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Apresentacao

A evolugio tecnoldgica em todos os 4mbitos tem levado a profundas mudancas
no conhecimento dos microrganismos responsaveis por doengas humanas, incluindo
os fungos. Isso implica conhecimento de novos agentes e reclassificagio dos ja conhe-
cidos como patdgenos.

A micologia dos dias atuais tem significativa importincia quanto a frequéncia
com que ocorrem as infecgdes fungicas nas patologias humana e animal com o ad-
vento da Aids e dos transplantes de 6rgidos — em todas as dreas da medicina podem
ocorrer doengas fiingicas, oportunistas ou nao.

Nesse contexto, o diagnéstico micologico € de extrema importancia para o con-
trole das micoses. Em alguns casos € considerado dificil de ser conclusivo, o que se
deve a gama de fungos existentes, a emergéncia de novas espécies e a constante mu-
danca de nomenclatura, o que dificulta o reconhecimento no meio clinico. O ensino
de micologia, nas dreas que lhe sdo destinadas, a pesquisa e o bem-estar do paciente
merecem toda a atengdo dos profissionais da satide. Os laboratérios de patologia cli-
nica sao os responsaveis pela maioria dos diagndsticos micolégicos.

Este manual foi elaborado com o objetivo de contribuir para a formacao de novos
profissionais na drea da satude. Aborda e sintetiza a epidemiologia e a clinica das mi-
coses, bem como todos os passos na rotina de diagnostico micolégico no laboratério.
Pretende-se oferecer aos estudantes da drea da saide e aos profissionais atuantes nos
laboratérios de patologia clinica condicoes de realizar satisfatoriamente o trabalho
em micologia, voltado para o aspecto clinico e laboratorial e tendo como consequén-
cia o diagndstico, fundamental para o sucesso terapéutico.



Prefacio

As epidemias sdo conhecidas hia muito tempo, desde antes de Cristo. O que nio
se sabia era o diagndstico, pois eram coisas inexplicdveis, como “intervencoes do de-
monio” e “castigos de Deus”.

Com o passar do tempo houve a invengdo do microscépio e o avango nos conhe-
cimentos técnicos, que permitiram mudangas no conhecimento da ciéncia e, conse-
quentemente, dos fungos. A ciéncia evoluiu, e novas técnicas foram incorporadas.
Foram identificados novos agentes fingicos e, consequentemente, novas doencas sur-
giram, em alguns casos mais agressivas, em razio do comportamento desses novos
agentes. Além disso, com a sobrevida dos pacientes imunocomprometidos, a micro-
biologia médica passou por um processo de reorganizagio e reestruturagio.

Na natureza tudo ¢ dindmico, ndo se pode afirmar que existe a ciéncia exata
quando se pensa em satde. Pois o que ¢ hoje pode passar a ndo ser mais amanha. O
homem faz e ele mesmo desfaz.

Ainda falta muita informagdo sobre a micologia médica para alunos e profissio-
nais da drea da satide. Atualmente ela convive com os agentes fiingicos emergentes.
Esta obra tenta contribuir, com o saber de dois doutores da drea, para servir a clini-
cos, micologistas, infectologistas, dermatologistas, patologistas clinicos e outros, bem
como os estudantes de medicina, farmdcia, biomedicina, odontologia e outras dreas
da sande.

Micologia no laboratério clinico é um livro especializado que foi iniciado por dois
profissionais — um professor e seu assistente — na edi¢do de Bacteriologia e micolo-
gia no laboratério. Obra simples e com poucos contetidos, mas que marcou o inicio
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de um desafio em descrever a vivéncia prética no laboratério de patologia clinica ao
longo dos anos e atualmente também com a docéncia. Essa obra se transformou em
um livro-texto com uma forte correlagio entre a clinica das micoses e o diagndstico
micolégico.

Essa busca de conhecimento seguido de ensino é uma constante dos profissionais
que decidiram ser mestres e se dedicam a vida académica. O professor tem um impor-
tante compromisso com a comunidade cientifica, académica e profissional para que
cada um possa desempenhar suas fungdes especificas com informagdes atualizadas.

Micologia no laboratério clinico se propée a fazer isso. E uma fonte atualizada de
informagdes que procura organizar de forma clara tudo o que é importante e necessa-
rio para o profissional médico ou para o diagnostico micoldgico, ou seja, € uma obra
clinico-laboratorial.

Esperamos que esta obra tenha vida longa e seja constantemente atualizada, de
forma que todos a aproveitem da melhor maneira.



Capitulo 1

Consideracoes gerais

INTRODUCAO

A micologia, durante muito tempo, foi deixada para segundo plano pelos profis-
sionais da ciéncia médica. Fato que contribuiu para a falta de diagnostico adequado
em doengas causadas por fungos, cujos microrganismos pertenciam ao reino vegetal,
dadas as caracteristicas estruturalmente semelhantes aos vegetais. Tudo isso gerou
uma confusdo de sinonimias das espécies fiingicas e do imenso glossério de diferentes
palavras que descrevem estruturas semelhantes.

A micologia médica humana comegou a surgir com as observagoes de Schoen-
lein, Langenbeck e Gruby, em micoses superficiais, a partir de 1839. No principio do
século XX, Sabouraud deu inicio a micologia dermatolégica ao confeccionar o livro
considerado o primeiro compéndio da especialidade: Les feignes, em 1910. Entre 1930
e 1940, nasceu o conceito de micose doenga e micose infecgao. Por volta de 1950,
surgiu o interesse por infec¢oes micoticas ocasionais (hoje, micoses por fungos opor-
tunistas) como consequéncia do progresso da terapéutica que disponibiliza antibioti-
cos, corticosteroides e citostdticos, valiosos no combate as doengas a que se propoem,
mas muitas vezes responsaveis pelo desequilibrio imunolégico, abrindo portas de en-
trada para fungos normalmente saproéfitos (saprobios), mas agressivos ao defrontar
um organismo desaparelhado para a defesa.
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Foi em 1969 que Whittaker propds um reino a parte, o reino Fungi, ao perceber
que os fungos ndo atendiam as caracteristicas bdsicas do reino vegetal, como pro-
dugio de quitina e ndo de celulose em sua parede celular, auséncia de fotossintese,
armazenagem de glicogénio e nio de amido. Atualmente, os fungos sdo considerados
microrganismos eucariotos e estudados na micologia. Uma ciéncia ampla que envol-
ve micologia vegetal, industrial, genética, médica, entre outras. A micologia médica
estuda os fungos de interesse para medicina humana e animal. Algumas doencas cau-
sadas por bactérias e algas, nas quais a clinica ndo difere das doencas fiingicas, tém
sido estudadas também na micologia.

Os fungos tém um papel importante no ecossistema, pois sdo degradadores de
matéria orgdnica. Sdo mantidos a partir de matéria organica morta, em decompo-
sicdo ou de seres vivos na forma de simbiose. Portanto, necessitam dos compostos
organicos vivos (parasitos) ou mortos (sapréfitas) como fonte de carbono e sdo, na
maioria, aerébios. Quando o fungo se apresenta como parasita, o ser vivo parasitado
sera prejudicado. O exemplo dessa situacido sio as doengas causadas pelos fungos
conhecidos como micoses.

Os fungos existem em toda a natureza, no solo, no ar, na dgua, na poeira domés-
tica e agricolas, nas plantas, nos troncos apodrecidos, nas frutas, no leite, no panta-
no e outros, onde desempenham papel importante no ciclo da vida; alguns sdo tteis
na indistria de medicamentos, alimentos, bebidas, quimica, na pesquisa cientifica;
e outros sdao patégenos para plantas, animais ou o homem. Os que vivem no solo, e
ocasionalmente parasitam o homem ou animais, sdo geofilicos, os que parasitam os
animais sdo zoofilicos e os do homem antropofilicos.

A maioria dos fungos é saprdfita e poucos sdo capazes de provocar doengas em
plantas, animais ou no homem. Um fungo saprofita, no entanto, nao € definitivo, sua
adaptacdo as condigbes particulares, locais ou gerais, pode lhe fornecer condicoes de
patogenicidade. Sao definidos como patdgenos primarios ou oportunistas.

Fungo patégeno primdrio, segundo Rippon (1988), é aquele capaz de invadir teci-
dos sadios, multiplicar-se e provocar dano tecidual no hospedeiro imunocompetente.
Os fungos dimérficos apresentam esta capacidade, fungos capazes de modificar sua
estrutura morfolégica conforme a temperatura em que se encontram no ambiente,
no tecido humano ou animal. Sua distribui¢ao geografica € restrita e limitada a dreas
endémicas.

