a compostos fluorescentes. Esses meios, quando empregados
para o isolamento primario de leveduras, permitem a identificacdo de algumas
espécies de Candida em 24-48 horas (SNYDER; ATLAS; LAROCCO, 2011). O
isolamento de Cryptococcus neoformans de liquido cefalorraquidiano pode ser
conseguido em meios como 0 agar semente de niger ou similares que apresentam
radicais fendlicos em sua composi¢do e que podem ser oxidados a melanina por
acdo da enzima fangica fenol-oxidase, produzindo colbénias de C. neoformans
negras (HOWELL; HAZEN; BRANDT, 2015). O dermatophyt test medium é um meio
qualitativo para recuperacdo de dermatofitos de amostras clinicas baseado na
producédo de um pigmento avermelhado que se difunde no agar pela presenca do
indicador de pH vermelho de fenol (MONWAR, et al., 2017).

O material clinico cru ou tratado previamente deve ser inoculado sob
assepsia em um meio de cultura para isolamento primario e incubado a temperatura
ambiente ou preferencialmente a 30° C (ARENAS, 2008). Exames diarios devem
ser realizados para a visualizagdo do desenvolvimento fungico (BARROSO;
MELICO-SILVESTRE; TAVEIRA, 2014). Essa temperatura de incubacao (30° C)
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deve ser aplicada inclusive para aqueles fungos dimdrficos que requerem
temperaturas de 35- 37°C para a conversdo a fase leveduriforme, pois alguns
fungos podem ser inibidos ou se tornar sensiveis aos antimicrobianos acrescidos
aos meios primarios em temperaturas mais elevadas (GAUTHIER, 2017).Desse
modo, quando ha suspeita de infeccdo por um fungo dimorfico, esse deve ser
isolado primariamente em sua forma filamentosa a 30° C e posteriormente
subcultivado e incubado a 37° C para a obtencéo do estado leveduriforme, que é o
critério absoluto de diagnostico para esse grupo (GERALDINO et al.,, 2012;
BONIFAZ, 2015). Ao se suspeitar de um agente fungico particular, outras
temperaturas podem ser também aplicadas. O Sporothrix schenckii apresenta um
crescimento 6timo em temperaturas de 27-28° C e o Aspergillus fumigatus pode
crescer a 45° C, por sua termotolerancia (GAUTHIER, 2017). A taxa de crescimento
fungico é fortemente dependente de fatores genéticos e das condicdes de cultivo,
por isso, para a maioria dos fungos, o descarte das culturas como negativas é feito
depois de 4 semanas de incubacgao, contudo, no caso do Histoplasma capsulatum,
as culturas devem ser mantidas por até 12 semanas (CARVALHAES, 2014; CLSI,
2016).

Hemoculturas podem ser realizadas se existe a suspeita de fungemia e
infeccbes fungicas invasivas (ARAUJO, 2012). O procedimento mais simples é
inocular diretamente o sangue centrifugado sobre o &gar BHI e incubar a 30° C
(ARAUJO, 2012; MURRAY, 2007). Um melhor isolamento pode ser obtido
empregando-se frascos de hemocultura bifasico contendo agar BHI e caldo BHI
(ARAUJO, 2012; ZAITZ, 2017). Esses frascos devem ser ventilados e incubados a
30° C, em posicao vertical durante 30 dias (OPOTA, et al., 2015). Todavia, 0 sistema
de lise-centrifugacao (isolator sistem) e os sistemas de hemocultura automatizados
com monitoramento continuo sdo 0s mais sensiveis, sobretudo para o isolamento
de Candida sp, C. neoformans/C.gattii, H. capsulatum e Malassezia sp amostras de
sangue (CLSI, 2012).

Frequentemente, resultados insatisfatorios nos meios de isolamento primario
podem ser observados. Terapias antifingicas prévias e a presengca de
antimicrobianos nas formulacbes desses meios podem interferir no crescimento e
na producédo de estruturas de reproducdo (MARTINEZ, et al., 2012). Por isso,
subcultivos para meios secundarios que promovam uma boa esporulacdo e

permitam o desenvolvimento de caracteristicas especificas e diferenciais, podem
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ser requeridos (SILVA; ZAROR, 2014). Além disso, cultivos em meios secundarios,
também podem ser necessarios para a purificacdo de culturas ou para a execucao
de provas bioquimicas ou fisiolégicas (MURRAY, 2007). Os meios de cultura mais
empregados sdo o agar de Sabouraud dextrosado, agar batata dextrosado, agar
malte, agar milho, agar lactrimel e agar BHI (BONIFAZ, 2015). A inoculacéo é feita
por perfuracdes no agar com o auxilio de uma algca de metal dobrada em angulo
reto (alca em L), quando o fungo apresentar uma natureza filamentosa, ou por
esgotamento com algca bacteriolégica (alca em gota), quando for de natureza
leveduriforme (LACAZ, 2002; WEBSTER, 2007). Dependendo do tipo fungico, a
incubacio pode ser feita a 30° C ou 37° C. (CLSI, 2012). A semelhanca dos
isolamentos primarios, avaliagGes didrias devem ser procedidas para a detec¢éo de
crescimento e o descarte das culturas negativas deve ocorrer também apés 4
semanas (MCGINNIS, 2012).
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11. IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS FUNGICOS

A recuperacao de fungos de amostras clinicas pode ser considerado um
procedimento relativamente simples, no entanto, a identificacdo e caracterizagao
dos organismos, bem como a determinacdo de sua pertinéncia clinica € bem mais
complexa (TRUJILLO, 2012). De qualquer forma, uma vez que colbnias fangicas
tenham sido obtidas de cultivos dos espécimens clinicos, a definicdo da etiologia
pode ser procedida (BERNABE; CASTILLO, 2013).

Diversos critérios podem ser empregados no processo de identificacdo
fungica, contudo, por serem mais estaveis, a micromorfologia reprodutiva e a
capacidade de assimilacdo e fermentacdo de carboidratos e outros nutrientes sao
a base para o estudo dos fungos de interesse médico (KIBBLER et al.,2018). A
andlise das caracteristicas coloniais como textura, topografia, bordas ou margens,
formacéo de pelicula, producdo de pigmentos e tipo de crescimento € de emprego
mais limitado porque podem variar em decorréncia das condi¢cdes de cultivo
(RICHARDSON; WARNOCK 2012). Todavia, a avaliacdo macroscopica pode
permitir a distincdo entre fungos filamentosos (algodonoso) e leveduriformes
(pastosos) e a definicdo da coloracdo do micélio (hialino e demaceo) (FISHER;
COOK, 2001)

A identificacdo de fungos filamentosos esta fundamentalmente apoiada nas
diferencas morfologicas das estruturas de reproducdo sexuada e/ou assexuada e
no modo pelo qual os esporos sdo formados (DUARTE, 2018). O exame
microscopico direto da cultura e o microcultivo em lamina sdo as duas técnicas
empregadas para o estudo das estruturas reprodutivas (PERES; FIEGENBAUM,;
TASCA, 2012). Para a realizacao do exame microscopico direto, um fragmento de
cultura fangica é retirado e colocado entre lamina e laminula com um liquido de
montagem apropriado (ST-GERMAIN; SUMMERBELL, 2011). Uma analise
imediata das caracteristicas micromorfolégicas dos organismos recuperados é a
principal vantagem dessa prova (HOFLING, 2016; MINAMI, 2003). A
desorganizacdo das frageis estruturas fungicas pela manipulacdo durante a
confeccdo das preparagbes microscopicas € uma importante desvantagem, pois

pode dificultar, ou mesmo impedir, a identificacdo dos isolados (SILVA, 2006).
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No entanto, para uma identificacdo mais acurada ou quando o exame direto
de culturas primarias ou secundarias inconclusivo, pode ser empregada a técnica
do microcultivo em lamina (LUQUE et al.,2017). Essa técnica consiste em se
inocular um fragmento de cultura secundaria em meios sélidos, previamente
depositados sobre laminas de vidro, contidas em placas de Petri estéreis (MINAMI,
2003; LUQUE, 2017). ApdGs a incubacéo, o microcultivo é entdo corado e submetido
a inspecdo microscopica. A maior vantagem desse procedimento é a manutengéo
da integridade das estruturas vegetativas e reprodutivas dos fungos que, por nao
serem manipuladas diretamente, conservam o seu arranjo e disposi¢ao originais
(OLIVEIRA, 2010). Entretanto, sdo desvantagens o aumento do tempo de retencéo
do diagndstico e o supercrescimento vegetativo que pode impedir a visualizacdo
dos elementos de frutificagdo (LACAZ, 2002). O tipo de liquido de montagem
utilizado na visualizacdo microscopica pelas técnicas do exame direto e microcultivo
em lamina ir4 depender da pigmentacdo da parede celular dos fungos (MINAMI,
2003). Desse modo, fungos hialinos devem ser examinados com lactofenol com
azul de algoddo e aqueles demaceos com lactofenol de amann (ST-GERMAN,
2011; QUINDOS, 2015; KIBBLER, et al., 2018). Outras provas para a identificacdo
de fungos filamentosos e dimorficos incluem testes nutricionais, teste do
crescimento em arroz, teste da urease, producédo de pigmentos, perfuracao de fio
de cabelo, taxa de crescimento, resisténcia a cicloheximida, termotolerancia,
dimorfismo e demonstracdo de balistésporos detec¢do de exoantigeno (KIBBLER,
et al., 2018; SILVA; ZAROR, 2014; BONIFAZ, 2015).

Ao contrario dos fungos filamentosos, a morfologia reprodutiva € menos
valorizada na identificacdo dos fungos leveduriformes, pois essas estruturas
apresentam pequena diferenciagcdo entre as espécies e pobre significado
diagnéstico (RUSSEL; PATERSON; LIMA, 2016). No entanto, alguns critérios
microscopicos podem fornecer informacdes para a caracterizacdo de certos
isolados (OPLUSTIL et al., 2010). No laboratério clinico, as provas do tubo
germinativo para a identificacdo de C. albicans de producédo de hifas verdadeiras,
pseudo-hifas, blastosporos, clamidésporos e artrésporos para identificacdo de C.
albicans, Trichosporon sp, Blastochizomyces sp e Geotrichum sp sdo as mais
utilizadas (ROBLES; AUSEJO; CAVERO, 2010; ZAITZ, 2015). Outras estruturas
também empregadas na identificacdo de leveduras sao balistésporos, ascésporos,

basidiésporos e capsulas. Para a andlise da micromorfologia, coloragédo de Gram,
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exames diretos e microcultivo em lamina podem ser procedidos (CANALLI, 2010).
N&o obstante o uso de outros critérios, o diagnostico definitivo dos fungos
leveduriformes esta baseado em testes bioquimicos e fisiologico (PEMAN;
MARTIN-MAZUELQOS; CALVO, 2007).

Tradicionalmente, a assimilacdo de nutrientes hidrocarbonados ou
nitrogenados contidos em meios de cultura tem sido utilizada para a caracterizacéo
seletiva de leveduras (CARVALHAES, 2014). Métodos auxanograficos manuais,
semi-automatizados e automatizados estdo disponiveis para identificacdo de
grande namero de isolados fungicos (BARROSO; MELICO-SILVESTRE; TAVEIRA,
2014). A deteccao de atividade enzimatica em substratos cromogénicos e/ou
fluorogénicos, empregando-se ou ndo sistemas comerciais, tem sido também
utilizada para o diagnostico de diversas espécies de Candida de importancia clinica
(KIBBLER, 2018).

Relacionadas a identificacdo de C. neoformans/ C. gattii, estdo as provas da
urease e urease rapida, bem como das enzimas nitrato-redutase e fenol-oxidase
(HOWEL; HAZEN; BRANDT, 2015). A distingdo entre Trichosporon sp e
Geotrichum spp também pode sido obtida pela prova da uréase (SIDRIM; ROCHA,
2010). A identificacdo rapida (4-5horas) de fungos leveduriformes pode ser
procedida com a utilizacdo de métodos que conjugam provas bioquimicas e
enzimaticas (LIMPER, et al., 2017).
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12.HISTOPATOLOGIA

A combinagéo de histopatologia e cultura de espécimens clinicos representa
a metodologia de diagndstico micolégico mais efetiva (BARON et al., 2013;
CUENCA ESTRELLA et al.,, 2006; MACGOWAN, 2011). Em muitos casos, a
confirmacédo da natureza fungica de uma infeccdo somente € obtida pela avaliacao
histopatolégica (PEMAN; MARTIN-MAZUELOS; CALVO, 2001). Todavia, a
caracterizacdo da espécie de fungo envolvida € normalmente feita apds o
isolamento em diferentes meios de cultivo (MALBR, 2016). Um diagndstico definitivo
pode ser fornecido pelo exame histopatol6gico, quando estruturas morfolégicas
tipicas de uma determinada espécie sdo detectadas em tecido (CHANDLER;
KAPLAN; AJELLO, 1980). Com base no aspecto tecidual, o diagnéstico de Lacazzia
loboi, Coccidioides immitis s, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides
brasiliensis, Rhinosporidium seeberi e Sporothrix schenckii complexo, pode ser
procedido (ZAITZ, 2015).

Uma variedade de coloracfes tem sido empregada para a deteccdo de
elemento fangicos em tecido (LEE, et al., 2010). A Hematoxilina e Eosina (HE) é de
emprego rotineiro no laboratorio de patologia e fornece informacdes sobre a
magnitude do processo inflamatério que normalmente é comum a diferentes
etiologias (GUARNIER; BRANDT, 2011). Os fungos podem exibir uma coloragéo
rosacea ou purpura, entretanto, como a técnica ndo é especifica para esses

organismos, muitos ndo se coram ou se coram pobremente (SANGOI, et al., 2009).

O fendbmeno de Splendore-Hoeppli observado em mucormicose e formacgao
de corpos asteroides em esporotricose podem ser revelados pela Hematoxilina-
Eosina (ZAITZ, 2015).

Para uma melhor deteccdo e caracterizacdo da morfologia fangica,
coloracdes especiais como acido periodico de Schiff, Gromori-Grocott e Gridley
podem ser realizadas (LEE, et al., 2010).