Fungo oportunista é aquele que causa doenc¢a no homem, quando um ou mais
sistemas de defesa estdo alterados. Sdo cosmopolitas e estdo distribuidos em intimeros
géneros e espécies. Existem mais de 100 mil espécies de fungos conhecidas e identi-
ficadas na natureza, destas apenas cerca de 200 foram identificadas como agentes de
doenca humana ou animal.
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As micoses sio consequéncia da implantagio direta do fungo na pele ou na muco-
sa através de traumatismo local com material contaminado (madeira, picada de inseto,
aves e outros) ou por inalacdo. Para que o processo infeccioso se instale é necessdrio
que pelo menos um dos lados do binémio parasita-hospedeiro esteja comprometido,
ou seja, depende da viruléncia do agente flingico e da capacidade de luta do hospedeiro
em se defender. Os individuos imunocomprometidos sdo mais suscetiveis em perder
essa luta, ao passo que nos imunocompetentes, as infeccoes flingicas sdo ocasionais.

O diagnéstico do fungo responsavel pela micose envolve alguns critérios como
seu isolamento em sitios estéreis e sua habilidade em crescer entre 35 e 37°C. Com
raras excegoes, todo fungo que infecta o homem é capaz de crescer entre 35 e 37°C.
Sao geralmente sensiveis aos agentes antimicoticos e resistentes aos antibacterianos.

O estudo das micoses pelos aspectos clinico e laboratorial tem papel fundamental
no sucesso terapéutico. O diagndstico de uma infecgao fliingica envolve a combinagio
de dados clinicos e laboratoriais. Os critérios clinicos sio muito variados e na maioria
das vezes presuntivos, restando para o laboratério o diagnéstico final da micose. No
laboratdrio, para confirmar a doenga fiingica é preciso verificar:

= Presenca do fungo no material examinado no exame direto e na cultura.
= Presenga de resposta imunoldgica quanto ao agressor.
= Presenca do antigeno e seus metabdlitos nos liquidos e nos tecidos.

MORFOLOGIA

Os fungos microscépicos sdo aclorofilados, ndo possuem pigmentos fotossintéti-
cos, sao capazes de absorver energia luminosa para utiliza-la na sintese de compostos
orgdnicos, mas sdo heterotroficos porque aproveitam a energia contida nas ligagoes
quimicas de nutrientes. Sao eucaridticos porque apresentam uma membrana nuclear
que envolve os cromossomos e o nucléolo. Sdo uni a multicelulares, com reproducio
sexuada e assexuada. Os fungos apresentam estruturas morfol6gicas formadas de fila-
mentos ou hifas e esporos, estruturas de reprodugédo. O corpo de um fungo ¢ denomi-
nado talo. Sua classificagdo se baseia na estrutura de reprodugéo formada a partir da
reprodugdo sexuada e assexuada. Atualmente, as técnicas de biologia molecular tém
tornado possivel a classificacio dos fungos de forma mais precisa, mesmo na auséncia
de estruturas reprodutivas.

Quanto a identificagdo, os fungos apresentam estruturas morfologicas macro e
microscopicas quando observados no microscépio 6ptico, sendo divididos em dois
grupos: as leveduras e os bolores, ou fungos filamentosos. A levedura é definida mor-
fologicamente como uma célula que se reproduz por brotamento, cissiparidade ou
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gemulagio. Sio geralmente unicelulares e formam col6nias circulares, pastosas ou
mucoides. Os bolores sio multicelulares, constituidos pelas hifas, que se interligam
e formam o micélio, que resulta em colénias filamentosas, podendo ser algodoadas,
aveludadas ou pulverulentas e apresentam pigmentacio variada - branca, bege, mar-
rom, vinhoso e outras. Algumas espécies de fungos apresentam melanina na parede
celular, conferindo resisténcia aos raios ultravioleta e a enzimas liticas, produzidas
por outros microrganismos. Esses fungos sao denominados demaceos.

Hifa

A hifa é uma por¢ao do talo ou do corpo vegetativo que pode ser verdadeira ou
falsa. A hifa verdadeira cresce sem interrupgio a partir da germinacdo de um esporo,
apresenta vdrios aspectos - ¢ espessa ou pleomorfica, septada ou continua (cenociti-
ca). A hifa falsa ou pseudo-hifa € constituida por uma série de estruturas assexuadas
denominadas conidios ou blastoconidios, que permanecem aderidas umas as outras,
formando filamento semelhante a hifa. Desenvolve-se inicialmente pelo brotamento
ou pela gemulagio do primeiro blastoconidio e, os demais, originam-se por brota-
mentos sucessivos, unem-se e formam uma cadeia, semelhante 4 hifa verdadeira, po-
rém com sitios de constri¢do nos pontos dos brotamentos.

Quanto a coloragdo, as hifas apresentam-se hialinas ou claras (mucedineas) e es-
curas ou negras (demdceas). O conjunto de hifas denomina-se micélio vegetativo,
cuja fun¢io € a assimilagdo de alimentos, a fixagio em substratos e a formacgdo de ele-
mentos de frutificagdo, gerando o micélio reprodutivo. Excepcionalmente, o micélio
vegetativo tem também a func¢do reprodutiva, o que ocorre nas leveduras.

O micélio vegetativo pode ser dividido em unicelular, as leveduras, e multicelular
ou filamentoso.

= Micélio unicelular (Figura 1): é caracterizado pelas leveduras constituidas por cé-
lulas arredondadas, ovoides ou alongadas - os blastoconidios. Exerce também a
fungdo de reprodugio. As leveduras se multiplicam por cissiparidade, brotamento
ou gemulagio, podendo gerar as pseudo-hifas ou eventualmente hifas verdadeiras.

= Micélio multicelular ou filamentoso (Figuras 2 e 3): é constituido pelos bolores
contendo hifas septadas, continuas (cenocitica) ou espessas e pleomorficas.

Esporo

Nos fungos filamentosos, 0 micélio vegetativo se transforma em determinados
pontos, em uma estrutura de reprodugio, dando origem ao micélio reprodutivo. Este
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Figura 1 Hifa unicelular e pseudo-hifa.

Figura 2 Hifa continua ou cenocltica.

Figura 3 Hifa septada filamentosa.
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tem a fungdo de preservacio e disseminacdo da espécie, mediante a formacao de es-
poros. E, portanto, o esporo o elemento inicial e final do ciclo de vida do fungo.

Os esporos ou propagulos sdo as unidades de reprodugio dos fungos e podem ser
hialinos, pigmentados, simples, septados, lisos, verrucosos ou ciliados. Apresentam
varias formas que podem definir a identificacdo do fungo em género e espécie. Tém
origem sexuada e assexuada e podem ser endosporos ou ectosporos, dependendo de
como sdo formados. A identificacdo dos fungos é feita pelo estudo do tipo de esporu-
lagdo e da maneira como sdo gerados os esporos.

Esporos sexuados

* Endosporos: sio formados no interior de células (ascos) e denominam-se ascos-
poros.

= Ectosporos: formam-se na extremidade de uma hifa fértil (basidio) e denominam-
-se basidiosporos.

Esporos assexuados

= Endosporos: formam-se no interior de estrutura chamada esporangio e denomi-
name-se esporangiosporos (Figura 4).

= Ectosporos: sio formados na extremidade de hifas especiais (conidioforo) (Figura
5) e denominam-se conidios; dependendo da forma morfolégica sdo denomina-
dos blastoconidios, artroconidios e outros.

Figura4 Endosporo assexuado.
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Figura5 Ectosporo assexuado.

Excepcionalmente formam-se em qualquer parte do micélio vegetativo e sdo de-
nominados conidios sésseis.

A formacdo conidioforo-conidio, as vezes, € realizada nas estruturas de frutifica-
¢do, denominadas picnidios.

Alguns fungos filamentosos em condigdes ambientais entre 25 e 30°C sdo obser-
vados na forma de bolor; em parasitismo entre 35 e 37°C, apresentam-se na forma de
levedura. Esses fungos sao determinados dimérficos e sdo patégenos para o homem.

Alguns fungos, quando mantidos em cultivo por longo tempo, pleomorfizam e
perdem suas caracteristicas morfologicas de identifica¢do, exemplo que ocorre com
os dermatofitos.