A coloracdo pelo &cido periddico de Schiff permite a visualizacdo de
elementos avermelhados com um satisfatério grau de contraste tecidual
(GUARNIER; BRANDT, 2011). A base quimica da técnica é a reacdo entre 0s

aldeidos produzidos pela oxidacdo de grupamentos hidroxila dos polissacarideos
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da parede celular fungica com o &cido periodico (SANGOI, et al.,, 2009).
Preparacdes pelo Gromori-Grocott produzem um forte contraste dos elementos
fungicos que apresentam uma coloragdo amarronzada (GUARNIER; BRANDT,
2011). A deposicdo de complexos de nitrato de prata reduzidos pelos aldeidos
formados pela oxidacédo dos grupamentos hidroxila na presenca do acido crémico
explica a reacdo (SCHELL, 2000). A prata também é utilizada na técnica de
Fontana-Masson que é empregada para a deteccao de fungos demaceos, ja que
produz um forte contraste tecidual ao corar a parede celular desses organismos
(FURUTA; HASHIMOTO, 2000). A técnica de Gridley cora as estruturas fungicos de
purpura sobre um fundo amarelo, também permitindo a pronta visualizacdo de
detalhes morfolégicos (GUARNIER; BRANDT, 2011). No entanto, diferentemente
das outras preparacdes histoldgicas, as células ndo-vidveis ndo sédo coradas (LEE,
et al., 2010). A coloracdo de elementos do hospedeiro, bactérias e artefatos
diversos, bem como a perda da capacidade de avaliacdo da resposta tecidual a
agressao de patogenos fungicos e a impossibilidade de definicdo da pigmentacao
natural das hifas sdo algumas das desvantagens dessas técnicas teciduais
especificas (SANGOI, et al., 2009).

Apesar de ndo serem técnicas fungo-especificas, preparacdes pelo
Mucicarmim de Mayer e o0 azul de Alcian podem ser utilizadas para a evidenciacdo
de cépsula de mucopolissacarideo de Cryptococcus neoformans/Cryptococcus
gattii através da producdo de coloracdo avermelhada e azulada, respectivamente.
Rhinosporidium seeberi e Blastomyces dermatitidis podem ser também
evidenciados pelo Mucicarmim (GUARNIER; BRANDT, 2011; HOWELL; HAZEN;
BRANDT, 2015).
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13 - METODOS DE IDENTIFICACAO NAO BASEADOS EM CULTURA

13.1. Testes Sorologicos

O diagnostico de infeccdo invasiva pode ser obtido pela mensuracédo dos
niveis séricos de anticorpos e antigenos fungicos (KIBBLER, et al, 2018).
Basicamente, os mesmos procedimentos soroldgicos utilizados para o diagnostico
de infeccOes bacterianas e virais sdo empregados em micologia clinica (SILVA;
ZAROR, 2014). Em pacientes imunocompetentes, a deteccdo de anticorpos é
enorme valor para o diagnostico de aspergilose broncopulnonar alérgica, bola
fungica  (aspergiloma), candidiases  disseminadas, coccidioidomicose,
histoplasmose, paracoccidioidomicose e infeccdo por Talaromyces marneffei
(FRARE, et al., 2010).

Essas provas podem ainda ser empregadas na determinacao do prognéstico
e monitoramento da terapia antifungica (BONIFAZ, 2015). Aglutinacdo em latex,
imunofluorescéncia indireta, radioimunoensaio, ensaio imunoenzimético tém sido
utilizadas, com bastante frequéncia, na deteccdo de anticorpos para fungos
(CAMPBELL;JOHNSON;WARNOCK, 2013).No entanto, sdo limitacdes
importantes, a falta de padroniza¢do de antigenos e métodos de quantificacdo de
anticorpos, a reatividade cruzada com componentes nao-proteicos quando
preparados brutos de antigenos sdo utilizados, a deteccdo de anticorpos em
presenca de colonizacdo e auséncia de infeccdo e a impossibilidade de utilizacdo
em pacientes com quadros agudos ou que sejam imunocomprometidos (ST-
GERMAIN;SUMMERBELL, 2011).

Nos individuos onde falhas nos mecanismos de defesa ocorrem como
complicagBes de processos de base ou procedimentos médicos, a deteccdo de
antigenos é mais efetiva e pode fornecer um pronto diagnostico (ARORA, D;
ARORA, B, 2014). Diferentemente dos anticorpos, 0s antigenos nao sao
dependentes da indugdo de uma resposta aos agentes fungicos, por isso, sua
detecc¢do néo é influenciada pela condi¢cao imunolégica dos pacientes (SCHELENZ

et al., 2015). Essa metodologia tem sido desenvolvida para a maioria das micoses
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invasivas, demonstrando grande utilidade no diagndstico de aspergilose,
candidiase, criptococose e histoplasmose (KIBBLER, et al., 2018). O marcador
antigénico ideal deve ser de surgimento precoce e ndo muito transiente, estar
associado mais a infec¢éo do que a colonizagéo e limitado ao patdégeno de interesse
para que reacfes cruzadas com antigenos humanos e microbianos ndo ocorram
(ST-GERMAIN; SUMMERBELL, 2011).

Dentre os diversos marcadores antigénicos, aqueles relacionados a parede
celular fingica séo os mais estudados (HIBBETT et al. 2007). Atualmente, mananas
e galactomananas sdo largamente utilizados para o diagnostico de candidiases e
aspergiloses invasivas, respectivamente (COLE et al., 2017). Outros marcadores
também empregados sédo enolase (antigeno citoplasmatico), proteina termo-label e
polissacarideos capsulares (MARTINEZ et al., 2012). Anticorpos mono e policlonais
tém sido usados para a deteccéo desses antigenos (RUSSEL; PATERSON; LIMA,
2016).

Comercialmente estdo disponiveis para a deteccdo de mananas séricas o
Pastorex Candida (BioRad) que € um teste de aglutinagcdo em latex e o Platelia
Candida (BioRad), um ELISA-Sandwich (MEULEMANS, L. et al..1991; KIBBLER, et
al.,, 2018). Da mesma forma, as galactomananas do soro, urina e lavados
broncoalveolares podem ser detectadas pelo Pastorex Aspergillus e Platelia
Aspergillus (HOWELL; HAZEN; BRANDT, 2015). Todavia, -caracteristicas
peculiares da antigenemia fungica podem restringir o uso desses técnicas (LUQUE
et al.,, 2017). A remocdo de antigenos da circulacdo pela formacdo de
imunocomplexos e pela endocitose das células de Kupffer do figado e o fato de
determinadas infec¢Bes fungicas nem sempre estarem associadas aos mesmos

antigenos séo alguns dos aspectos restritivos (COLOMBO, 2007).

13.2. Detecc¢ao de Metabdlitos Nao-Antigénicos

A deteccéo de 1,3-B-D-glucana sérica é outra estratégia de diagndstico

que tem sido proposta. A 1,3-B-D-glucana é um componente da parede celular
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fangica que pode ser liberada em circulacdo durante a infeccdo invasiva
(TANGARIFE CASTANO. et al., 2015). Sistemas comerciais (Fungitec G Test;
Seikagaku Corp., Toquio, Japdo) podem detectar a presenca desse elemento no
soro de pacientes com aspergilose, candidiase, pneumocistose e infec¢des por
Acremonium sp, Fusarium sp e Trichosporon sp (ZAITZ et al., 2015). O método
depende da ativacao pela glucana do fator G que é um componente do fator de
coagulacdo do Limulus polyphemus (HUTCH, et al, 2017). Resultados positivos
funcionam apenas como marcadores de infeccao, ja que essa prova ndo permite a
identificacdo da espécie fungica envolvida (HOWEL; HAZEN; BRANDT, 2015).
Devido a auséncia ou a pequena quantidade de 1,3-B-D-glucana na parede celular
de Zygomycota e Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii os resultados
encontrados séo frequentemente negativos (SHA; XESS; JAIN; 2009).

O D-arabinitol € um metabdlito produzido por espécies de Candida (C.
albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis) em cultura e em tecido (SENDIB et al., 2003).
A deteccdo de D-arabinitol sérico e urinario por cromatografia gasosa e métodos
enzimaticos comerciais (NacalaiTesque, Kyoto, Japdo) tem sido utilizada como
marcador para candidiases invasivas (KIBBLER et al., 2018). Em decorréncia de
alteracdes na funcédo renal, as concentracfes séricas de D-arabinitol fangico e L-
arabinitol e creatinina dos pacientes devem ser criteriosamente mensuradas
(SILVA; ZAROR, 2014). Um outro metabdlito produzido em grande quantidade por
diferentes fungos é o manitol. Como o Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. niger C.
neoformans/ Cryptococcus gattii produzem altos teores de manitol em cultura
(HOWEL; HAZEN; BRANDT, 2015). A utilidade dessa substancia como marcador
de infeccdo fungica invasiva tem sido avaliada (Infeccbes experimentais por A.
fumigatus e C. neoformans/ C. gattii em animais de laborato6rio tém mostrado taxas
elevadas de manitol nos tecidos, liquido cefalorraquidiano e outros fluidos organicos
(GARDEWESG, 2012; ROBLES; AUSEJO; CAVERO, 2007).
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13.3. Deteccéo de Acidos Nucléico

A aplicacdo de técnicas moleculares no diagnéstico de infec¢Bes flngicas
invasivas tem sido também avaliada (LUQUE et al., 2017). Como essas técnicas
podem fornecer um rapido e acurado diagnostico, diversos protocolos para a
deteccdo de DNA fungico em tecidos, fluidos corporais e lavados broncoalveolares
empregando PCR foram desenvolvidos (EKER et al., 2010). Esses protocolos
podem incorporar iniciadores universais para a deteccdo de genes que estejam
presentes nos fungos (PCR pan fungico), permitindo seu uso como um marcador
de infeccdo invasiva, bem como iniciadores especificos para a deteccédo de genes
presentes em uma determinada espécie (PCR especifico) (MALBR, 2016).
Contudo, a realizacdo de PCR pan fungico tem sido uma tendéncia na maioria dos
estudos (LUQUE et al, 2017). A amplificacdo de sequéncias altamente
conservadas em todos os fungos, apesar de menos especifica, tem se mostrado
extremamente mais sensivel (MOYA, 2017). A hibridizacdo com sondas espécie-
especificas permite a identificacdo do produto amplificado em nivel de espécie
(EKER et al., 2010). O recente desenvolvimento do PCR em tempo real tem
permitido uma rapida amplificacdo com quantificacdo da carga fungica e reducéo
da contaminacdo (RUSSEL; PATERSON; LIMA, 2016). As limitagGes para uso das
provas moleculares no laboratério de micologia clinica estdo principalmente
relacionadas a dificuldades de execucao da metodologia e a falta de padronizacéo
e validacao dos protocolos (SANDHU, 1995; MANCINI et al., 2010).

13.4. Diagnéstico por Imagem

Tradicionalmente, o diagndstico laboratorial de infec¢des por Aspergillus spp
é feito pela deteccé@o de elementos fungicos no tecido e pelo isolamento em cultura
(GUARNIER; BRANDT, 2011). No entanto, a demora na caracterizagéo da etiologia

e a baixa sensibilidade dos métodos micoldgicos convencionais tém sido
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importantes limitacdes no grupo dos pacientes imunocomprometidos, onde a
aspergilose invasiva pode apresentar taxas de mortalidade de até 100% (SILVA;
ZARCOR, 2014). Por sua possibilidade de utilizacdo precoce e relativa
especificidade dos achados radiogréficos, o diagnéstico por imagem tem sido
proposto (BONIFAZ, 2015). Dentre os processos patoldgicos produzidos pelo
Aspergillus spp, podem ser definidos radiologicamente o aspergiloma, a aspergilose
broncopulmonar alérgica, a aspergilose invasiva de vias aéreas, a aspergilose
cronica necrosante e a aspergilose angioinvasiva (HOWELL; HAZEN; BRANDT,
2015). As imagens em tomografia computadorizada mais indicativas de infeccéo
pulmonar invasiva sédo o sinal do halo e o sinal do crescente aéreo (ZAITZ, et al.,
2015). O sinal do halo é caracterizado por um halo periférico com densidade
aumentada (baixa atenuacao) circundando uma area de opacidade nodular e que
surge normalmente em uma fase inicial da infeccédo (KIBBLER, et al., 2018). Essa
imagem corresponde a leséo fungica central com hemorragia e necrose em seu
bordo (SCHELENZ et al., 2015). A separacdo dos fragmentos hemorragicos e
necréticos das éareas adjacentes do parénquima pulmonar pela acdo de
polimorfonucleares resulta em cavitacdo cuja manifestacdo radioldgica € o sinal do
crescente aéreo (KOZEL; WICKES, 2013). Na tomografia computadorizada, o sinal
do crescente aéreo se apresenta com um halo hipodenso (hiperlucente) entorno da
opacidade original (LUQUE et al., 2017). Esse achado é frequentemente observado
durante o periodo de convalescenca (2-3 semanas apds iniciado o tratamento) e é
concomitante com a resolucao da neutropenia. (SCHELENZ et al., 2015; LUQUE et
al., 2017). A tomografia computadorizada e a ressonancia magnética tém sido
também importantes instrumentos para o diagndstico da sinusite alérgica fungica
(KIBBLER, et al., 2018).
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14.QUALIDADE NO LABORATORIO DE MICOLOGIA

14.1 - Introducao

Qualidade é uma combinacdo de procedimentos que tem por objetivo
assegurar que todos 0s insumos, processos, equipamentos e pessoal envolvido
estejam trabalhando dentro de padrbes adequados de confiabilidade, gerando
resultados corretos e estabelecendo uma relacdo custo-consumo dentro do
esperado (FISHER; COOK, 2001).

Os programas de qualidade asseguram que o0s resultados sejam precisos,
confiaveis e reproduziveis, monitorando todos os fatores continuamente, e
identificando as possiveis areas que necessitam de melhorias (PEMAN; MARTIN-
MAZUELOS; CALVO, 2007).

O grande objetivo de um sistema de qualidade € proporcionar condicdes
necessarias para o aprimoramento dos processos, estabelecendo melhorias
(OPLUSTIL et al., 2010).

Os processos estdo divididos nas fases: pré-analitica, analitica e poés-
analitica (ABOL, 2016).

Fase pré-analitica: contempla a elaboracdo de manuais de instrucdo, Pops
(Procedimentos Operacionais Padrdes), por exemplo, onde itens como coleta,
conservacgao, transporte, prazo, critérios de preparo do paciente para alguns
procedimentos, raspado, por exemplo, critérios para aceitacdo e rejeicdo de
amostras e dados dos procedimentos para futura rastreabilidade (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA 2017).

Fase analitica: garantia da qualidade técnica dos colaboradores, por meio de
equipamentos de protecdo (EPlI e EPC), harmonizacdo com a CCIH (muito

importante para as questdes epidemioldgicas, principalmente no trato de relato de
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resultados), procedimentos analiticos e controle de dados, controle dos
equipamentos, controle dos insumos (CLSI, 2015). E a fase onde os procedimentos
sao executados, podendo ocorrer a monitoracao do Controle de Qualidade Interno
(CIQ) e do Controle Externo de Qualidade (CEQ), por meio dos ensaios de
proficiéncia ou de Avaliacdo Externa de Qualidade (AEQ), onde no AEQ é feito uma
avaliagdo inter-laboratorial (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2017; VIEIRA et al., 2011).

Fase poOs-analitica: fase em que os resultados sdo obtidos e ocorre a
formacao e liberacdo do laudo para interpretacdo pelo médico solicitante (ABOL,
2016; RICOS, GARCIA-VICTORIA, FUENTE, 2004).

14.2. Controle da Qualidade

Com a necessidade de controlar, monitorar, avaliar e de obter uma melhora
continua, fica estabelecida a importancia do Conceito de Qualidade em um
laboratério, permitindo gerar resultados eficientes, rastredveis e confiaveis para o
meédico e o paciente (BRASIL, 2013). Esse monitoramento € realizado por meio de
Controle Interno e Controle Externo da Qualidade (PEMAN; MARTIN-MAZUELOS;
CALVO, 2007).

Tendo em vista a importancia desses cuidados, os programas de Controle da
Qualidade sdo desenhados para que padrdes adequados sejam obtidos, onde as
informacBes dos procedimentos realizados em um laboratério sejam acuradas e
fidedignas (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2001).

Para o funcionamento, é importante que o laboratério esteja vinculado a
um Programa da Qualidade Laboratorial, com o objetivo de revalidar suas atividades
(MURRAY, 2007). Portanto, um Controle Interno e Externo da Qualidade determina
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qualidade ao funcionamento de um laboratério (BARBOSA et al., 2015; SIDRIM;
ROCHA, 2010).

Toda atividade em um Laboratorio de Micologia, em qualquer laboratorio de
Andlises clinicas, deve ser padronizada e as metodologias escritas em manuais e
protocolos acessiveis aos usudrios, com o objetivo de esclarecer qualquer duvida
pertinente aos procedimentos aplicados, evitar erros laboratoriais e administrativos,
treinar a equipe e viabilizar a correta execucdo dos exames (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2000). A maior vantagem de se utilizar o
recurso de controle é o baixo custo de implantacdo e de personalizacéo técnica.
Para que esses registros sejam seguidos, € necessario respeitar um formato
padrdo, de linguagem clara, didatica e técnica conhecido como Procedimento
Operacional Padrao (POP), onde o formato é estabelecido pela unidade e revisado
anualmente, pelo laboratério, sendo o mesmo ajustado até se conformar aos
critérios determinados pelos revisores (ANDRIOLO et al., 2010; AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2001).

14.3. Controle Interno de Qualidade (CIQ)

Um dos grandes focos de atencao do CIQ é avaliar a qualidade dos insumos
que sao utilizados, rotineiramente, no laboratério, pois a partir de atestada a
qualidade, os mesmos seréo liberados para utilizacdo (ASSOCIACAO BRASILEIRA
DE NORMAS TECNICAS, 2000). Um exemplo é a utilizacio de cepas conhecidas,
assegurando a correta manutencéo dos meios de culturas (OPLUSTIL et al., 2010).
Igualmente, atencao deve ser dada aos equipamentos utilizados no processamento
das amostras e também ao pessoal operacional, pois uma educagdo continuada
resulta em menos erros de execucédo de procedimentos, direcionando para um
melhor indice de acertos (VIEIRA, 2012). Esse conjunto de cuidados assegura

qualidade para obtencéo de resultados mais fidedignos para o paciente ajudando o
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clinico a chegar a um diagnadstico correto e viabilizando um tratamento adequado
para os pacientes (CHAVES et al., 2016).

14.4. Controle Externo da Qualidade (CEQ) / Ensaio de Proficiéncia

O Ensaio de Proficiéncia tem grande importancia no monitoramento dos
processos e das medidas de gestéo (ISO, 2017). Junto com o Controle Interno da
Qualidade e Controle Externo garantem o bom funcionamento de todos os ensaios,
sendo uma grande ferramenta utilizada para o monitoramento da garantia da
Qualidade, gerando, inclusive melhoria continuada, pois trabalha na fase analitica
de cada processo (OLIVEIRA, 2010).

Com o objetivo de avaliar o desempenho dos laboratérios, por meio de
comparacdes entre diversos participantes, a fim de calcular uma média de
resultado, amostras sédo enviadas a multiplos laboratorios e com a avaliacdo de suas
analises obtém-se relatérios com resultados gerais esperados e explicativos,
contribuindo para verificar possiveis desvios e, principalmente, para uma educacéo
continuada (LOUSANA, 2005).

E fato que o resultado errado de um exame tem grande influéncia no
tratamento do paciente, podendo gerar sérias consequéncia na conclusdo e
interpretacdo do diagnostico de uma enfermidade; podendo inclusive gerar acdes
judiciais (ZAITZ, 2015). Devido a isso, a avaliacdo e o0 monitoramento dos ensaios

sao de grande importancia na area de diagnostico (CHAVES et al., 2016).

Estar vinculado a um Programa Externo da Qualidade é fundamental para
garantir a avaliacdo de desempenho de sistemas analiticos e isso é realizado por
meio de ensaios de proficiéncia (MURRAY, 2007).

E muito importante a comparac&o dos resultados dos controles, pois quando

observada discrepéancias, acdes corretivas devem ser tomadas imediatamente.
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Essas amostras devem ser integradas a rotina laboratorial e analisadas
normalmente (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2001). E de
suma importancia também a interacdo da equipe, incorporando e entendendo o
propdsito do programa de Ensaio de proficiéncia e avaliacdo, principalmente, por
parte do gestor do laboratério, dos relatérios gerados pelo programa, buscando

melhorias, caso o resultado seja ndo conforme (OLIVEIRA 2010).

Toda amostra submetida ao teste de proficiéncia deve ter, pelo menos, 80%
de acerto, para ser considerado um resultado desejavel (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2001).

14.5. Procedimento Operacional Padréo (POP)

O fundamento principal dos Procedimentos Operacionais Padrées (Pops) é
alcancar a uniformidade na execucdo de uma funcédo ou metodologia especifica.
Portanto, € um componente vital para gerenciamento de qualidade (HATTEMER-
APOSTEL, 2001).

O POP deve ser escrito de forma clara e detalhada com o objetivo de gerar
uma uniformidade no servico para que o mesmo seja realizado facilmente,
permitindo que haja rastreabilidade nas etapas (HATTEMER-APOSTEL, 2001;
LOUSANA, 2005). (PILONETTO M; PILONETTO, D.V, 1998).

A importancia do POP esta no rastreamento dos processos, fazendo um
mapeamento de cada etapa especifica, contemplando todos os passos para a
realizacdo deste (VIEIRA et al., 2011).

Para a elaboracdo de um POP uma série de etapas deve ser cumprida, como,
presenca de cabecalho contendo o tipo de documento, titulo, cédigo, logotipo da
instituic&o, objetivo, abreviagdes, revisores (CLSI, 2015) E de grande importancia o
envolvimento de profissionais nas etapas de cada tarefa, uma vez que assim
possibilita a melhor forma de padronizar o servigco, pois viabiliza, facilita e torna o
POP mais eficiente (LOUSANA, 2005).
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Os Pops devem ser assinados, datados, revisados pelo responsavel técnico
ou responsavel pela operacao do servico e com o intuito de implementar, monitorar
e avaliar o servico (BRASIL, 2002).

14.6. Laboratério de Referéncia

E comum o laborat6rio possuir limitacées para determinados procedimentos
| exames, portanto, é fundamental que exista um contato com um laboratoério de
referéncia, onde amostras de microrganismos de referéncias, perfis atipicos e
outras duvidas analiticas possam ser resolvidas (SILVA; NEUFELD, 2006).

14.7. Acreditacao

E muito importante o laboratério estar associado a um Programa de
Acreditacao, pois por meio desse é atestado a competéncia técnica e do sistema de
gestdo, com foco, no caso, nas praticas laboratoriais, buscando atualizacdo
cientifica e tecnoldgica, permitindo ter, como resultado, reducéo da variabilidade e
do desperdicio (CHAVES et al., 2016; SPPC/ML, 2018).
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14.8. Controle de Meios de cultura

A padronizacdo dos meios de culturas, tem por objetivo proporcionar
rastreabilidade de todas as variaveis que possam impedir contaminacdes,
fornecendo ferramentas que permitam que resultados confiaveis sejam obtidos
(VIEIRA et al., 2011).

Para o meio de cultura preparado no laboratorio deve ser estabelecido um
documento de preparacao (POP), indicando, com detalhes, todo o processo de
fabricacdo e como o controle da qualidade deve ser realizado, indicando, inclusive,

quais cepas de referéncias devem ser utilizadas (OPLUSTIL et al., 2016).

No caso de meios de culturas comerciais, uma inspecéo no recebimento e a
observacdo do cumprimento dos critérios da qualidade, como: resultados dos testes
de esterilidade e fertiidade devem ser verificados (OPLUSTIL et al., 2016;
MURRAY, 2007).

Todo meio de cultura utilizado no laboratério de micologia deve passar por
rigidos testes de esterilidade e viabilidade (quadro 4), conforme recomendacéao de
instituicdo de padronizacao (CLSI, 2015). O teste de esterilidade atesta que o meio
de cultura esta livre de possiveis contaminantes e a viabilidade / teste de fertilidade
(Capacidade nutritiva dos meios de cultura), atesta a capacidade de permitir o
crescimento dos micro-organismos a que se destina (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2010).

Os controles de qualidade mais exigentes ficam a cargo do fabricante, que
sao os fornecedores dos reagentes utilizados, onde os mesmos atestam por meio
de um indice decrescente de rejeicdo, o padrdo da qualidade da fabricacao
(RIGHETTI; VIEIRA, 2012).
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Quadro 4. Procedimentos para a execucdo dos testes de esterilidade e
viabilidade dos meios de cultura:

Também conhecido como Controle Negativo.
Incubar, por 24 horas, na temperatura
adequada. Nao deve haver crescimento de

*Teste de esterilidade micro-organismo  Resultado  esperado:
Testar cada meio de cultura para verificar a | auséncia de crescimento de  micro-
esterilidade. organismos.

Meio de Cultura Liquido: inocular menos de
100 UFC do micro-organismo teste no meio de
cultura indicado. Incubar & temperatura
adequada e observar o crescimento visivel
comparando com um controle branco do
mesmo meio.

*Teste de Fertilidade / Viabilidade
Capacidade nutritiva dos meios de cultura Meio de Cultura Sélido: inocular cada placa
contendo o meio de cultura indicado com
menos que 100 UFC do micro-organismo teste
(cepas ATCC). Incubar a temperatura
adequada e comparar o0 crescimento que nao
deve ser inferior a 50% em relag&o ao in6culo

padronizado.

FONTE: Farmacopeia Brasileira 5°edi¢cdo / ANVISA

Obs.: caso ndo seja possivel a utilizacdo de cepas do tipo ATCC, usar cepas
conhecidas, com 100% positivas para as caracteristicas que conferem qualidade a
mesma (CRUZ, 2016).

14.9. Colecéao de culturas de fungos

Colecéao de culturas sao fundamentais para o setor de micologia, pois fornece
auxilio na classificagdo dos fungos isolados na rotina laboratorial, permitindo
reprodutibilidade acertada e favorecendo o rastreamento de possiveis erros de

identificacbes, onde através de mecanismos de comparacgdes das colonias isoladas
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com as colonias padrdes viabiliza a reprodutibilidade de laminas e execucao de
microcultivo, favorecendo o treinamento do pessoal técnico e ensaios controles
(MURRAY; CALVO,2007).

E muito importante que as cepas utilizadas sejam de fontes confiaveis e de
referéncia, como ATCC e CECT (CRUZ, 2016). Existem algumas exigéncias para
a manutencdo de uma Micoteca de cultura de fungos, como, estabilidade,
armazenamentos e conservacdo das cepas, permitindo a reproducdo dos
resultados (CRIZ, 2016). O armazenamento adequado é muito importante e
processos como o congelamento a — 70°C e a liofilizagéo séo praticas comuns para
evitar possibilidade de mutacdes, que inviabilizaria o uso (OLIVEIRA, 2010;
PEMAN; MARTIN-MAZUELOS; CALVO, 2007).
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15 ATLAS DE ILUSTRACOES FUNGICAS — MICROMORFOLOGIA

DERMATOFITOS (Tinea ou tinha)
Fungos septados hialinos que parasitam a pele, pelos e unhas

Figura 5 - Microsporum canis
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Figura 6 - Microsporum gypseum
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Figura 7- Microsporum nanum

COLONIA: Planas com textura algodonoso/ penugenta
podendo tornar-se arenosa e com sulcos radiais. Coloragao de
branco a creme com frequente produgéo de pigmento amarelo.
Reverso com cor branco-amarelo. Possuem um Crescimento
rapido.

MICROSCOPIA: Hifas hialinas septadas Macroconidios
fusiformes com parede espessa, rugosa e angulo fechado.
Microconidios clavados a piriforme e sendo produzidos de
forma séssil ao longo das hifas.
PATOGENICIDADE: Frequente causador de tinha do pelo e de
pele glabra (tinha capitis e tinha corporis). Agente zoofilico e faz
parasitismo ectothrix no pelo. Agente de dermatofitose.