CLASSIFICACAO

A classificagdo taxonémica dos fungos ¢ feita de acordo com as caracteristicas
comuns nos niveis taxondmicos e fisiolégicos, mas tem muito pouco valor no labo-
ratério clinico. Sdo vdrias as classificagdes propostas para o reino Fungi, sendo que a
de Wittacker (1969) classifica o reino Fungi em cinco filos: Zygomycota, Ascomycota,
Basidiomycota, Deuteromycota e Mastigomycota (Tabela 1).

= Filo Zygomycota: apresenta micélio continuo, sem esporos méveis. Reprodugéo
sexuada com formacao de zigosporos. Na fase assexuada, os esporos estdo presen-
tes no interior de esporingios.

= Filo Ascomycota: os esporos permanecem no interior dos ascos resultantes da
reproducdo sexuada dos ascosporos. A reproducio assexuada ocorre com 0s co-
nidios.
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Tabela 1 Classificagdo dos fungos, sequndo Wittacker (1969)
Super-reino Eucariontes

Reino Fungi

Classes Ordens Familias

Filo Zygomycota

Zigomycetes e Mucorales, Entomophthoraceae,

Trichomycetes Entomophthorales e Mucormuraceae,

Zoopagales Syncephalastraceae e

Saksenaceae

Filo Ascomycota

Hemiascomycetes, Endomycetales, Endomycetaceae,

Loculoascomycetes e Myriangiales- Saccharomycetaceae,

Plectomycetes Microascales e Saccardinulaceae,

Eurotiales Microascaceae,

Gymnoascaceae,
Pleosporaceae e
Testudinaceae

Filo Basidiomycota

Teliomycetes Ustilaginales Filobasidiaceae

Filo Deuteromycota

Blastomycetes, Maniliales, Cryptococcaceae,

Hyphomycetes e Sphaeropsidales e Moniliaceae,

Coelomycetes Melanconiales Dematiaceae e
Tuberculariaceae

Filo Mastigomycota

Chytridiomycetes, Peronosporales Pythiaceae

Hiphochytridiomycetes e

Oomycetes

Géneros

Basidiobolus, Absidia,
Cunninghamelfa, Mucor, Rhizopus,
Syncephalastrum e Conidiobolus

Endomyces, Picchia, Saccharomyces,
Piedraia, Leptosphaeria, Neotestudina,
Petriellidium e Arthroderma

Filobasidiella

Candida, Cryptococcus, Malassezia,
Trichosporon, Pyrenochaeta,
Aspergillus, Penicillium, Blastomyces,
Paracoccidioides, Histoplasma,
Sporothrix, Microsporum,
Epidermophyton, Trichophyton,
Cladosporium, Curvularia, Exophialla,
Fonsecaea, Wangiella, Phialophora,
Alternaria, Rhinocladiella e Fusarium

Pythium

Filo Basidiomycota: a reproducdo sexuada ocorre com basidosporos, 0s esporos
que sdo exdgenos nascem em basidios. Os conidios estdo presentes na reproducio

assexuada. A essa divisdo pertencem os cogumelos.

Filo Deuteromycota: os fungos se reproduzem assexuadamente por conidios que

representam esporos exogenos. Sao fungos unicelulares ou filamentosos com mi-
célio septado que normalmente ndo se reproduzem sexuadamente, A esse grupo
pertence a maioria dos fungos patogénicos para o homem e os animais.
Filo Mastigomycota: contém esporos madveis, 0s zoOsporos, presentes em zoospo-

rangios. Esses fungos, na maioria, sdo aquaticos.
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DIVISAO

As micoses resultam do contato direto ou da implantagdo direta do fungo através
da pele ou mucosa, na ocasido de um traumatismo ou da inalagio de seus propagulos
pela via respiratoria.

As micoses, quando causadas por fungos patogenos primdrios ou ndo, dependen-
do da localizacio, dividem-se em:

= Superficiais: pitiriase versicolor, piedra preta, piedra branca e tinea nigra.

» Cuténeas: dermatofitoses e dermatomicoses.

= Subcutdneas: esporotricose, cromomicose, lobomicose e rinosporidiose.

= Sistémicas: paracoccidioidomicose, blastomicose, histoplasmose e coccidioidomi-
cose.

= QOportunistas: criptococose, candidiase, zigomicose, hialo-hifomicose, feo-hifo-
micose, pneumocistose, leveduroses, micetomas e outras.

POTENCIAL PATOGENICO DOS FUNGOS

As infec¢des fiingicas humanas sio denominadas micoses. Podem ser causadas
por fungos patégenos primdrios ou oportunistas. Os primdrios invadem o tecido do
homem imunocompetente ou nao, e os oportunistas sdo invasores principalmente em
condigoes de imunodeficiéncia. A maioria dos fungos patogénicos vive como sapro-
fita na natureza, com excecdo de poucos que também fazem parte da flora normal do
homem, como Malassezia spp. e Candida spp. Os fungos patogénicos normalmente
invadem o organismo por inalagdo, implantagdo traumatica ou pelo contato direto
com objetos contaminados com o homem ou animais infectados.

Quanto a patologia, os fungos podem produzir, além das micoses, outras mani-
festagdes clinicas, dependentes do agente e da forma de infecgdo. Como tipos de ma-
nifestagdes que podem ser provocadas por fungos, ha as intoxicagdes e os processos
alérgicos.

Intoxicagdes
Micotoxicose

Manifestagoes produzidas por fungos resultantes da ingestio de alimentos con-
tendo metabdlitos téxicos, as micotoxinas, conduzindo a intoxicacao (Tabela 2).



10 Micologia no Laboratério Clinico

Tabela 2 Principais micotoxinas e respectivos fungos produtores, substratos e efeitos no homem e nos animais

Principais substratos  Principais fungos Toxina Efeitos
produtores
Amendoim e milho Aspergillus flavus e Aflatoxina B1 Hepatotdxico,
Aspergillus parasiticus nefrotdxico, e
carcinogénico
Trigo, aveia, cevada, milho  Penicillium citrinum Citrinina Nefrotéxico
e aroz
Milho Fusarium verticillioides Fumonisinas Inducdo ao cancer de
esifago
Cevada e café Aspergillus ochraceus e Ocratoxina Hepatotdxico, nefrotdxico
Aspergillus carbonarius e carcinogénico
Frutas Peniciflivm expansum e Patulina Hepatotdxico
Peniciflium griseofulvum
Milho, cevada, aveia, trigo  Fusarium sp., Myrathecium Tricotecenos: Hepatotdxico, nefrotdxico
& centeio sp., Stachybotrys sp. e T2, fusanona, nivalenol, e carcinogénico
Trichothecium sp. estaquibotrioxina e
desoxinivalenol (DON)
Cereais em geral Fusarium graminearum Zearalenona Estrogénicos, indugao ao
aborto e teratogénese

A ingestdo de alimentos contaminados tem sido um problema crescente em pes-
soas que utilizam cereais e farindceos. Como exemplo de substincia téxica, a aflato-
xina do Aspergillus flavus, que é carcinogénica, tem estado presente em hepatomas.

Na Tabela 2 sdo apresentadas as principais micotoxinas e os principais riscos
quando ingeridas.

Micetismo

Intoxicacao consequente da ingestao de macrofungos venenosos, os cogumelos.

Micotizacdo

Colonizagio pelo fungo de uma cavidade preexistente, no organismo humano,
gerando bola fuingica ou aspergiloma.

Processos alérgicos

Micide ou IDE

Reagdo de hipersensibilidade cuténea a distincia de um foco micético.
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Alergia micoética

Ocorre geralmente pela via respiratdria e é resultante da hipersensibilizagio do

individuo, manifestando-se na forma de asma ou rinite,

A presenca dos esporos de fungos, no ar, possibilita sua inalacdo e como conse-

quéncia o desencadeamento de uma doenca fiingica.
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Capitulo 2

Coleta de material

INTRODUCAQ

Um laboratério de micologia necessita de uma estreita relacao entre o médico e
os laboratdrios de referéncia. A estrutura precisa estar adequada quanto a espaco fisi-
co, controle de qualidade e técnicas de diagndstico para a execugao de forma segura e
precisa do diagnostico definitivo da micose. No exame micolégico, o fungo deve ser
caracterizado como patdgeno primdrio, oportunista ou contaminante, para posterior-
mente ser liberado o laudo definitivo.

O diagndstico micoldgico passa por vdrias etapas até a liberagdo. A amostra ini-
cialmente é acompanhada em fase pré-analitica quando processa a indicagdo de coleta,
armazenamento e transporte até o laboratdrio. Segue a fase analitica que corresponde
a todo o processo de identificagdo do microrganismo, isto €, a visualizacdo do fungo
diretamente do material biologico no microscépio dptico e, posteriormente, isolado
em cultivo e identificado. Para tanto, € necessdrio obter um espécime apropriado. Essa
fase inclui o laudo final do exame. Para fins de obtengdo de dados epidemiolégicos de
determinada doenga, é necessédria uma fase pds-analitica, na qual estudos de pesquisa
sdo incluidos para obter resultados com mais informacées e que ndo sdo necessarios
para o diagnéstico clinico.
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A coleta ¢ a primeira fase do diagndstico micolégico, portanto, ¢ essencial que o
procedimento seja realizado de forma adequada para evitar falsos resultados. E con-
veniente que a coleta seja feita no préprio laboratério. Caso contrario, alguns critérios
devem ser observados para que o espécime seja adequado e suficiente, sendo assim,
no procedimento de coleta externa ao laboratério, deve-se:

=  Enviar o material biologico para o laboratério o mais rapidamente possivel apos
a coleta. O espécime deve estar identificado e conservado em recipiente estéril e
fechado; se possivel, evitar swabs.

= Para coleta de sangue ou medula dssea, o tubo deverd conter anticoagulante,

Um diagndstico micolégico errdneo pode ser consequéncia de material coletado
de forma inadequada e informacdes incorretas. E importante que, juntamente com
o material, acompanhe dados do paciente que favorecam o diagndstico micologico,
como:

» Jdentificacdo e dados pessoais: idade, sexo, grupo étnico, pmﬁas:iﬂ e outros.

= Naturalidade, cidade onde reside e residiu, para pacientes de dreas endémicas
identificar locais para onde viajou.

= Resumida histdria clinica, tempo de evolugio da doenga, localizagdo e aspectos
clinicos da lesdo, como a periférica localizada ou nédulos (esporotricose), ulcera
cronica na boca (paracoccidioidomicose), entre outros.

= Atividade profissional ou lazer, possivel contato com animais, como gatos ou cdes
(dermatofitose), galinhas (histoplasmose), pombos (criptococose), entre outros.

= Uso de antifiingicos nos altimos trinta dias.

Em certos casos, o material quando coletado ja fornece suspeitas de como pro-
ceder para identificagdo do fungo, por exemplo, em caso de pus, examina-lo sobre
fundo escuro na busca do grao para identificagio de micetoma. Na pesquisa de bola
fungica, procurar fragmentos de fungos na amostra pulmonar.

O laboratorio de micologia ndo requer técnicas complicadas e nem utiliza diver-
sos materiais para a coleta em geral. Sdo necessarios laminas de vidro, cureta, bisturi
sem fio e ponta arredondada, pinga, alca bacterioldgica, tesoura e outros. Poucas co-
letas eventualmente podem necessitar de algo a mais. O material, quando coletado
inadequadamente, pode fornecer resultados falso-negativos. O ambiente da coleta
deve estar fechado, tanto portas quanto janelas. Posteriormente, na manipulagio do
material coletado para o exame micoldgico, deve ser processado junto a chama do
bico de Bunsen para evitar contaminagao.
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A drea que circunda o sitio infectado estd normalmente contaminada com flora
saprofita, as vezes de crescimento rapido, o que compromete o isolamento de espéci-
mes patdgenas de crescimento mais lento. E necesséria boa assepsia no local antes da
coleta. Em lesoes descamativas ou vesiculas fechadas, deve-se utilizar éter sulfiirico
ou dlcool etilico 70% e, se forem abertas, limpar com solugéo fisiolégica ou dgua des-

tilada estéril.

PROCEDIMENTOS DE COLETA

No dia da coleta, o paciente pode e deve fazer a higiene corporal normalmente.
Niéo ¢ permitido o uso de cremes, logdes, pomada ou outras substancias gordurosas,
pois, além de possuirem artefatos, dificultam a detecgdo de estruturas fingicas, impe-
dindo o isolamento dos fungos.

Lesdes cutaneas

Apos a assepsia, deve-se realizar um raspado das bordas ativas da lesdo, com la-
mina de microscopia, cureta ou bisturi sem fio e estéril, na diregio da pele sadia.
Conservar o material coletado em recipientes estéreis como entre duas laminas en-
voltas em papel, frasco de vidro ou polietileno, placa de Petri ou em papel, até o pro-
cessamento. Se na lesdo houver vesicula, retirar com tesoura a parte superior. Apds a
coleta, remeter o material ao laboratorio para seu processamento.

Nas lesdes inguinais, inguinocrurais ou axilares, como sdo regioes de dobras, ge-
ralmente encontram-se imidas, fazendo-se necessiria a assepsia com dlcool a 70%.
Deixar a regiao secar e tentar raspar a pele. Coletar também em solugéo salina estéril
e preparar duas laminas com fita adesiva transparente tentando obter pelos (raros)
presos na fita. Na lesdo anal e perianal, além de coletar a amostra na solugao salina
estéril, preparar duas laminas com fita adesiva transparente.

Pelos

Em lesoes do couro cabeludo, barba ou outros locais, arrancar o pelo com pinga
e raspar as escamas com lamina de microscopia, cureta ou bisturi sem fio estéril. Em
caso de piedras, cortar os pelos que contenham os nédulos.

O uso da luz ultravioleta (limpada de Wood) é 1til na coleta de lesGes micoticas
que apresentem fluorescéncia.

Deve-se acondicionar e conservar o material em recipiente estéril até o proces-
samento,
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Unhas

Deve-se cortar a unha, sem esmalte, e remover todo o excesso de material da par-
te espessada da unha. Raspar a pele no limite entre a unha lesada e a sadia.

Quando a micose se manifesta na superficie da limina ungueal (leuconiquia ou
onicomicose superficial branca), raspar com uma cureta ou lima até atingir a matriz
ungueal e ali retirar o material, no limite entre o tecido sadio e o doente ou perfurar
com bisturi abrindo uma “janela” na unha.

Em micoses de unhas acompanhadas de inflamagdo em volta da regido periun-
gueal, deve-se coletar o raspado e também o pus, quando houver.

Acondicionar e conservar o material em recipiente estéril até o processamento.

Dados na literatura descrevem que material obtido de raspagem da pele, de unhas
e os pelos podem manter-se vidveis até¢ 12 meses, quando mantidos a temperatura
ambiente e com queratina suficiente para sua sobrevivéncia.

Pus

Coletar o pus por aspiragao, com swab ou com al¢a bacteriolégica. Quando cole-
tado com a alga bacterioldgica deve ser semeado em meio de cultura dgar Sabouraud
dextrose ou outros, no momento da coleta.

Escarro

E coletado por expectoracio, de preferéncia o primeiro da manha, apés prévia
limpeza da boca com bochechos de dgua e em jejum. Quando escasso ou ausente,
pode-se induzi-lo com nebulizagio utilizando solug¢do de NaCl 10%.

Aspirados traqueobrénquicos, bidpsias transbronquiais, lavado brénquico ou
lavado broncoalveolar sdo bons espécimes clinicos para o diagnéstico de micoses,
quando coletados de forma adequada e por médico. Em pacientes traqueostomiza-
dos, a aspiracio favorece a contaminacio do material pela flora contaminante da pele,
podendo dificultar o diagnostico micoldgico.

Acondicionar e conservar em frasco estéril. Este tipo de amostra deve ser proces-
sado em até duas horas apos a coleta.

Sangue ou medula 6ssea

O sangue deve ser coletado por pungio venosa e colocado diretamente em meio
de cultura contendo anticoagulante seguindo as instrugdes do fabricante, quando a
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amostra for processada em sistemas automatizados. Quando o procedimento for por
metodologia convencional, o anticoagulante mais utilizado no meio de cultura € o
polianetol sulfonato de s6dio (SPS).

A coleta de medula dssea € feita por pungio e sempre por um profissional médico.
O volume da amostra depende da necessidade da investigagdo. A quantidade de 1 mL
¢ suficiente para os procedimentos de diagnosticos microbiologico e hematologico. A
amostra deve ser colocada diretamente em meio de cultura, contendo anticoagulante,
seguindo as mesmas orientagdes de acondicionamento e conservagao do sangue.