COLONIA: Apresentam textura penugenta e com o tempo
torna-se plana e granular. Pode apresentar um aspecto
franjado ou n&o na borda. Cor variando de branca a bege.
Reverso apresentando um pigmento com caracteristica
pardacenta.

MICROSCOPIA: Hifas hialinas septadas. Macroconidios
fusiformes e largos, menos cilindricos, com caracteristica de
apresentar menos de 6 células e tendo como outra
caracteristica extremidades arredondadas e parede delgadas
e rugosas que se formam isoladamente nos conidiéforos.
Microconidios formados diretamente na hifa vegetativa
podendo ser também em pequenos e caracteristicos
conidioforos.

PATOGENICIDADE: Causa de tinha corporis e capitis. Agente
geofilico. Parasitismo ectothrix no pelo. Agente de
dermatofitose.

COLONIA Algodonosa, inicialmente branca assumindo
coloracao amarelo. Reverso marrom-vermelho.
MICROSCOPIA: Hifas hialinas e ramificadas. Conidios
grandes (macroconidios) ovoides ou piriformes, com um ou
dois septos e paredes rugosas sdo produzidos. Microconidios
piriformes séo €scassos ou ausentes.
PATOGENICIDADE: Raramente esses fungos fazem
infeccBes em humanos.




Figura 8 - Trichophyton rubrum

Figura 9 - Trichophyton mentagrophytes

Figural0- Trichophyton tonsurans
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COLONIA: Textura Inicialmente algodonosa, aveludada
ou granular e centro elevado. Col6nias brancas, rosadas
ou vermelhas e reverso com perfeito anel avermelhado ou
rubro.

MICROSCOPIA: Hifas septadas e hialinas o0s
macroconidios sdo esparsos, em forma de charuto,
multicelulares; parede fina e lisa. Microconidios
abundantes, fusiformes, simples, sésseis, formados
diretamente no lado lateral das hifas.
PATOGENICIDADE: E um dos dermatéfitos mais
isolados. E causa de tinea corporis (corpo), tinea cruris
(regido crural), tinea pedis (pé) e tinea manuum (maos).
Infecta pélos, pele e unha. Agente antropofilico.
Parasitismo (raro) endothrix ou ectothrix no pelo.

COLONIA: Apresenta textura penugenta a pulverulenta
(isolados antropofilico) ou granular (isolados zoofilico).
Pigmentacdo variavel de branco-amarelado ao castanho-
avermelhado. Reverso pode apresentar cor creme, porém
algumas cepas podem apresentar um reverso marrom-
amarelado ou marrom-avermelhado (zoofilico) ou uma
coloragdo de amarelo-claro a alaranjado (antropofilico).
MICROSCOPIA: Escassos macroconidios em forma de
charuto ou taco, multisseptados, parede delgadas e lisas.
Microconidios piriformes, formados diretamente na hifa ou
em pequenos conidiéforos. Presenga frequente de hifas com
aspecto caracteristico em espiral.
PATOGENICIDADE: Dermatdfito causador de
tinea pedis, onicomicoses e de tinea cruris.
T. mentagrophytes var. mentagrophytes (zoofilico) T.
mentagrophytes var. Interdigitale (antropofilica). Faz um raro
parasitismo ectothrix no pelo.

COLONIA: Grande variedade de tipos de colbnias,
variando cor e textura de superficie. Geralmente, textura
algodonosa ou aveludada. Na medida em que a colénia
se desenvolve podem ser formados sulcos radiais e
dobras e, eventualmente, uma topografia cerebriforme.
Cor branca a bege / canela e reverso com pigmento
vermelho-ferruginoso.

MICROSCOPIA: Hifas hialinas septadas. Microconidios
claviformes ou aspecto de gota, lateralmente em hifas
diferenciadas. Macroconidios irregular, multisseptados,
com paredes espessas ou ausentes.
PATOGENICIDADE: Principal dermatéfito responsavel
por infecgbes em couro-cabeludo e, algumas vezes, em
pele glabra. Agente antropofilico e faz parasitismo
endothrix no pelo.
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. Figurall- Trichophyton schoenleinii

Figura 12 - Trichophyton verrucosum

Figura 13 - Epidermophyton floccosum
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COLONIA: Topografia pregueada, podendo assumir um
aspecto sulcado inicialmente lisa, apresentado cerosa.
ApOs repiques e incubacgao prolongada pode tornar-se
aveludada. Colénias inicialmente brancas passando a
creme depois de envelhecidas.
MICROSCOPIA: Hifas com ramificagbes de diametro
irregular que terminam em dilatacdes distais
denominadas de candelabros favicos. Macro e
microconidios séo totalmente ausentes.
PATOGENICIDADE: Agente etiolégico da tinea favosa
ou favus, uma infeccdo que tem como caracteristica a
formacéo de escutulas que sdo um acumulo de hifas e
detritos. Também séo agentes de infeccdes em couro
cabeludo fazendo um parasitismo endothrix. Agente
antropofilico.

COLONIA: Inicialmente lisa, cerosa apresentado
topografia pregueada, podendo assumir um aspecto
sulcado. Apés repiques e incubagdo prolongada pode
tornar-se aveludada. Col6nias inicialmente brancas,
depois de cor creme. Crescimento lento
MICROSCOPIA: Hifas hialinas septadas e tortuosas com
sucessdo de clamidoconidios intercalares. Macro e
microconidios ndo sdo frequentes, mas quando
produzidos apresentam paredes lisas, largos e filamento
terminal e o0s microconidios sdo claviformes.
PATOGENICIDADE: Dermatdéfito causador de tinea
corporis e tinea capitis. A formacdo de kérion é muito
comum. Parasitismo ectothrix no pelo.

COLONIA: Brancas, escassa e inicialmente membranosa
com um pregueado no centro e uma periferia franjada,
fina e achatada. Depois passa a ter um aspecto
pulverulento, dependendo da producdo de conidios, e
torna-se algodonosa (pleomorfismo). Cor verde-oliva,
amarelo-mostarda ou kaqui com uma franja amarelada.
Reverso marrom-amarelado ou podendo também
apresentar-se como laranja amarelado
MICROSCOPIA: Hifas septadas, hialinas e ramificadas.
Numerosos macroconidios em forma de “taco” com
parede fina e lisa, solitarios ou em grupos. Microconidios
ausentes e presenc¢a de abundante de clamidoconidios
formados em colénias maduras
PATOGENICIDADE: Dermatdfito associado a infecgdes
cutaneas, particularmente tinea cruris e pé.
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PARASITISMO NO PELO

Tinea capitis tonsurante ectotrix. Artroconidios fora do
pelo. Agentes comuns: Microsporum canis, Microsporum
mentagrophytes.

Tinea capitis tonsurante endothrix. Artroconidios dentro do
pelo. Agentes envolvidos: Trichophyton tonsurans e
Trichophyton violaceum.

Crescimento hifatico e formacéo de espagos aéreos (Hifas
fantasmas) dentro do pelo. Trichophyton schoenleinii

Figura 16 - Tinea Favosa
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HIALOHIFOMICETOS
Séo fungos filamentosos hialinos e com hifas septadas.

P 2 - S 8 COLONIA: Textura algodonoso a veludosa.
Topografia plana. Coloracdo branca a cinza-
esverdeada. Reverso creme a castanho. Crescimento
rapido.

MICROSCOPIA: Hifas ramificada com conidiéforo liso.
Possuem uma Unica cadeia de fidlides originada da
metade superior de uma vesicula em forma de cupula
de onde s&@o produzidas cadeias de conidios
agrupados colunarmente e também compactos.
PATOGENICIDADE: E o mais frequente agente
oportunista de aspergilose em humanos, sendo
responsavel pela maioria das infecgGes graves, como:
infeccdo pulmonar, aspergiloma (bola flngica)
alergias, sinusites, onicomicoses. Agente de
hialohifomicose.

COLONIA: Textura inicialmente algodonoso que ao
amadurecer desenvolve aspecto arenoso. Topografia
plana e rugosas. Cor amarelo, amarelo- esverdeado ou
amarelo-castanho. Reverso de incolor a castanho-
amarelado. Esses fungos possuem um crescimento rapido
MICROSCOPIA: Cabega conidial frouxamente radiadas, e
células conidiogénicas, bisseriada e colunar. Vesiculas
globosas e rugosidade presentes no conidi6foro.
PATOGENICIDADE: Agente causador de infecgBes
pulmonares, sinusite, grande produtor de toxina
(aflotoxinas) onicomicoses. Agente de hialohifomicose.

COLONIA: Textura inicialmente algodonosa e com o
tempo, devido aos esporos negros, torna-se granulosa.
Colbnias planas e com colora¢do castanho escuro
(borra de café). Reverso amarelo claro a castanho.
Crescimento desse fungo € considerado réapido.
MICROSCOPIA: Cabeca conidial radiada com fidlides
uni ou bisseriada, marrom-escuras a negras, cobrindo
a superficie da vesicula esférica com presenga de
conidios com caracteristicas rugosos.
PATOGENICIDADE: Agente causador de
aspergiloma, infecgbes cuténeas, pulmonar, otites,
principalmente em pacientes imunocomprometidos.
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COLONIA: Textura penugenta para arenosa. Coldnias
verde escuro na superficie e Reverso incolor.
Crescimento moderadamente rapido.
MICROSCOPIA: Cabega conidial pequena, colunar e
compacta. Conidiéforo escuro. Fiélide bisseriada
limtada a superficie superior da vesicula.
PATOGENICIDADE: Ocasionalmente podem causar
infec¢Bes pulmonares em pacientes
imunocomprometidos, sendo agente de infecgdo
oportunista. Casos de sinusite e otomicose s&o
relatados.

Figura 20 - Aspergillus nidulans

COLONIA: Textura arenosa, densas, planas e radiadas
com aspecto sulcado. Coldnias com coloragéo verde
escura, acinzentada. O Reverso pode apresentar uma
auséncia de coloracéo (incolor) ou ser amarelo escuro.
MICROSCOPIA: Cabega conidial radiada, fortemente
clavada, apiculada ou quase cilindrica. Observado a
Presengca de células conidiogénicas unisseriada.
PATOGENICIDADE: Produtor de micotoxinas.

HaG /
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.‘Fi.gura 21 - Aspergillus clavatus

COLONIA: Textura inicialmente penugenta tornando,
com o tempo, arenosa. Colbnias variando de rugosas
podendo apresentar uma topografia irregular. Coloragcdo
das colénias de canela at¢é o marrom. Reverso
apresentando coloragdo amarelo pélido ou marrom.
MICROSCOPIA: Hifas largas, conidi6foros de paredes
lisas e sem cor. Cabecas aspergilares compactamente
longas e colunares, células conidiogénicas com padrédo
bisseriado. Células podais no inicio do conidioforos.
PATOGENICIDADE: Causa de aspergilose pulmonar e
relatos de meningite, osteomielite e endocardite em
pacientes imunocomprometidos.

Figura 22 - Aspergillus terreus



Figura 23 - Penicilium sp
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Figura 24 - Sarocladium sp (Acremonium)

Figura 25 - Scedosporium apiospermum

109

COLONIA: Textura inicialmente algodonosa para
arenosa, rugosa ou plana. Coloragdo mais comum €é a
verde azulada e o reverso amarelo-pdlido, variando de
castanho-amarelado a castanho-avermelhado. Possuem
um Crescimento moderadamente rapido.
MICROSCOPIA: Hifas finas e com conidiéforos eretos,
septados e hialinos ou levemente coloridos apresentando
ou ndo ramificagdes (ramos e métulas). Auséncia de
vesicula. Conidios produzido em cadeia a partir das
fialides, ampuliformes ou cilindricas de pontas rombas.
PATOGENICIDADE: Geralmente a espécie patogénica é
o P. marneffei, um dimdrfico que pode causar infeccao no
sistema linfatico. Ceratites, otites, sinusites, quadros
alérgicos, infeccdes pulmonares, micotoxicose e diversos
casos de hialohifomicose, normalmente em pacientes
imunocomprometidos.

COLONIA: Textura glabrosa, seca ou volumosa podendo
se tornar algodonosa. Coloracdo variando de branco a
cinza, rosa a bege. Reverso bege, tendendo a
acompanhar a coloracao do verso. Crescimento rapido.
MICROSCOPIA: Conidi6foros com extremidades afiladas,
conidios globosos, ovoides, cilindricos ou curvos,
produzidos em cachos, wunidos por substancia
mucilaginosa dando formagdo a aglomerados esféricos
(bolas viscosas) na ponta da célula conidiogénicas.
PATOGENICIDADE: Ocasionalmente é agente de
micetoma de grdo branco. Raros casos de queratite,
endoftalmite, endocardite e meningite em pacientes
imunocomprometidos.

COLONIA: Textura penugenta a veludosa. Coloragéo
marrom e reverso com zonas amarronzadas.
MICROSCOPIA: Apresenta hifas septadas hialinas.
Conidi6foro simples com conidios (aneloconidios)
escuros, algumas vezes hialinos, produzidos de forma
terminal, isolada ou em pequenos grupos. Sinémios
podem ser encontrados, formando uma espécie de
“ramalhete” de células conidiogénicas onde os conidios se
encontram, na maioria das vezes no apice.
PATOGENICIDADE: Tem sido reportado como agente de
micetoma, artrite, osteomielite, otites externas, meningite
e sendo um dos mais comuns colonizadores das vias
aéreas em pacientes com fibrose cistica. Casos de
infeccdes sistémicas é observado, mais comumente, em
pacientes imunocomprometidos.
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Figura 27 — Paecilomyces variotii

\Ja 73
Figura 28 — Fusarium sp
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COLONIA:  Textura glabrosa a furfuracea. Coldnias
leveduriformes que se espalham pela placa. Coloragéo
creme a brancas, semelhantes leveduras. Reverso
acompanha a coloragdo da superficie. Coldnias que
apresentam um melhor crescimento a 25°C, enquanto que
a 37°C desenvolvem um crescimento superficial e esparso.
MICROSCOPIA: Hifas septadas e hialinas.
Presenga exclusiva de artrésporos retangulares
germinantes e auséncia de blastoéporos.
PATOGENICIDADE: Agente causador de infecgbes
pulmonares, septicemia, endoftalmite... (infec¢bes pouco
frequentes). Associado a infecgBes em pacientes
imunocomprometidos.