Urina

O método de escolha, para evitar contaminacio da flora normal no meato uretral,
¢ a puncdo suprapibica ou urina coletada por sonda vesical introduzida no momento
da coleta. Coletar de 3 a 5 mL.

Para evitar desconforto do paciente pode ser feita a coleta por mic¢do normal,
com prévia assepsia. Na mulher, a genitalia externa deve ser lavada com dgua e sabdo
neutro e no homem a lavagem do meato urinario. Em ambos, desprezar o primeiro
jato de urina e o restante, cerca de 20 a 30 mL do jato médio, recolher em frasco estéril.

Excepcionalmente em criancas ou em pacientes nos quais néo for possivel a coleta pe-
los métodos descritos, pode ser usado o saco pldstico coletor ou a sonda vesical jd implan-
tada. Fazer a assepsia prévia da genitdlia masculina ou feminina antes de colocar o coletor.

Quando coletada, a urina deve ser processada o mais rapidamente possivel, em
até duas horas.

Liguidos organicos estéreis (liquor, liquidos pleural, pericardico, peritoneal
e sinovial)

Devem ser coletados assepticamente por puncio e conservados em frasco estéril.
O procedimento de coleta sera sempre realizado por profissional médico.

Trato genital

Em secrecdo vaginal ou endocervical, deve-se introduzir o espéculo para visuali-
zar o fundo de saco vaginal e o endocérvice. A coleta da secre¢do vaginal ou endocer-
vical poder4 ser realizada com swab acompanhado do meio de transporte.

Para a coleta de secregio uretral, masculina ou feminina, deve-se introduzir o
swab no canal uretral, em movimentos de rotacdo para retirar o mdximo de secrecio
e posteriormente devolvé-lo ao meio de transporte.
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Conjuntiva e cérnea

A coleta deve ser feita por raspagem ou debridamento das partes, quando houver
tecido necrosado. Todo este procedimento deve ser realizado preferencialmente por
oftalmologista, e o material deve ser conservado em frasco estéril. O procedimento
da amostra deve ser realizado o mais rapidamente possivel para evitar dessecacio e
perda. Se ndo houver a possibilidade de manuseio imediato, conservi-la em frasco
estéril contendo salina e refrigerada por até 24 horas.

Bibpsia

Este procedimento de coleta é realizado somente por profissional médico. Na co-
leta, devem ser retirados fragmentos de tecido em dois locais da lesdo, no centro e na
periferia. Conserva-los em frasco estéril contendo salina, na temperatura ambiente,
por até 24 horas, se nio for possivel processar as amostras imediatamente.

Ganglios ou abscessos

A coleta é realizada por puncdo, aspirando o material em seringa. Conservar o

material na prépria seringa até o procedimento. Em caso de abscessos abertos com
pouca quantidade de secrecdo, pode-se coletar o material por swab contendo meio de
transporte.

Fezes

As fezes sdo coletadas em frasco estéril ou por swab anal. Processar a amostra o
mais rapidamente possivel, em até duas horas ou excepcionalmente em meio de trans-
porte para manter estavel a microbiota contaminante.

Quvido

As infeccoes fungicas de ouvido sdo geralmente secas, exceto quanto associadas
a infecgbes bacterianas. A raspagem do material é sempre melhor para o diagndstico
laboratorial, embora o swab também possa ser usado.

Qutros materiais

Sao coletados como de rotina para os procedimentos em bacteriologia.



18 Micologia no Laboratério Clinico

AVALIACAO DO MATERIAL RECEBIDO

Certos materiais que chegam ao laboratério de micologia para serem processados
sdo inadequados para o exame micologico. O profissional deve conhecer as caracteris-
ticas de um bom material pela observacdo das caracteristicas macro e microscépicas.

Quanto aos aspectos macroscopicos, devem ser observados aparéncia, consistén-
cia e odor. No escarro, por exemplo, a amostra deve apresentar consisténcia mucoide
e ser descartada quando aquosa e com saliva. Na microscopia, busca-se a presenca de
elementos fiingicos na amostra juntamente com as estruturas citologicas relativas ao
sitio em questido. Em amostras de escarro, deve haver a presenca de leucécitos poli-
morfonucleares, macréfagos alveolares e células do epitélio cilindrico e poucas células
epiteliais de revestimento da cavidade oral.

Determinadas amostras ndo podem ser aceitas para realizar o exame micologico,
como amostras coletadas em swab sem meio de transporte por mais de duas horas.
Também amostras de sangue ou medula 6ssea coaguladas, cabelos e unhas quando
cortadas ao acaso ou, ainda, escarro coletado ha mais de duas horas.
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Rotina de diagnéstico

DIAGNOSTICO CONVENCIONAL

A rotina em um laboratério de micologia ainda é simples e de baixo custo, mas
necessita de profissional habilitado para o diagnéstico adequado do fungo e com ca-
pacidade para utilizar técnicas laboratoriais de maneira apropriada. O bom diagnos-
tico micolégico inicia com a coleta de material de forma adequada e segue com virias
alternativas, conforme a necessidade do diagnéstico do agente envolvido no processo
infeccioso, como:

= Exame direto.

" Cultura.

= Cultura em limina.

= Testes bioquimicos e bioldgicos.
= Sorologia.

= Lampada de Wood.

= Hemocultura.

= Exame anatomopatologico.

= Intradermorreacio.



20 Micologia no Laboratério Clinico

Exame direto

O exame direto é o primeiro contato com o material clinico de forma microscé-
pica. Indica, na maioria das vezes, se o material examinado contém ou ndo estruturas
fliingicas. Em muitos casos, o diagnostico ja pode ser obtido pelo exame direto, como
nos casos de Malassezia sp., em escamas, Cryptococcus sp., no liquor, e Paracoccidioi-
des brasiliensis, no escarro.

Sdo varios os procedimentos disponiveis para realizar a pesquisa direta, e sdo usa-
das solugoes para o exame a fresco, como o KOH 10-40%, lactofenol azul, tinta da Chi-
na ou nigrosina e calcofluor white. Essa é uma solugiio fluorescente que necessita de mi-
croscopio de fluorescéncia com excitacdo ultravioleta, violeta ou azul brilhante usando
objetiva 10 ou 25 vezes, epiluminacdo para observacdo da lamina, cujo resultado é visto
como células de levedura, pseudo-hifa e hifa em cor verde-maga fluorescente e as células
epiteliais e outros artefatos de fundo em laranja. Em preparacdes, a lamina pode ser co-
rada por gram, giemsa, gomori methenamine silver (GMS) ou prata, dcido periodico de
Shiff (PAS), mucicarmin, alcion-blue, Ziehl-Neelsen, hematoxilinaeosina (HE) e outros.

Os métodos mais amplamente utilizados sdo preparagoes a fresco com KOH 10-
40% ou KOH 20% acrescido de tinta Parker na propor¢ao 4:1. O exame direto cor-
responde a preparados imediatos utilizados no diagndstico clinico, portanto, deve
ser sempre realizado por profissional qualificado. A escolha do procedimento técnico
depende do espécime a ser manipulado.

O manejo correto do material para o procedimento de busca da presenca do
agente fingico, microscopicamente, segue alguns critérios, descritos a seguir.

Escamas de pele, unhas ou pelos

Colocar o material sobre uma lamina, acrescentar 1 a 2 gotas de KOH 10-40% ou
KOH 20% de tinta Parker e sobrepor uma laminula. Aquecer levemente a lamina para
clarificar as estruturas fliingicas presentes, ou esperar 5 a 10 minutos antes da observa-
¢d0 microscopica. Evitar fervura, pois pode acarretar cristalizacdo do KOH ou decom-
posicio dos elementos flingicos. Deixar a potassa agir no material durante cerca de
30 minutos antes da observagio ao microscopio. Para conservagio da lamina durante
mais tempo utilizar o lactofenol, embora ndo haja clarificacdo tao boa do material.

Exsudatos

Preparados com KOH 10-40% entre ldmina e laminula, sdo recomendados inclu-
sive para observacido de outras estruturas, como os graos de micetomas. Coloragaes
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como gram, giemsa, PAS ou GMS, também podem ser usadas em qualquer exsudato.
Tinta da China (tinta nanquim) e coloracdo de mucicarmin ou alcion-blue sdo indi-
cadas para pesquisa do Crypfococcus sp. Na coloracido de Ziehl-Neelsen, é possivel a
observagio da acidorresisténcia na Nocardia sp. e o giemsa na pesquisa de elementos
intracelulares do Histoplasma capsulatum.

Escarro

Ao escarro, acrescentar entre lamina e laminula KOH 10-40% e fazer também
esfregacos para corar com giemsa, prata ou outra colora¢io em busca de elementos
fingicos. Para a pesquisa de Cryptococcus sp. acrescentar nanquim ao escarro, entre
a limina e a laminula.

Fragmentos de tecido

Deve-se evitar a trituracao demasiada do fragmento de bidpsia, pois alguns fungos
nio suportam essa forma de procedimento. A melhor forma de processar esta amostra
€ corta-la em pequenos fragmentos, tanto para o exame direto quanto para a cultura. As
laminas podem ser preparadas com KOH 10-40%, entre limina e laminula, imprints ou
cortes histologicos e, nestes casos, corar com os métodos de PAS, GMS, HE ou outros.

Sangue e medula ossea

Em amostra ji semeada em meio de cultura liquido, retirar uma aliquota e cen-
trifugar. Do sedimento, preparar esfregacos para corar pela prata, giemsa, PAS ou ou-
tros. Em amostras ndo semeadas, mas heparinizadas, preparar o esfrega¢o em lamina

diretamente para as coloracdes. A preparacio com KOH ndo é recomendada pela
dificuldade de visualizagdo das estruturas fiingicas.

Liquido cerebroespinhal (liquor)

O liquor deve ser centrifugado a 2.000 rpm, por 10 minutos, e o sedimento,
utilizado para a pesquisa de fungos. O sobrenadante pode ser usado em pesquisa
bioquimica ou imunolédgica. Colocam-se gotas do sedimento sobre a ldimina com 1
gota de tinta da China ou nigrosina, mistura-se e sobrepde uma laminula, nos casos
suspeitos de meningoencefalite pelo Cryptococcus sp. Também uma ldmina e uma
laminula com KOH sido recomendadas em casos suspeitos de feo-hifomicose cerebral.
Por tltimo, um esfregaco para corar com prata em outros casos de suspeita flingica.
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Urina

A urina é centrifugada a 2.000 rpm, durante 10 minutos. Desprezar o sobrena-
dante e preparar com o sedimento entre ldmina e laminula com KOH 10-40% ou
esfregacos para corar com gram ou outras.

Fezes

Utilizar uma pequena aliquota de fezes e dilui-la com KOH 10-40% e preparar
entre limina e laminula ou preparar esfregacos para corar com gram ou outras colo-

ragoes.
Outros materiais

Os demais materiais clinicos sido processados com KOH 10-40% ou realizadas
coloragoes como GMS, PAS e HE, conforme as necessidades inerentes a suspeita diag-
nostica, inclusive em suspeitas de fungos demaceos.

Existem artefatos que podem ser confundidos com hifas ou esporos de fungos,
como impurezas, fiapos de algoddo, cristalizagdo da potassa em preparages com
KOH e materiais proteindceos. Portanto, ¢ importante a observagio criteriosa da es-
trutura vista na microscopia para evitar falso resultado positivo.

Cultura

Apoés 0 exame microscopico direto, a cultura € necessaria para o isolamento e
a identificagdo do fungo. Em micologia, existem diversos meios de cultura e pou-
cos sd0 necessdrios para o crescimento e o isolamento dos fungos. Um meio bdsico
usado é o dgar Sabouraud dextrose (ASD), que permite o crescimento de qualquer
fungo oportunista ou patégeno primdrio. Um meio seletivo com ASD acrescido de
cloranfenicol e cicloeximida inibe o crescimento bacteriano, fungos oportunistas e
leveduras. Desse modo, cada material bioldgico apresenta suas peculiaridades quan-
to ao crescimento primadrio, cabendo ao micologista a escolha do meio de cultura
mais adequado para o isolamento dos fungos sem a perda do diagnostico correto
para cada processo infeccioso. O meio de cultura pode ser preparado tanto em placa
quanto em tubo.

A semeadura ¢ feita usando a alga bacterioldgica ou o fio dobrado na ponta em
angulo de 90°, inoculando-se o material sobre o meio de cultura em pontos equidis-
tantes. Se houver suspeita de Candida sp. podem ser usados meios de cultura cromo-
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génicos para identificacio das principais espécies patogénicas do género, para facilitar
a visualizacdo de coldnias mistas,

O material, quando coletado por swab, é depositado em uma extremidade da
placa ou do tubo e semeado por esgotamento com a alga bacteriolégica em toda a
extensdo do meio de cultura.

Em materiais liquidos, apos centrifugacio, o sedimento € depositado em uma ex-
tremidade da placa ou do tubo e semeado por esgotamento com a alga bacterioldgica.

Para a urina, segue-se a mesma rotina da urocultura bacteriana, a amostra é se-
meada com alga calibrada 0,001 mL e o crescimento também é interpretado como na
urocultura bacteriana.

Nos casos suspeitos de micoses por zigomicetos, os fragmentos de material bio-
légico podem ser cobertos por pequenos fragmentos de pao imido. Em espécime
clinico contaminado, como escarro, adiciona-se 0,2 mL de cloranfenicol para cada 1
mL do material, para diminuir a flora contaminante, antes da semeadura.

Atualmente como rotina o material ¢ semeado em ASD e ASD suplementado
com cloranfenicol e cicloeximida, incubado entre 25 e 30°C ou, quando necessario,
entre 35 e 37°C, para pesquisa de fungos dimorficos, atmosfera convencional e tempo
variando conforme o fungo, 24 a 72 horas para leveduras e até 30 dias para fungos
filamentosos e dimorficos. Recomenda-se usar mais de um tubo ou placa de meio de
cultura.

O dgar infuso cérebro-coragio é recomendado para obtengio da fase leveduforme
dos fungos dimdérficos. O dgar sangue e o agar chocolate também podem ser usados
na micologia para se obter a fase leveduriforme de fungos dimérficos na temperatura
entre 35 e 37°C. Sdo preparados a partir do préprio meio de dgar Sabouraud. Para o
agar Sabouraud sangue, usa-se 10 mL de agar Sabouraud, fundido em banho-maria.
Deixar resfriar até cerca de 50 a 60°C, juntar 1 mL de sangue desfibrinado de coelho
e esfriar com o tubo inclinado. O dgar Sabouraud chocolate diferencia-se do anterior
pelo fato de, ap6s juntar o sangue, aquecer-se a 90°C, durante cinco minutos. Esfriar
com o tubo inclinado.

A identificagdo dos fungos € feita por observagdo macro e microscéopica das co-
l6nias.

O diagnédstico microscépico € processado retirando uma pequena porgio da co-
lénia que é observada entre limina e laminula, com uma gota de KOH 10-40% e
objetiva de 10 ou 40 vezes.

Em alguns casos, deve-se utilizar provas adicionais, como o uso de meio de cul-
tura pobre em nutrientes para acelerar o desenvolvimento do aparelho reprodutor
dos fungos, por exemplo o dgar lactrimel e o dgar corn meal. Outras provas: a do
tubo germinativo para Candida albicans, o teste da urease e perfuracio do pelo para
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diferenciacio das espécies Trichophyton mentagrophytes do T. rubrum e a cultura em
lamina para observagdo da colonia integra com seus drgaos de frutificagdo.

O isolamento de fungos oportunistas em sitios estéreis, como sangue, liquor, li-
quido sinovial e outros, é representativo de infecgao. Porém, em materiais normal-
mente contaminados, a interpretacio deve estar associada a clinica do paciente.

Cultura em lamina

A cultura em lamina é necessdria quando o exame direto e/ou a cultura nao forem
suficientes para o diagndéstico definitivo do fungo em questio. Essa técnica permite a
observagio das estruturas fungicas vegetativas e de esporulagio em sua integridade.
O método de Riddel ou o modificado por Harris podem ser usados.

Preparo das placas de Petri para o cultivo em lamina

= As placas sao montadas conforme a Figura 1 e esterilizadas para uso.

= Forrar o fundo da placa com papel de filtro.

= [Introduzir em cada placa um suporte para a lamina, como um bastdo de vidro
encurvado em forma de U, uma limina ou outro; uma limina e uma laminula de
microscopia.

= Esterilizar em forno Pasteur.