COLONIA: Textura penugenta para pulverulenta.

Superficie plana, com cores variadas a marrom-

amarelado, lilds, bege ou branco e reverso
esbranquicado. Coldnia de Crescimento rapido na
presenca de temperatura ambiente.

MICROSCOPIA: Hifas septadas e hialinas, o conidiéforo

ndo possui vesicula e fialides mais alongadas e conicas
(diferenciando de Penicilium sp), frequentemente
ramificada. Conidios cilindricos ou ovais em longas
cadeias com possivel presenca de clamidésporos
PATOGENICIDADE: Raramente causa infeccdes em

humanas e sua presenca em cultura deve ser avaliada
para a possibilidade de contaminacdo. Casos de
queratite, endocardites apds vélvulas e peritonites em
dialisados. Casos de pneumonia e celulites em pacientes
imunodeprimidos séo relatados.

COLONIA: Textura inicialmente veludosa tornando, com
o tempo, penugenta a algodonosa. Coloracdo sendo, na
maioria das vezes, rosa e violeta. Reverso da colbnia
geralmente acompanha a coloragdo da superficie.
MICROSCOPIA: Conidiéforos curtos ou longos com ou
sem ramificacdes, células conidiogénicas formando
conidios grandes, fusiformes e multisseptados
(macroconidios) e conidios pequenos, ovais e cilindricos
PATOGENICIDADE: Estdo envolvidos em uma grande
variedade de infec¢des. Tem sido isolado em queratite,
endoftalmite, onicomicoses, normalmente em pacientes
imunocompetentes. E também causa de infeccdes em
pacientes imunocomprometidos e estdo envolvidos em
casos de peritonites em dialisados.
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FEO-HIFOMICETOS

Constituido por fungos demaceo com coloracdo escura devido a
presenca de pigmentos melandides

COLONIA: Com textura veludosa. De cor inicialmente
branca e com o passar dos dias ficando marrom-escuro
(fungo deméceo). Reverso marrom ou apresentando uma
coloragéo com caracteristica enegrecida.
MICROSCOPIA: Hifas septadas e pigmentadas.
Conidiéforo septado, simples, ramificado e com pigmento
escuro. Conidios grandes (muriforme) negros clavados ou
ovoides, marrom-claros, septados longitudinal e
transversalmente, formados em cadeia no &pice de
conidioforos.

PATOGENICIDADE: Ocasional agente de onicomicoses,
de infec¢Bes cutaneas ulceradas e sinusite paranasal,
muito associado a pacientes imunocomprometidos.

COLONIA: Apresentam-se aveludadas ou lanosas. A
cor varia do verde-oliva escuro a0 marrom-escuro
(colénia demaceas). Reverso marrom ou preto
MICROSCOPIA: Hifas demaceas e ramificadas.
Conidios curvos e com trés septos transversais, com
coloragdo marrom, claros, s&do clavados ou
fusiformes célula central maior e mais escura,
formados a partir de poros presentes nos
conidiéforos.

PATOGENICIDADE: Ocasionalmente causa
infeccdo em humanos, incluindo onicomicoses,
queratite e feohifomicose paranasal, micetoma,
infeccdes disseminas (principalmente em pacientes
imunocomprometidos...

COLONIA: Textura lanosa com uma franja entrelacada.
Inicialmente sdo colénias planas e espalhadas.
Coloragdo cinza a cinza-oliva. Reverso varia de cinza a
preto. Observa-se um crescimento rapido
MICROSCOPIA: Hifas septadas, demaceas e
ramificadas, possuindo conidios marrom-claros, retos,
ovoides ou clavados, divididos em 4 ou 5 células por
septos transversos espessos. Presenca de hilos
Conidioforo septado e com caracteristica escura
PATOGENICIDADE: Alguns relatos de queratite,
alergia, sinusite e infec¢cdes da mucosa nasal.

Figura 31 - Drechslera sp



Figura 34 - Aureobasidium pullulans
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COLONIA: Inicialmente apresentam textura
membranosas tornando-se arenosa a veludosa com
pregas irregulares. Cor branca, bege ou castanho-claro
com periferia mais clara. Reverso de colora¢édo castanha
e apresentando centro marrom. Crescimento rapido.
MICROSCOPIA: Hifas demaceas e ramificadas, largas e
septadas. Conidios em cadeia, lisos e rugosos, arranjados
em cadeia, com base truncada, hialino ou acinzentados,
formados em conidi6foros ramificados, conhecidos como
aneléforos.

PATOGENICIDADE: Ja foram isolados em pacientes
portadores de onicomicoses. Outras infecgBes tém sido
reportadas, como endocardite, queratite e raramente
infeccbes profundas e quando ocorre esta muito
relacionado a pacientes imunocomprometidos.

COLONIA: Inicialmente membranosas tornando-se
arenosa a veludosa com pregas irregulares. Cor branca,
bege ou castanho-claro com periferia mais clara ainda.
Reverso de cor castanha e centro marrom. Coldnias
apresentando como caracteristica um crescimento
rapido.

MICROSCOPIA: Presenca de hifas septadas demaceas.
Conidiéforo simples ou ramificados com formagdo de
conidios em sua extremidade. Artroconideos hialinos ou
marrom claro, uni ou bicelular, oval, elipsoidal ou
retangular.

PATOGENICIDADE: Ocasionalmente € agente de
infecces de pele e unha. Ja foram relatados alguns
casos de infe¢Bes subcutaneas ou disseminadas.

COLONIA: Textura glabrosa, espalhada e plana.
Colbnias brancas para rosa pélida, ocasionalmente
amarelas tornando-se marrons para preto. Reverso
creme, podendo com, com o tempo, ficar marrom claro.
Fungo apresentam um  Crescimento  rapido.
MICROSCOPIA: Hifas septadas hialinas, tornando-se
marrons com a idade. Células conidiogénicas pouco
diferenciadas, intercalares ou no terminal das hifas.
Artrosporos demaceos podem ser também observados.
PATOGENICIDADE: Raramente causa infec¢des em
pacientes imunocomprometidos, podendo, quando o
fazem, ser agente de queratite ou infecgdo cutanea.




Figura 36 - Ulocladium s

Figura 37 - Exophiala sp
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COLONIA: Textura algodonosa a penugenta. Colorag&o
inicialmente esbranquigada e com o tempo, apresentando
pigmentos de cinza a marrom-escuro na superficie.
Reverso acompanhando a pigmentagdo da superficie.
Crescimento rapido das colénias.
MICROSCOPIA: Hifas septadas demaceas e
ramificadas. Conidiéforos pigmentados, flexuosos ou
geniculados.  Conidios marrons, retos, ovoides ou
clavados, tipicamente contendo de 3 a 6 células e
presenca de hilo. Tubos germinativos desenvolvidos nas
células terminais do conidio e orientados a ficarem
paralelas ao eixo do conidio.
PATOGENICIDADE: Raramente causa feohifomicose
associada a sinusite, peritonite, endocardite sempre
dependente do imunocomprometimento do paciente.

COLONIA: Textura de lanosa para cotonosa.
Pigmentagdo marrom para preto na superficie. Reverso
acompanhando a superficie, portanto preto.
MICROSCOPIA: Hifas septadas, demaceas e
ramificadas.  Conidi6foros  flexuosos, lisos ou
verrucosos, marrons e fortemente geniculados com
formacé&o de conidios simpodiais marrons, muriforme
e com septagbes transversais e longitudinais e a
presenca de um pequeno hilo terminal.
PATOGENICIDADE: N&o ha relatos significativos de
infeccdes em humanos.

COLONIA: Inicialmente glabrosa e com o tempc
adquire uma textura veludosa, com topografia
espalhada e pregueada. A pigmentacdo das coldnias
varia de oliva-acinzentado ao negro amarronzado.
Reverso com pigmentacdo negra (demaceo).
MICROSCOPIA: Leveduras gemulantes, cilindricas a
fusiformes e escuras sdo observadas em culturas
jovens. Presenca de anelideos marrons, cilindricos ou
levemente inflados. Conidi6foros com dilatagbes em
sua base formam conidios elipticos, hialinos &
olivaceos, dispostos em grumos em seu apice.
PATOGENICIDADE: Causa de micetoma e outrs
feohifomicose subcutaneas. Relatos de casos em
pacientes com fibrose cistica.
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COLONIA: Textura aveludada ou lanosa. As coldnias
I possuem cor verde-escuro ou verde-acinzentada.
J { i AJ Reverso negro (deméaceo). A topografia pode ser
‘ ¢ S espalhada, dobrada ou elevada. Crescimento moderado.
MICROSCOPIA: Hifas septadas, demaceas e

‘ N\ 4/ ramificadas. Conidios castanhos e lisos, em cadeia
i \ ¢ ) ks simples ou ramificadas, geralmente com 1 septo e com 2
cicatrizes polares que formam longas cadeias,
| produzidos na extremidade de hifas. Conidiéforos se
o Ty g Y P apresentam, na maioria das vezes, septados.
¥ PATOGENICIDADE: Raramente reportado como agente

¥ W A - ~
4 ) i o e R N | de infeccbes em humanos.
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Figura 38 - Cladosporium sp

- . | COLONIA: Textura lanosa, compacta e preenchendo
] - toda a placa. Inicialmente branca tornando-se cinza e
Nt com pontos negros onde existe a producao de conidios.

Reverso negro. Crescimento rapido.
MICROSCOPIA: Hifas septadas, demaceas e
ramificadas. Inicialmente sdo hialinas, mas na medida
gue a colbnia envelhece passam a serem escurecidas.
Conidi6foros sao hialinos, lisos, flexuosos e ramificados.
" Sao largos e possuem uma proeminente dilatagdo
4 globular onde conidios negros grande, ovais ou
arredondados se encontram aderidos.
PATOGENICIDADE: Raramente causam infeccdes

humanas. Relatos raros de ceratite.

Figura 39 - Nigrospora sp
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CROMOBLASTOMICOSE (CROMOMICOSE)

-

Figura 40 - Fonsecaea pedrosoi
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Figura 41 - Phialophora verrucosa

COLONIA: Textura aveludada com superficie achatada ou
com pregas radias (raros). Coloragdo variando de
amarronzado / verde-oliva a preto. Reverso negro.
Observa-se um Crescimento lento das coldnias.
MICROSCOPIA: As hifas sdo septadas, demaceas e
ramificadas. Trés tipos de conidios podem estar presentes:
tipo Cladosporium, tipo Rhinocladiella e, ocasionalmente a
estrutura morfolégica do tipo Phialophora.
PATOGENICIDADE: Agentes de Cromoblastomicose
(Cromomicose), uma infec¢éo cuténea caracterizada por
lesdes verrucosas de formag@o escura e destruicdo
tecidual. Também é agente de Feohifomicose pulmonar.

COLONIA: Textura aveludada com superficie espalhada e
plana. As Coldnias se apresentam com a coloracao cinza-
escuras.

MICROSCOPIA: Hifas septadas, deméaceas e ramificadas.

Conidioforos, quando presentes, sdo curtos e semelhantes
as hifas vegetativas. Células conidiogénicas cilindricas ou
em forma de frasco com colarete evidente. Conidios ovais
a cilindricos, lisos, hialinos ou pardos, agrupados em bola
no 4&pice das importantes células conidiogénicas.
PATOGENICIDADE: S&o agente importante de

Cromoblastomicose, podendo também causar infeccées
cerebrais e feohifomicose em pacientes
imunocomprometidos.

COLONIA: Textura veludosa ou algodonosa e topografia
espalhada, dobrada ou elevada. Coldnias verde-oliva ou
verde-acinzentada. O reverso € negro. Crescimento
moderado.

MICROSCOPIA: Hifas sdo septadas, demaceas e
ramificadas. Os conidi6foros sao escuros, septados,
eretos, de comprimento variado e ndo diferenciados de
hifas vegetativas. Duas ou trés escaras (disjuntores) podem
estar presentes nos pontos de intersecao entre os conidios
na cadeia de alguns esporos
PATOGENICIDADE: Agente de Cromoblastomicose,
feohifomicose cerebral e tem sido isolado em casos
importantes de infecgbes em tecido subcutaneo.
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Figura 43- Rhindé'ladiella aquaspersa
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COLONIA: Textura aveludada com superficie
espalhada e plana. Colbnias cinza-escuras, marrom
ou negras. Reverso preto acinzentado ou negro.
Como caracteristica possui um crescimento lento
MICROSCOPIA: Hifas septadas demaceas e
ramificadas. Conidioforo cilindrico, escuro e néo
ramificado. Conidio elipsoidal, fusiformes produzidos
no apice dos conidiéforos e unidos por epiculos.
PATOGENICIDADE: Relatos de possiveis e raras
infec¢Bes subcutaneas.




117

ZIGOMICETOS (ORDEM MUCORALEYS)

Figura 45 - Syncephalastrum sp

COLONIA: Textura furfuracea a veludosa.
Inicialmente as colbnias sao brancas tornando, com o
tempo, acinzentadas. Reverso pélido. Crescimento
rapido.

MICROSCOPIA: Hifas asseptadas. Esporangi6foro
longo, ramificado, com ramo verticilados ou solitarios,
terminados em vesiculas cobertas com espiculas que
suportam um pequeno esporangio, que contém um
Unico esporangiésporo com caracter esférico.
PATOGENICIDADE: Agente de zigomicose pulmonar
e disseminada.

COLONIA: Textura lanosa com abundante micélio
aéreo entrelagado. Coldnias com coloragdo inicial
branca e com o tempo tornam-se cinza ou cinza-
escuro na superficie. Reverso marrom ou amarelo-
palido. Apresentam um crescimento rapido
MICROSCOPIA: Hifas asseptadas ou com septos
esparsos. Esporangiéforo frequentemente ramificado,
terminando em uma vesicula ovoide, onde
esporangios (merosporangio) digitiformes contendo
uma Unica cadeia de esporangiosporo globosos.
PATOGENICIDADE: Raramente causa infecgfes em

Figura 46 — Lichthemia sp (Absidia)

humanos. Ja foi isolado em onicomicoses, micetoma,
mucormicose  rino-orbitocerebral em  paciente
diabético.