Figura 1 Placa para cultivo em lamina.
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Técnica

1. Umedecer o papel de filtro da placa com agua estéril.

2. Liquefazer o dgar dextrose batata em banho-maria.

3. Em uma placa de Petri 10 x 20 esterilizada, verter 15 mL do meio de cultivo lique-
feito e deixar solidificar.

4. Cortar o meio ja solidificado em pequenas porgdes de 1 cm?, com o auxilio de
pequena espatula ou bisturi, previamente flambada e em niimero suficiente para
os cultivos das amostras.

5. Com o proprio bisturi ou espatula, transferir as por¢des do meio de cultivo para
a superficie central da limina de microscopia, disposta sobre o bastdo de vidro.

6. Semear pequenos fragmentos da colénia nos extremos do meio de cultivo, cobrin-
do com a laminula, com o auxilio de pinca previamente flambada. Cobrir a placa
de Petri com a tampa,

/. Incubar a placa entre 25 e 30°C.

8. Controlar pelo exame microscépico se ha suficiente desenvolvimento miceliano e
esporulagao do fungo na lamina.

Testes bioquimicos e biol6gicos

Os testes bioquimicos ou bioldgicos também sdo tteis para o diagndstico micolé-
gico quando o fungo néo é identificado por exame direto e/ou cultura.

Provas bioquimicas

Auxonograma e zimograma

Para o diagnostico diferencial das diversas leveduras, as provas de assimilacio de
carbono e nitrogénio (auxanograma) ou de fermentacio dos aglcares (zimograma)
sdo usadas na rotina micolégica.

Prova da urease

Alguns fungos tém a capacidade de hidrolisar a ureia, tornando o meio alcalino.
Quando no meio de cultura houver um indicador de pH, este muda de cor.

A técnica consiste em repicar uma porgio da coldnia para o dgar Christensen
ureia. Incubar entre 25 e 30°C, por até cinco dias. A atividade uredsica produz altera-
¢do alcalina do pH do meio, modificando a cor original do amarelo para réseo quan-
do o indicador de pH for o vermelho de bromofenol. O Trichophyton mentagrophytes
apresenta esta caracteristica, e o T. rubrum, ndo. Os géneros Cryptococcus, Rhodotoru-
la e Trichosporon sdo positivos, e Candida e Geotrichum sdo negativos.
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Provas bioldgicas

Também sdo provas auxiliares no diagndstico micoldgico, tanto para fungos fila-
mentosos quanto para leveduras.

Tubo germinativo

Serve para o diagnéstico de algumas espécies de Candida. Uma suspensao da
colonia de Candida sp. é preparada em 0,5 a 1 mL de soro humano ou fetal bovino.
Incubar entre 35 e 37°C, por duas a quatro horas. C. albicans, C. stellatoidea e C. du-
bliniensis tém a capacidade de formar o tubo germinativo, e as outras espécies, ndo

(Figura 2).

Teste de perfuracao do pelo in vitro

Diferencia o Trichophyton mentagrophytes que € positivo do T. rubrum, negativo.
Pelos estéreis sdo colocados em caldo ou dgar Sabouraud junto com o indculo. O pelo
¢ retirado do meio de cultura e examinado no microscdpio optico para verificar a ca-
pacidade do fungo de perfurar ou ndo o pelo em busca da queratina para sua nutri¢éo.
O T. mentagrophytes perfura o pelo, e o T. rubrum, nao.

Pigmentacao

Alguns fungos, como os dermatéfitos, tém a capacidade de pigmentar o meio de
cultura ao utilizarem determinados nutrientes presentes em sua composigio. O Tricho-
phyton rubrum pigmenta de vermelho o meio dgar batata, e o T. mentagrophytes, nao.

Figura2 Tubo germinativo. (Veja a imagem colorida no miniatlas ao final do livro.)
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Sorologia

A evidéncia de infecgdo flingica é feita pela demonstracido do fungo pelo exame
direto ou cultura do material biolégico. No entanto, indiretamente, pode-se observar
pelo estado hipersensivel, aumento do titulo de anticorpo especifico ou antigenos cir-
culantes. Os dados soroldgicos, porém, devem ser criteriosamente interpretados, pois
os resultados positivos nem sempre confirmam a infeccao e negativos nao a excluem.

Os testes sorologicos auxiliam no diagndstico, bem como sdo importantes no
monitoramento do paciente. A quantificacdo de anticorpos durante e apds a terapia
antifingica proporciona dados para avaliacdo do tratamento e prognéstico dos casos.

O soro de pacientes infectados com agentes fungicos pode conter anticorpos es-
pecificos. Sendo assim, o laboratério tem condigdes de realizar testes imunolégicos
para detectd-los, como o teste de imunodifusio radial, aglutinacdo de particulas de
litex, fixacdo de complemento, imunofluorescéncia indireta, enzimaimunoensaio e
imunoeletroforese.

Na blastomicose, a imunodifusao radial dupla € especifica para o diagnostico.
No caso da criptococose, pode ser usado o teste de aglutinacio de particulas de latex
como reagao especifica ou a imunofluorescéncia indireta como auxiliar.

Na coccidioidomicose, a fixacdo de complemento é recomendada e os testes de
precipitina tém valor diagnéstico e prognostico. O teste de precipitina é mais efetivo
em determinar a infec¢do primdria ou a exacerbacdo da doenga.

Na paracoccidioidomicose, o teste de imunodifusio dupla é empregado como
triagem e diagndstico. A contraimunoeletroforese, semiquantitativa, é atil no controle
do paciente em tratamento. A fixa¢do do complemento ¢ utilizada no monitoramento
da terapia antifingica. A imunofluorescéncia indireta € sensivel, mas pouco especifi-
ca, sendo inadequada para o diagnodstico. A técnica de ELISA (enzyme-linked immu-
nosorbent assay), com alta sensibilidade, tem sido 1itil no monitoramento de pacientes
por meio da quantificacdo de anticorpos.

Na histoplasmose, os testes de imunodifusio dupla e contraimunoeletroforese
sdo especificos. Na imunodifusdo dupla, podem ser detectados os antigenos glicopro-
teicos termossensiveis M e H, principais componentes antigénicos desse fungo. Para
detecgdo de antigenos circulantes sdo realizados testes de aglutinacdo de particulas
de latex, recobertas por anticorpo monoclonal IgM antigalactomanana. Qutro teste
util é o ELISA direto, que também utiliza anticorpo monoclonal antigalactomanana
aderido as fossas das microplacas de poliestireno.

A candidiase sistémica ndo oferece indicadores seguros para o diagnéstico soro-
l6gico. Os testes soroldgicos que detectam anticorpos tém valor diagnostico limitado.
Testes para detectar antigeno, como a manana, polissacarideo predominante da pare-
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de celular de C. albicans, tém valor preditivo baixo, em virtude da baixa sensibilidade
e especificidade.

Lampada de Wood

E um auxiliar no diagndstico e controle de tratamento de micoses, como nas
tinhas do couro cabeludo, pitiriase versicolor e eritrasma.

Os pelos, quando atacados por dermatéfitos, emitem fluorescéncia de cores va-
riadas. A pele que contém o fungo Malassezia sp. como agente de pitiriase versicolor
ou a bactéria Corynebacterium minutissimum agente do eritrasma emite fluorescéncia
prateada e vermelho coral, respectivamente.

Hemocultura

A presenga de qualquer fungo na corrente circulatoria pode ser detectada pela

cultura do sangue. Usam-se tanto técnicas convencionais quanto automatizadas na
hemocultura.

Anatomopatologia

Em cortes histolégicos corados, pode ser observada a presenga de elementos fiin-
gicos no tecido em casos de micoses subcutinea e sistémica, possibilitando muitas
vezes o diagnostico micoldgico.

Intradermorreacdo

As provas cutaneas também tém sido usadas para auxiliar no diagndstico, no
tratamento e na pesquisa epidemioldgica das micoses sistémicas ou avaliar a hiper-
sensibilidade por fungos de individuos com asma ou rinite. No paciente hipersensivel,
o contato da pele com extratos micelianos ou célula intacta dos agentes fangicos e
micoses sistémicas, como a blastomicina, histoplasmina, coccidioidina e esferulina ou
de outros fungos do ambiente, induzem resposta local caracterizada por vermelhidao,
inflamacdo e enduracio em 24 a 48 horas. O significado desta reacio positiva é que o
paciente teve contato com o fungo no decorrer de sua vida. Entretanto, pode ocorrer
reacdo cruzada entre antigenos, devendo-se, portanto, avaliar previamente o valor
diagnéstico do teste cutineo.