COLONIA: Textura densa e lanosa. Micélio aéreo
abundante, entrelacado e algodonoso, preenchendo
completamente a placa ou o tubo de ensaio. Colénia
branca para cinza palha e superficie pontilhada com
esporangeos acinzentados. Reverso incolor ou creme.
(0] Crescimento das colbnias é rapido.
MICROSCOPIA: Hifas asseptadas dando origem a
estoldes e rizoides. Os finos conidioforos sao fidlides e se
formam diretamente sobre as hifas de forma ereta, com
angulo retos com a hifa. Formacdo de apdfises
(dilatagGes) abaixo da columela. Esporangiéforos
preenchidos com grande nimero de esporangiosporos.
PATOGENICIDADE: Agente de  mucormicose,
principalmente em paciente imunocomprometido.



Figura 47 - Mucor sp
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Figura 49 - Rhizopus sp
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COLONIA: Textura lanosas devido a produgdo de
micélio aéreo abundante, preenchem completamente a
placa de petri ou o tubo de ensaio. Coldnias com
coloragdo branca no inicio e, com o tempo, modificando
para cinza ou amarelada. Reverso incolor. O Crescimento
rapido e, geralmente, abundante
MICROSCOPIA: Hifas asseptadas. Os Esporangiéforo
sdo hialinos, ramificados e apresentam uma muito tipica
curvatura da haste, formando esporangeos globosos
terminais com columela, preenchida com numerosos
esporangiosporo.

PATOGENICIDADE: Agente de mucormicose em
pacientes imunocomprometidos, porém existem casos
reportados em imunocompetentes.

COLONIA: Textura veludosa. Coloracéo inicialmente
brancas tornando-se cinza e marrons. Superficie
pontilhadas com pontos escuros. Reverso incolor ou creme
MICROSCOPIA: Hifas asseptadas com rizoides
rudimentares entre os esporangiésporo nos estoldes.
Esporangiosporo geralmente eretos ramificado formando
esporédngeos  esféricos terminais com  columela
proeminente contendo humerosos esporangiésporo.
Caracteristica importante: a auséncia de apdfises.
PATOGENICIDADE: Agente de mucormicose sistémica
em paciente imunocompetente. Isolamento em pacientes
imunocomprometidos, principalmente leucémicos.

COLONIA: Com textura profundamente lanosa e, devido a
abundante producado de micélio aéreo, preenche toda a placa
de petri e ou tubo de ensaio, podendo, inclusive, levantar a
tampa da placa. Colbnia inicialmente branca e com o tempo
torna-se cinza-escura. A superficie € coberta por pontos
escuros, caracterizados pela presenca dos exuberantes
esporédngeos. Reverso incolor. Crescimento rapido.
MICROSCOPIA: Hifas asseptadas e dao origem a estoldes
e rizoides na sua porcao basal. Longos Esporangiéforo ndo
ramificados e retos. Esporangios globosos terminais,
apresentando tipica columela contendo numerosos
esporangiésporo presentes no seu interior.
PATOGENICIDADE: Agentes importantes de Mucormicose.
Mucormicose rino-orbitocerebral, cuténea, gastrointestinal,
pulmonar, etc. a maioria relacionada a pacientes
imunocomprometidos, como diabéticos e leucémicos.
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ZIGOMICETOS (ORDEM ENTOMOPHYTORALES)
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Figura 51 - Basidiobolus ranarum

COLONIA: Textura glabrosa para arenosa. Colorac&o
inicialmente branca tornando-se bege para marrom.
Reverso € incolor. O Crescimento €  réapido.
MICROSCOPIA: Hifas largas, septos esparsos e com pouca
ramificacdo. Esporo6foros retos, ndo ramificados que sao
origem em sua extremidade a esporos esféricos ou piriformes
que séo expelidos dos esporé6foros. Presenca de papila basal.
Clamidésporos podem estar presentes.
PATOGENICIDADE: Agente de Zigomicose cronica
presentes, inicialmente, em infeccbes nas membranas
mucosas nasais. Alguns casos de infec¢des disseminada ja
foram descritos.

COLONIA: Textura arenosa a glabrosa e plana. Coloragéo
amarelada para cinza pélido. Reverso incolor. O Crescimento
desses fungos é moderadamente rapido.
MICROSCOPIA: Hifas largas, septos esparsos e com pouca
ramificacdo.  Zigosporios, clamiddsporos, esporoforos
assexuadas sdo produzidos. Zigospoérios globosos com
paredes espessas e um proeminente bico é caracteristico.
Espordéforos com dilatagéo conica ou vesicula na extremidade
onde sdo formados esporos primarios. Esporos secundarios
séo alongados e tém forma de taco.
PATOGENICIDADE: Agente de  entomoftoromicose
caracterizado por um espessamento de tecidos subcutéaneos
e musculos adjacentes.
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FUNGOS DIMORFICOS

Fungos que, na dependéncia de fatores termo nutricionais, se apresentam sob
duas formas morfolégicas — filamentosa (micelial) e leveduriforme.

Paracoccidioides brasiliensis

Figura 52 - Paracoccidioides brasiliensis Figura 53 - Paracoccidioides brasiliensis
Fase micelial Fase leveduriforme

COLONIA:_Temperatura de 37°C possuem textura Glabrosa, brancas a castanho-claro ou cinza, com

topografia em dobras ou enrugadas. Temperatura de 25°C possuem textura penugenta para veludosa

com centro elevado. Coloragédo branca, rosa ou marrom na superficie com reverso amarelado para
marrom. Em Ambas as fases o] crescimento é lento.
MICROSCOPIA:_Fase micelial: hifas septadas, hialinas e ramificadas com Clamidosporos intercalares
ou terminais. Conidios escassos, mas quando presentes, ovais a piriformes formados em pequenos

conidi6foros ou diretamente na hifa. Fase leveduriforme: células de paredes espessas, refringentes e

com caracteristica de apresentacao multigemulantes.
PATOGENICIDADE: Agente de paracoccidioidomicose. Uma doenca cronica adquirida por inalagao
com progressao pulmonar e possiblidade de infec¢do disseminada. Lesdes na regido oral, nasal ou

gastrointestinal sdo consideradas lesdes secundarias.



Sporothrix schenckii complexo
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Figura 55 - Sporothrix schenckii

Figura 54 - Sporothrix schenckii
fase leveduriforme

fase micelial

COLONIA: Temperatura de 37°C a textura é velutinas, planas com pigmento e reverso creme

para bege escuro. Temperatura de 25 °C a textura é glabrosa e imida. Coloragdo esbranquicada

para preto, podendo ser tanto na superficie quando no reverso. E observado, nessa fase, um
de
MICROSCOPIA:_Fase micelial: Hifas delgadas, septadas, hialina e ramificadas. Conidi6foros

crescimento moderadamente rapido nos meios culturas.

delicados e afiladas, retos ou decumbentes. Uma expansdo em sua extremidade forma pequena
vesicula com denticulos que dao origem a conidios com forma de chama de vela ou formando

rosetas, podendo ocorrer lateralmente no conidiéforo ou diretamente na hifa.

Fase leveduriforme: Células gemulantes, esféricas, ovais ou em forma de charuto

PATOGENICIDADE: Agente da esporotricose. Uma infec¢do cutanea e subcutanea cronica,
caracterizada pela presenca de Ulceras e abcessos ao longo dos canais linfaticos (forma mais
comum), podendo ocorrer outras formas de apresentacdo, como a esporotricose invasiva e a

esporotricose sistémica.
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Histoplasma capsulatum

Figura 56- Histoplasma capsulatum Figura 57- Histoplasma capsulatum
Fase micelial Fase leveduriforme

COLONIA: Grande variedade de formas. Colénias filamentosas com textura flocosa no inicio e com o
tempo tornando-se lanosa. Variando de marrom ao bege com pigmento acastanhado e raramente
marrons. Podem apresentar topografia elevada e enrugada com reverso branco ou amarelo. As
colénias leveduriformes possuem textura membranosa grosseira e varia de branco a castanho
MICROSCOPIA: Fase micelial: hifas septadas, hialinas e ramificadas com macroconidios tuberculados
e microconidios piriformes formandos em pequenos conidiéforos ou diretamente na hifa vegetativa.

Fase leveduriforme: células ovais, gemulantes com base de insercdo estreita.

PATOGENICIDADE: Agente etiolégico da histoplasmose. Uma infeccdo que tem como causa mais
frequente uma clinica aguda pulmonar de variavel gravidade, podendo afetar o sistema reticulo

endotelial.
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Coccidioides immitis

Figura 58 - Coccidioides immitis Figura 59 - Coccidioides immitis
Fase Micelial Fase Leveduriforme

COLONIA: Textura inicialmente arenosa passando para glabrosa conforme vai amadurecendo com
coloracdo bege. Tem aspecto membranoso ou glabras com uma cobertura de micélio aéreo
algodonoso. Coloracdo acinzentada, podendo encontrar pigmentos de cor lavanda, acastanhados,
canela e variacbes de marrom. Reverso variando entre o branco, marrom ou amarelo. As
caracteristicas se macroscoépicas se mantém em ambas temperaturas.
MICROSCOPIA: Hifas septadas, hialina e ramificadas com artrésporos e disjuntores, desenvolvendo
colbnias filamentosas nas culturas de rotina. Fase de esférulas: nos tecidos, os artroconidios

transformam-se em esférulas ovaladas (sem ostiolos) com enddsporos
PATOGENICIDADE: Agente etiolégico da coccidioidomicose. Uma doenga que devido a inalacédo de
artroconidios pode variar desde uma forma assintomatica a uma infeccéo grave e sistémica.
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Talaromyces marneffei (Penicillium marneffei)

‘ %{,'ﬁi~-.
" PSRN

.y o /
A : >
i B -

Figura 60 - Talaromyces marneffei
(Penicillium marneffei)
Fase micelial

Figura 61 - Talaromyces marneffei
(Penicillium marneffei)
Fase Leveduriforme

COLONIA: Textura aveludada inicialmente para pulverulenta. Coloragéo bem variada passando de
verde, cinza, amarelo e raramente roxo na superficie. O reverso geralmente incolor ou amarelado.

Algumas vezes pode aparecer uma coloracéo vermelha ou roxa.

MICROSCOPIA: Fase micelial: Hifas septadas, hialinas e ramificadas. Conidi6foro liso e ramificado

com 3 a 5 métulas. Conidios catenulados globoso e lisos. Fase leveduriforme: Células leveduriformes

ovais a elipticas fazendo a divisdo por cissiparidade.

PATOGENICIDADE: Causador de infeccdo no sistema linfatico, sendo também associados a
infeccdes oportunistas, principalmente pos-traumatica, queratite e muitas vezes relacionados a
paciente imunocomprometidos.
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Lacazzia loboi

2 m%y \ L 3
Figura 62 - Lacazzia loboi (KOH 20 %) Figura 63 - Lacazzia loboi (40x)
Lobomicose Lobomicose
COLONIA: Agente fungico nao cultivavel até 0 momento.

MICROSCOPIA: Nos tecidos, se apresentam como células globosas em forma de “lim&o” (ou com dupla
gemulagao em forma de ampulheta), simples ou em curtas cadeias
PATOGENICIDADE: Agente da lacaziose. Uma doenga cronica de pele e tecido subcutaneo,
caracterizada pelo desenvolvimento de um aspecto queloideforme e, algumas vezes, verrucoso em
infeccdes ulceradas.



Candidas sp
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Figura 65 - Clamidésporos
(Candida albicans)

Fonte: Neufeld, 2010

Figura 66 - Candida krusei
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COLONIA: Textura glabrosa, brancas e convexas. A
presenca de franjas em torno da periferia é, raramente,
visualizada. Com o tempo pode se tornar castanhas,
asperas.

MICROSCOPIA: Presenca de blastoconidios globosos e
ovoides e com paredes finas. Apresentam-se isolados ou
em cachos nas constricdes das pseudo-hifas
E observado a presenca de clamidosporos.
PATOGENICIDADE: Podem causar infec¢des locais e
disseminadas, especialmente em imunocomprometidos.
Infeccdes de pele, onicomicoses, orofaringite, vaginite sdo
algumas das doencas causadas.

Prova positiva do clamidésporo (vesiculas grandes, com
paredes espessas e com protoplasma denso que ajudam os
fungos a sobreviverem em ambientes hostis.

COLONIA: Achatadas e opacas e as mais antigas podem
apresentar uma franja de micélio ao redor da coldnia.
Coloragéo branca a amarela e sdo bem similares a Candida
albicans.

MICROSCOPIA: Células ovoides, alongadas ou cilindricas.
Presenca de pseudo-hifas com cachos de blastéporos
alongados, criando uma aparéncia de “palito de fésforo”.
PATOGENICIDADE: Relatos de isolamento em
endocardite, peritonite e infeccdes do trato urinario e
também vaginites. A resisténcia a fluconazol é
caracteristica.




Fonte: Neufeld, 2010
Figura 67 - Candida parapsilosis Complexo

Fonte: Neufeld, 2010
Figura 68 - Candida tropicalis

K . L D
Fonte: Neufeld, 2010
Figura 69 - Candida glabrata
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COLONIA: Colénias compactas e Umidas, com
topografia lisa ou rendilhada. Coloracao branca, brilhante
ao creme. Com o tempo as col6nias desenvolvem uma
rugosidade no relevo e sua periferia desenvolvem uma
coloracao marrom.
MICROSCOPIA: Blastoconidios pequenos e alongados.
Pseudo-hifas com cachos de blastéporos, criando
uma aparéncia de “palito de fésforo”.
PATOGENICIDADE: Tém sido isoladas em infec¢des
urinérias, pielonefrites, candidiase cutanea, otite, ceratite
e outros, sendo também agente de infec¢do nosocomial.

COLONIA: Textura glabrosa podendo ser Gmidas,
brilhantes e elevadas. Colora¢do do branco ao creme.
MICROSCOPIA: Apresentam Células alongadas,
globosas e ovoides. Pseudo-hifas longas e ramificadas,
originando blastéporos simples ou em cadeia e cachos
devido a presenca de constrigdo.
PATOGENICIDADE: Infec¢gbes na corrente sanguinea,

levando a fungemia. Vaginites, candidiase graves,
principalmente em pacientes imunocomprometidos.
Relacionadas a infec¢cdes nosocomiais.

COLONIA: Glabrosa, pastosas e suaves. Coloracdo
esbranquicadas podendo ser creme e brilhantes.
MICROSCOPIA: Leveduras unicelulares, esféricas e
ovoides, com simples gemulacdo terminal e sem
formacédo de estruturas denominadas psudomicélio.
PATOGENICIDADE: Isolados em infec¢Bes urinarias,
queratite, infec¢Bes profundas, associadas a cateteres
(biofilme).
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MEIOS CROMOGENICOS

CHROMagar - Candida

Fonte: Neufeld, 2010
Figura 70 -CHROMagar Candida

Coloracéo da col6nia: rosa opaco: Candida krusei, verde: Candida albicans,
branca/ r6sea: Candida parapsilosis, azul-cobalto: Candidatropicalis, violeta:
Candida glabrata.
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Cryptococcus sp

Figura 71- Cryptococcus sp - hanquim Figura 72 - Cryptococcus sp
(gemulando)

COLONIA: Glabrosa, mucoides e lisas. Coloragdo em agar Sabouraud de cor creme.
MICROSCOPIA: Blastoconidios unilaterais, e auséncia de hifas e pseudo-hifas.
Cryptococcus neoformans produz células gemulantes, globosa a ovais. Cryptococcus gattii,
produz células gemulantes, ovais, globosas ou em forma de limédo. Produzem células mais
alongadas, pseudo-hifas e micélio verdadeiro. A cipsula, observada por meio da preparacéo
com nanquim ou tinta da china tem espessura variavel.
PATOGENICIDADE: agente causador da doenga criptococose. Infec¢do que pode acometer
tanto pacientes imunocompetentes (C. gatti), quanto paciente imunocomprometidos (C.
neoformans). Por possuirem predilecdo pelo Sistema Nervoso Central, sdo agentes de
meningites, meningoencefalite. Também estdo envolvidos em pneumonias e lesdes
cutdneas. Outras possiveis manifestacdes, menos frequentes, sdo: comprometimento
ocular, articular e gastrointestinal.

OUTRO AGENTE LEVEDURIFORME

COLONIA: Textura glabrosa, mas pode ser raramente
seca. Coloracdo alaranjada a rosa palido. Reverso
branco-creme.

MICROSCOPIA: Presenga de Blastoconidios grandes,
redondos, elipsoides e gemulantes.
PATOGENICIDADE: Relatos de isolamento em
infeccdo pulmonar concomitante com tuberculose,
meningites e endoftalmite em pacientes
imunocomprometidos.
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Figura 73 - Rhodotorula sp
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Madurella sp
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Figura 75 - Madurella mycetomatis

COLONIA: Textura glabrosa para veludosa, planas e coriaceas. Coloragdo branco a
amarelo a amarelado-castanho, tornando-se acastanhado, dobrado e amontoado com a
idade, e com a formagcdo de micélios aéreos. Um pigmento marrom difusivel é
caracteristicamente produzido em culturas primarias. O Reverso apresenta coloragao
marrom-escuro. Crescimento das colbnias é lento.
MICROMORFOLOGIA: Na Madurella grisea, clamidésporos estdo presentes, mas
nenhum conidio é produzido. Madurella mycetomatis ocorre a formagédo de conidiéforos
com extremidades afiladas que sdo origem a conidios esféricos ovais. Formacao de hifas
septadas podendo também ser ramificadas com numerosos clamiddsporos.
PATOGENICIDADE: Agente de micetoma de gréo negro.
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LEVEDURAS / HIFAS
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Figura 76 - LEVEDURAS OU
BLASTOCONIDIOS

o

Figura 77 - HIFAS SEPTADAS HIALINAS
sem cor e assumindo a coloracdo do
corante utilizado na pesquisa.

Figura 78 - HIFAS SEPTADAS DEMACEAS
Hifas com cor castanha devido a
presenca de pigmentos melandides.

Figura 79 - HIFAS ASSEPTADAS OU
% CENOCITICAS - Hifas sem septos.
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EXAME DIRETO

Figura 80- Hifas septadas hialinas Figura 81- Material ungueal com
(exame direto — pele) esporos de Fusarium sp

Figura 82 - Malassezia sp Figura 83 - Hifas septadas demaceas e
(Células de leveduras ovoide com ramificadas.
gemulacéo polar)

Figura 84 - Hifas septadas e _ "
artrosporadas KOH + Tinta Parker Figura 85 - Artroconidios
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Hortae werneckii

Figura 86- Hifas septadas demaceas, Figura 87- Hortae werneckii.
apresentando-se sinuosas e espessas Leveduras cilindricas e escurecidas,
algumas septadas centralmente

COLONIA: Inicialmente mucoides, leveduriformes e preto brilhante. Contudo com a idade
desenvolvem micélios aéreos abundantes e tornam-se olivaceo escuro. Colbnias
apresentam como caracteristica serem de crescimento lento.
MICROSCOPIA: Hifas septadas e numerosas células semelhantes a leveduras de cor
marrom palido, cilindricas a fusiformes que se afilam em diregéo as extremidades. A maioria
das células semelhantes a leveduras também possuem septos pigmentados de cor escura
proeminentes.

Os conidios sdo de um a duas células, cilindricos a fusiformes, hialinos a marrom palido e
geralmente ocorrem em massas agregadas. Clamiddsporos e anelideos podem igualmente
surgir.

PATOGENICIDADE: Agente de infec¢cdo superficial conhecida como Tinea nigra.
Caracterizada por uma infeccdo superficial benigna que acomete o estrato corneo da pele.
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Malassezia sp

D

Figuras 88 - Malassezia furfur

COLONIA: Crescimento em meio suplementado com &cido graxos e incubados a 37°C com
crescimento de colénias semelhantes as de bactérias. Colbnias brilhantes, brancas e que podem
apresentar coloragéo com tom de bege com o] tempo.
MICROSCOPIA: Células de leveduras ovdide de gemulagdo polar. Formagdo de colarete no
local das gemulagdes. Hifas curtas e curvas. Aspecto tecidual tipico de “ macarrdo com
alméndegas” Corante KOH 10 - 20% + Tinta Parker (A, B e C) Aspecto tecidual. Corante: KOH
10-20% (D) - Coleta com fita adesiva

PATOGENICIDADE: Agente de Pitiriase versicolor (Tinea versicolor). Uma micose superficial
benigna e cronica. A Malassezia sp também esta envolvida em Pitiriase capitis, dermatite
seborreica, hiperqueratose e foliculite. Existem relatos de infeccdo disseminada em pacientes
em uso de nutricdo parenteral com lipidios.
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Piedras

PIEDRA BRANCA

Figura 89 - Piedra branca Figura 90 - Trichosporon sp (Agente
etiolégico de Piedra branca)

COLONIA: Textura glabrosa, com relevo variando de rugoso a cerebriforme. Coloracéo
Variando de colbnias brancas a creme. Reverso: Normalmente a coloragdo acompanha a
superficie.

EXAME DIRETO: Hifas septadas, hialinas ou levemente coradas e ramificadas, aderidas a
cuticula do pelo. Presenca de Artrésporos poligonais e blastéporos.
MICROMORFOLOGIA: Hifas septadas, hialinas e ramificadas com abundante producédo de
artrosporos podendo também apresentar estruturas denominadas de blastéporos.
PATOGENICIDADE: Causada pelo Trichosporon sp. Infeccdo com carater assintomatico,
benigno e de baixo contagio.




PIEDRA NEGRA

Figura 91 - Piedra negra Figura 92 - Piedraia hortae (Agente
etiolégico da Piedra negra)

COLONIA: Coldnia com textura glabrosa ou veludosa com centro epiculado tendendo a se tornar
cerebriforme. Periferia plana com bordas irregular. Reverso negro. Coloracdo castanho-
escuras, podendo se apresentar verde-oliva ou possuir uma coloragdo preta.
EXAME DIRETO: Nodulos negros, consistentes, fortemente aderidos & cuticula do pelo.
Constituido por hifas marrom-escura e artrésporos retangulares. Como caracteristica os ascos
contém 2 a 8 ascosporos curvos e fusiformes com filamento polar nas extremidades.
MICROMORFOLOGIA: Hifas septadas e ramificadas, de paredes espessas com numerosos
clamidosporos e intumescéncias intercalares. Artrésporos retangulares formados pela
fragmentagdo do micélio. Numerosos ascos contendo 2 a 8 ascOsporos curvos, fusiformes
apresentando caracteristicamente filamentos terminal nas extremidades.
PATOGENICIDADE: Feohifomicose superficial. Agente etiolégico Piedrae hortae, um fungo
deméceo. Infeccdo caracterizada pelo aparecimento de nédulos endurecidos e escuros nos
pélos. Doenca benigna, crénica de baixo contagio.
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16 ATLAS DE HISTOPATOLOGIA DAS MICOSES

Dermatofitose

Geralmente as infec¢Bes causadas por dermatéfitos afetam somente as camadas
superficiais atingindo pele e unha e observa-se a presenca de hifas septadas
hialinas coradas por Hematoxilina e Eosina (HE) ou Acido Periédico de Schiff (PAS).

Figura 93 - Dermatoéfito. Hifas
septadas hialinas. (PAS 40x)

Hialohifomicose

Observa-se a presenca de hifas, hialinas septadas ou com ramificacdo
dicotbmica. Nao possivel fazer nenhuma identificacdo do agente
etiologico. As coloraces mais utilizadas sdo: Gram, PAS e HE.

Figura 95- Hifa, septadas hialinas,
ramificadas e dicotdmicas. (HE 40x)

Figura 94- Hifas septadas e
ramificadas. GRAM
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Figura 96- Hifas com ramificagéo ou e
sem ramificacdo dicotdmica. direcionadas. (PAS 10x)
Aspergilose.
(Prata-Metanamina 10x).

Colonizacao Fungica Intracavitaria. Aspergiloma (Bola fungica)

Colonizacéao localizada (geralmente Aspergillus fumigatus) em um
espaco pré-existente na cavidade pulmonar, formado naturalmente ou
resultante de alguma doenca pulmonar pré-existente.

Figura 98- Aspergiloma (Bola Fungica). Presenca
de cabecas aspergilares e conidios em alvéolo
pulmonar. (Prata — Metanamina.10x).
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Feohifomicose

InfeccBes causadas por fungos demaceos e evidenciadas nos tecidos
pela presenca de hifas pigmentadas, comprimento variavel, ramificadas
ou néo.

Figura 99- Hifas demaceas e Figura 100- Feohifomicose no couro
ramificadas. (HE 40x) cabeludo. (Prata-Metanamina. 10x)

Cromoblastomicose

Presenca de células muriforme, apresentado como um corpusculo
acastanhado, em geral disposto aos pares. Conhecidos como
corpusculos escleréticos ou corpusculos fumagoides.

Figura 101- Corpos fumagoides os Figura 102- Corte histolégico. Corpos
pares. (HE, 20x) fumagoéides. (PAS, 40x)
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DIMORFICOS

Histoplasma capsulatum

Figura 103- Blastoconidios bem Figura 104- Presenca de fungo confirmada
evidenciados. (PAS 40x) pelalamina corada Leveduras ovoides.
Vacuolo intracelular e massa
protoplasmética em forma de meia lua na
extremidade maior. (Prata-Metanamina 40x)

Paracoccidioides brasiliensis

Figura 105- Células de leveduras Figura 106- Células de levedura de
multibrotantes. (Prata-Metanamina.40x) parede dupla com base de insercéo
estreita entre a célula parental e a célula
filha. (HE 20X)
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Sporothrix schenckii Complexo

Figura 107- Células de leveduras com Figura 108- Presenca de corpos
presenca de hifas. (PAS 20x) asteroide. (HE 20x)

Coccidioides immitis/ C. posadasii

Figura 110- Esférulas repletas de
(HE 20x) enddsporos. (PAS 20x)
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Lobomicose (Lacazzia loboi)

Figura 111- Células globosas, com Figura 112- Células em forma de
cadeias lineares ou ramificadas. “limao”, ou com dupla gemulagdo em
(Prata-metanamina 10x) forma de ampulheta. (PAS 10x)

Organismo ndo-fungico associado: Rhinosporidium seeberi

A principal caracteristica é a presenca de cisto repleta de trofozoitas (elementos
parasitarios) em seu interior. Antes considerado fungo, hoje é classificado como um
protista aquatico do reino Protozoae. Pode ser confundido com Coccidioides
immitis, porem as esférulas de Rhinosporidium sp sdo bem maiores.

b AT A .:',‘:.'4
Lonte N a8 L N

Figura 113- Esférulas ostioladas com
endosporos. (HE 10x)
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Cryptococcus sp

Nos tecidos os Cryptococcus sp aparecem na forma de células
esféricas e com a tipica capsula, porém nem sempre observavel,
podendo levar a confusdo com outro fungo, Histoplasma sp

Figura 115- Acentuado espessamento
da parede. Cépsula fortemente corada.
(Alcian Blue 20x)

Figura 114- Células globosas e ovais,
algumas gemulando. (HE 10x)

Figura 116- Numerosas células globosas
e capsulas bem caracterizadas.
(Mucicarmim de Meyer 20x)
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Micetoma

Filamentos miceliais entrelacados (formando colbnias) e
clamidosporos com cor variando de acordo com a espécie envolvida.

~ g - = L5
Figura 117- Presenca de hifas na periferia do gréo.

Figura 118- Formas arredondadas e entrelagamento
visivel na periferia do gréo.
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Reacao de Splendore-Hoeppli

Reacdo antigeno-anticorpo que rodeia intimamente, por meio de
intenso material eosinofilico, a célula Fungica.

= =
= <5

Figura 119- Reacao de Splendore- Hoeppli. Pode ser
encontrada na esporotricose, coccidiomicose,
micetoma, entre outros.
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

O processo de formacdo profissional tem sido alvo de importantes
discussbes e a necessidade de desenvolver novas estratégias que favorecam a
melhoria da qualidade do ensino, e agrupar expertises tem sido amplamente
debatida (MACEDO, 2017). Para que o desenvolvendo profissional na area de
medicina laboratorial seja realizado da melhor maneira possivel, um fundamental e
necessario recurso € a implantacdo de bons materiais de apoio
académico/profissional, como livro-atlas, por exemplo, sendo esse de grande auxilio
na formacdo de analistas criticos e conscientes a respeito do tema micologia
meédica, contribuindo, principalmente, no seguimento profissional e de ensino
aprendizagem (ELLER; BORTOLI, 2017).

Em consonancia com o pensamento de Costa e Vandesmet (2019), a
utilizacdo de um texto com imagens permite que os alunos e professores criem uma
estratégia de estudo por comparacao, facilitando a absorcado das informacdes, e
sendo, dessa forma, um importante ponto de apoio no desenvolvimento e, no caso
em questado, do reconhecimento das estruturas micolégicas, fato imprescindivel na
pratica diaria.

De acordo com Xavier et al. (2009), o estudo dos fungos e suas
particularidades, principalmente quando o objetivo é o diagndstico micolégico
médico, tem efeito investigativo, sendo necessaria a analise de diversas
caracteristicas para que o microrganismo seja identificado corretamente.

Em uma reviséo recente, Restrepo e Cardona-Castro (2018) demostraram a
importancia dos métodos micologicos por meio da realizagdo de protocolos
especificos, tendo como objetivo o reconhecimento mais preciso do agente
etiolégico fungico. Uma avaliacdo mais detalhada, e respeitando todos 0s processos
para identificacéo, é de fundamental importancia, ja que diminui a possibilidade de
erros de liberacdo de fungos do ambiente que possam contaminar acidentalmente
a amostra, levando a resultados equivocados, conforme relatados por Silva (2014).

Kavanagh (2017) deixa bem esclarecida a ideia de que a capacidade dos
fungos de causar infec¢do pode ser considerada como uma ocorréncia acidental,

pois, na verdade, os fungos sao eximios decompositores e, devido a isso, ndo
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desenvolveram expertises suficientes para serem considerados bons patdgenos.
Porém, Arango e Morengo (2012) e Quinddés (2015) lembram que o aumento de
uma populacdo de imunocomprometidos, também muito relacionado aos avancos
da tecnologia médica, permitindo uma maior sobrevida desses pacientes, trouxe um
cenario de infeccbes por fungos oportunistas, jA que o individuo se encontra
desprovido de defesas, principalmente a imunidade celular.

Outra informacdo importante, citada por Geraldino et al. (2012), € a
ocorréncias de fungos com capacidade patogénica. Temos como exemplo 0s
fungos dimoérficos, assim chamados devido a propriedade de assumir morfologias
diferentes dependendo de condicéo termo - nutricional. Nemecek, Wuthrich e Klein
(2006), explicam que os fungos dimorfico sdo considerados patdégenos primarios,
pois possuem alguns fatores de patogenicidade, permitindo que sejam capazes de
provocar doenca sistémica em individuos imunocompetentes. Associado a ideia de
fungos causadores de infeccéo primaria tem-se os dermatoéfitos e o Cryptococcus
gattii, também importantes agentes de infec¢cBes em pacientes imunocompetentes
(BROWN, D.G, et al., 2012).

Em relacdo ao ambiente laboratorial, para que o servico de micologia médica
e seus protocolos sejam realizados da forma mais eficiente possivel, um ponto
importante e fundamental é o local onde todo o processo ird ocorrer e, para isso, 0
laboratério precisa estar estruturado, respeitando 0s requisitos necessarios para o
funcionando de acordo com a legislagdo vigente (ALADO, 2010; AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2013). Como descrito por Simas e
Cardoso (2008), o laboratorio é um sistema complexo e com muitas variaveis para
serem analisadas, tal como: espaco fisico, questdes sobre biosseguranca,
documentos necessarios para o funcionamento, recursos materiais, recursos
humanos e um adequado controle de qualidade.

A ANVISA, érgdo normatizador do Ministério da Saude, determina, por meio
da RDC n° 50/2002 condutas de acgéo para a formacgéao de um ambiente adequado
para o funcionamento do servico de micologia médica (BRASIL, 2002). De acordo
com Filho (2018), o ambiente fisico laboratorial ndo é tratado de forma muito
consolidada na literatura, principalmente, quando relacionado a um servico
especifico, como o setor de Micologia Médica. Dessa forma, a vivéncia profissional
associada a disponibilidade de documentos especificos produzidos “in door”

acabam sendo determinantes para o adequado funcionamento do laboratério.
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Um outro tema importante relacionado ao servico de analises micologicas é
a biosseguranca que, segundo Wooley e Byres, (2017) deve ser tratada com muita
reponsabilidade, pois envolve questbes fundamentais n&o somente aos
profissionais de saude como também ao meio ambiente. A prépria ANVISA (2013)
determina as ac¢fes voltadas para minimizar os riscos e agravos, devendo essas
recomendacdes serem consideradas com o objetivo de promover a manutencao e
0 bem-estar ocupacional.

Simas e Cardoso (2008) explicam a necessidade de se preocupar com a
possibilidade de contaminacao por agentes bioldgicos, justificando a importancia do
conhecimento de procedimentos de biosseguranca. Hirata et al. (2012), relatam os
niveis de seguranca que devem ser adotados para o trabalho com os
microrganismos, de acordo com as classificacdes de risco, que variam de nivel de
seguranca | a nivel de seguranca IV.

De acordo com Rojo-Molinero, (2015), os fungos sdo microrganismos de
facil disperséo (através dos esporos), no meio ambiente, e a possibilidade de uma
contaminacdo, podendo ser também por meio de um trauma, € algo possivel de
acontecer, principalmente por conta da fragilidade imunolégica de um hospedeiro
susceptivel.

Diante dessas informacdes, Alado (2010) e Carlos et al. (2009), orientam que,
para se trabalhar com os fungos, apesar de a maioria ser classificada como agentes
de nivel de seguranca classe Il, é interessante que os laboratérios de micologia
meédica tenham a perspectiva do trabalho em nivel de biosseguranca classe lll, ja
gue a seguranca bioldgica esta associada com o agente bioldégico de maior nivel.
Assim sendo é necessario considerar 0os processos imigratérios, tdo recorrentes
hoje em dia e que possuem envolvimentos com os isolados dos chamados fungos
emergentes, entre eles os fungos dimoérfico, por exemplo.

Importa mencionar que os fungos estéo relacionados a diversas infeccoes,
em diferentes 6rgdos e tecidos, entre elas podem ser citadas lesdes de pele,
superficie mucosa e infec¢des invasivas, que acometem multiplos 6rgaos internos
(KIM, 2016). Winn, et al. (2008), relatam que procedimentos incorretos podem ser
prejudiciais no isolamento do agente. Por conta disso, informagdes e orientagdes
sobre o uso prévio de medicamentos, a coleta adequada das amostras nos diversos

sitios a serem pesquisados, os procedimentos de armazenamento, cultivo e
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identificacdo do agente etiologico sdo fundamentais para que haja sucesso na
recuperacédo do agente fungico (LEBER, 2016).

Pantén (2002) afirma que o processamento das amostras deve respeitar
certas prioridades. Moya et al. (2017) corrobora essa assertiva, pois comenta que
amostras, como liquor, hemocultura e outros liquidos de cavidades estéreis
precisam ser processadas 0 mais rapido possivel, através de técnicas como exame
direto, por exemplo, determinando, em muitos casos, o inicio da terapia do paciente.

Diversos métodos podem ser utilizados com o intuito de realizar o diagndstico
para esses patdgenos, sendo que o crescimento em cultura ainda se mantém como
a técnica padrao ouro (LOPES; SOUSA; TOMAZ, 2007).

As amostras devem ser processadas de acordo com suas caracteristicas.
Gardeweg (2012), por exemplo, orienta que as amostras de couro cabeludo devem
ser representativas, principalmente quando ha presenca de escutulas de Tinea
favosa. A adequada orientacdo para a coleta de amostras se estende a todos os
outros espécimes clinicos e cabe ressaltar que o documento M54-A do Clinical
Laboratory Standart Institute (CLSI) disponibiliza todos o0s protocolos de
processamento das amostras destinadas ao estudo micologico (CLSI, 2012).

Em muitos casos, ha a necessidade da utilizacdo prévia de KOH em
concentracfes que variam de 10% a 40%, cujo objetivo é proporcionar a digestao
de substancias que possam interferir na visualizacdo de elementos flingicos
(RESTREPO; CARDONA-CASTRO, 2018).

Outro recurso muito utilizado na micologia médica, segundo Baron et al.
(2013), € a associacao do procedimento de cultura com o método de histopatologia.
De acordo com Guarner e Brandt (2011), a histopatologia € uma ferramenta
diagnéstica muito importante, inclusive nos casos onde é dificultado o isolamento
dos fungos em meios de cultura tradicionais, fornecendo informacfes sobre a
resposta inflamatoria, produzida no tecido, a causa da lesdo e a observacdo das
estruturas fungicas através de técnicas especificas de coloracdo, podendo ser
citado como exemplo a técnica de metenamina de prata de Grocott-Gomori (GMS).

Bonifaz (2015) comenta sobre a utilizagdo da sorologia como recurso na
determinacdo do prognostico e monitoramento da eficacia terapéutica. Kaufman e
Reis (1985), também consideram a sorologia como uma ferramenta proveitosa na
deteccdo de antigenos fungicos (pacientes imunocomprometidos) e anticorpos

(pacientes imunocompetentes) produzidos no desenvolvimento da infecgao.
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Antes de tudo, cabe ressaltar que a dinamica de um laboratorio de micologia
meédica deve estar baseada em rigidos controles de qualidade, para assegurar que
os laudos sejam precisos e confiaveis (PEMAN; MARTIN-MAZUELO; CALVO,
2007). E importante mencionar que 0S processos micolégicos precisam ser
monitorados e nessa linha de raciocinio, os controles interno e externo desenvolvem
este fundamental papel (FISHER; DOLT, 2002). A propria legislacao, por meio da
RDC 302/2005 determina que os laboratérios passem por programas de
proficiéncia, que permitam atestar a qualidade de todos os exames realizados
(BRASIL, 2005). Esse controle se torna muito necessario, em um laboratério de
micologia médica, pois a dificuldade, por exemplo, na identificacéo fenotipica requer
treinamento especifico e ostensivo para que se conduza a resultados mais
confiaveis e fidedignos (FISHER; DOLT, 2002).

De fato, Fisher e Dolt (2002) esclarecem que na formacéao do profissional de
laboratorio existe uma falha em relacdo ao conhecimento de metodologias simples.
Contribuindo para um diagnéstico fangico de baixa qualidade, também est4 a
formagcdo micoldgica deficiente dos profissionais de laboratorio. Isto € muito
favorecido pelo negligenciamento acerca da micologia médica, mesmo na época
dos pacientes imunocomprometidos (Neufeld, 1999).

Essa informacédo pode ser observada em um estudo produzido por Costa e
Levin (2007), que realizaram um Inquérito Nacional, tendo como alvo, alguns
laboratérios de microbiologia do pais, onde se observou que o tema micologia era
pouco citado. Neste estudo, todavia, 0s topicos infra-estrutura e recursos humanos
faziam referéncia ao assunto.

Devido a toda essa problematica, a aplicacao de recursos de ensino com o
uso de imagens para ensino micolégico, € de fundamental importancia, pois essa
ferramenta associada a teoria, facilita o aprendizado, melhorando a fixa¢ao de todo
o conteudo ministrado e fomentando a capacidade investigativa do aluno. A
utilizacdo de recursos pictéricos é uma estratégia Gtil para a pratica de ensino e
aprendizagem em micologia, pois a forma de trabalho no laboratério se baseia no
estudo da morfologia fungica (PEREIRA; COUTINHO, 2017).

Como observado por Zhao et al. (2012), o uso de imagens permite um ganho
na aprendizagem, fornecendo um treinamento mental, principalmente quando existe

relacdo na pratica diaria.
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Na area da medicina e odontologia, alguns autores tém desenvolvido
materiais didaticos que estimulam a aplicacdo de principios e praticas de
diagndstico com impacto positivo na atencéo ao paciente (CHAMBERLAIN; YATES,
2000; LOWE et al.,2001). De acordo com Brahler (2002), o tipo e a qualidade das
tecnologias didaticas podem promover o pensamento critico, melhorando a
capacidade dos profissionais em analisar, avaliar, questionar, investigar, divergir,
argumentar e experimentar.

Ainda na odontologia, laves et al. (2015) demonstram que estratégias de
ensino- aprendizagem, como o0 uso de tecnologia de informacéo, favorecem a
compreensao do conteudo, constituindo-se em recurso de grande importancia no
processo de ensino. Em associacéo, a elaboracdo de um texto informativo, rico em
detalhes, permite o aprendizado de conceitos e definicdes que sédo fundamentais
para um entendimento integral dos temas ensinados.

Esse fato é corroborado por Peres (2012), quando salienta que o exame
microscépico é uma etapa de grande importancia para a Micologia médica, pois
atraveés das analises realizadas em microscopia associadas a utilizacdo de um atlas
(sendo em muitos momentos indispensavel), € possivel promover o estudo das
estruturas vegetativas e reprodutivas dos fungos, permitindo, dessa forma, um
direcionamento adequado para a identificacdo dos agentes micologicos.

Diante do exposto, o acesso a materiais escritos e imaginogréaficos é
importante para incentivar revisbes e reforcar conhecimentos aprendidos na
formacdao regular ou durante a pratica profissional (DONNELLY; AGIUS, 2005).

O material didatico que foi elaborado visa, exatamente, produzir um aumento
no nivel de conhecimento, bem como estimular o pensamento critico, para o

estabelecimento de um diagndstico micoldgico efetivo.
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