O teste cutaneo é realizado injetando 0,1 mL de antigeno, subcutédneo, no an-
tebrago. Apoés 48 horas, o aparecimento de pdpula eritematosa igual ou superior a 5
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mm significa resultado positivo. O resultado pode indicar infecgdo ativa, passada ou
apenas sensibiliza¢do ao antigeno.

E util em levantamento epidemiolégico nas regides endémicas e como valor
progndstico durante o tratamento de algumas micoses.

DIAGNOSTICO POR BIOLOGIA MOLECULAR

Com o aumento da incidéncia das infecgdes fiingicas e decorrente mortalidade
nas duas ultimas décadas do século XX, a necessidade de um diagnostico mais pre-
ciso e exato se tornou extremamente necessirio. As micoses vém se manifestando de
forma distinta no homem, nao somente por causa da viruléncia do agente etiol6gi-
co, mas também pela suscetibilidade genética e resposta imune do proprio hospe-
deiro. Dessa forma, algumas manifestagoes clinicas podem fugir do usual e, quando
conjuntamente o antigeno encontrar-se escasso no material biolégico, o emprego de
métodos fenotipicos classicos pode retardar o diagnostico etioldgico final. Assim,
por causa dos inconsistentes resultados de identificacao que as tradicionais técnicas
apresentam, o uso da biologia molecular na taxonomia e na tipagem desses microrga-
nismos apresentam o esperado desempenho com as necessidades diagnésticas atuais
requeridas na micologia clinica.

Nas tltimas duas décadas do século XX, diversas técnicas moleculares foram de-
senvolvidas para estudos envolvendo o diagndstico dos agentes causais das micoses
mais prevalentes ao homem. Em virtude dos avan¢os que envolvem o sequenciamen-
to do genoma de diversas espécies de fungos patogénicos, técnicas de identificagdo
baseadas na amplificagdo de sequéncias taxondmicas especificas conservadas dos ge-
nes 5.85, 185 e 265 do DNA ribossomal (rDNA) vém permitindo rapido diagndsti-
co (Figura 3). Ha hoje disponiveis no mercado iniciadores (primers) especificos para
amplificagdo via reacao em cadeia da polimerase (PCR) da maioria dos fungos res-
ponsaveis pelas micoses superficiais, cutdneas, subcutdneas, sistémicas e oportunistas
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Figura 3 Mapa das regides de amplificacdo e sequenciamento do DNA ribossomal fungico, pelos ini-
ciadores mais comuns na biologia molecular dos fungos de interesse médico: ITS1, ITS4, NL1, NL4, NS3
e N54,
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As técnicas envolvendo a andlise do polimorfismo dos fragmentos de restrigéo
(PCR-RFLP) e andlise de polimorfismo de DNA amplificado aleatoriamente (RAPD)
sdo técnicas usuais de tipagem que permitem diagnosticar importantes espécies fiin-
gicas patogénicas, como os principais dermatéfitos, e diferenciar as principais espé-
cies de Candida, os dois mais comuns agentes da criptococose, bem como as espé-
cies de Aspergillus relacionadas com a aspergilose. No caso do PCR-RFLP, a técnica
compreende a quebra do DNA amplificado por enzimas de restricao em regides com
determinadas sequéncias de bases e a separac¢io dos fragmentos resultantes por elec-
troforese. Diferentes perfis de bandas, ou polimorfismos, podem ser observados dire-
tamente sob a luz ultravioleta apés a coloragdo do gel com brometo de etidio.

No RAPD, o DNA ¢ amplificado em rea¢ao de PCR, usando somente um inicia-
dor (primer) com uma sequéncia arbitrdria. O primer hibrida aleatoriamente com
sequéncias homologas ao DNA em estudo, originando fragmentos amplificados. O
produto € sujeito a eletroforese e, apods coloracdo com brometo de etidio, é visuali-
zado sob luz ultravioleta. Perfis de bandas diferentes indicam sequéncias distintas
nas moléculas originais de DNA. Um dos problemas da analise de RAPD é que os
perfis obtidos, quer em um mesmo laboratdrio, quer interlaboratérios, nem sempre
sao reprodutiveis. O RAPD vem sendo amplamente utilizado com grande sucesso por
virios pesquisadores na tipagem e na identificagdo de inimeros fungos patogénicos,
como Histoplasma capsulatum, Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans, es-
pécies do género Candida e outras espécies leveduriformes de géneros emergentes,
como Trichosporon (Figura 4). Uma abordagem relacionada a técnica de RAPD é a
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Figura 4 Dendrograma obtido a partir dos padrdes de RAPD para tipagem e identificacdo de di-
versos isolados do fungo leveduriforme oportunista Trichosporon asahii. Fonte: DOL. 10.1590/51517-
83822008000300033.
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amplificacdo de fragmentos usando como primers oligonucleotideos especificos para
sequéncias de DNA repetitivas, ou primers microssatélites, que tem permitido a dis-
criminacio em nivel da espécie e da subespécie. Esse método é mais robusto do que o
RAPD, dado que a temperatura de emparelhamento das bases € superior.

Uma alternativa que oferece maior seguranca no caso da reagdo de RAPD nio
ser suficientemente especifica, € o chamado nested PCR (PCR encaixado). No nested
PCR, sao usados um primeiro par de primers para amplificar determinado fragmento
do DNA original, seguindo-se nova reac¢ao de PCR com um segundo par de primers,
complementares a sequéncias existentes no primeiro produto amplificado. Caso esse
corresponda ao fragmento que se pretendia amplificar, essa estratégia funciona como
um passo de confirmagao.

Para o diagndstico de fungos que ndo se conhegam iniciadores ou padrdes po-
limédrficos identificatérios, o sequenciamento de regides do gene do DNA ribosso-
mal nuclear, especificamente, de regides espacadoras do transcrito interno (ITS) ou
da regido D1/D2, revelaram-se suficientes para discriminar entre muitas espécies de
fungos filamentosos e leveduras clinicamente importantes, sendo uteis para analises
filogenéticas de espécies de dificil diagnodstico ou ainda nio descritas na literatura. As
vantagens do sequenciamento de nucleotideos decorrem da obtencao de dados pre-
cisos e acesso a bancos de dados, facilitando assim andlises comparativas. Para essas
andlises as sequéncias sdo alinhadas e as diferencas, contabilizadas de forma numéri-
ca, podendo-se utilizar uma rotina matemadtica clara e reprodutiva.

Identificacao molecular de leveduras patogénicas emergentes

A identificagdo taxonémica de leveduras patogénicas emergentes baseia-se no
sequenciamento da regido D1/D1 do gene 26S da subunidade maior do DNA ribos-
somal. Até os dias atuais, mais de 700 novas espécies de leveduras emergentes, per-
tencentes a 25 diferentes géneros, foram descritas baseada no sequenciamento dessa
regido. Além das espécies ainda ndo conhecidas, o sequenciamento de regides do gene
26S permite a rapida identificagdo de espécies conhecidas, mas emergentes, por meio
da comparagio da sequéncia de cerca de 650 pares de bases amplificada com as depo-
sitadas nos bancos de genoma mundial.

Uma das mais importantes bases de dados para a classificacio de fungos é o
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy), do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) em colaboracdo com laboratdrios internacionais que retine se-
quéncias de mais de cem mil organismos distintos. Além do GenBank, outras bases
de dados fornecem informagdes relativas a sequéncias de microrganismos, como o
Tree of Life Web Project (tolweb.org/tree), a série on-line Myconet (www.fieldmu-
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seum.org/myconet), o Index Fungorum (www.indexfungorum.org) e o MycoBank
(www.mycobank.org).

A identifica¢do bioquimica e fisioldgica desses isolados, além de ser dispendiosa,
nao possui a especificidade adequada para a identificacio de amostras emergentes de
interesse clinico, pois ndo se conhece o niimero minimo de provas bioquimicas neces-
sdrias para alcancar a identificagio mais provivel, o que torna a biologia molecular a
tnica ferramenta adequada para esse tipo de situacao.

Identificacdo molecular de fungos filamentosos patogénicos e emergentes

A identificacdo de fungos filamentosos pela metodologia convencional esta ba-
seada principalmente nas caracteristicas fenotipicas estruturais. A identificacdo em
nivel de espécie &, classicamente, realizada mediante a observagdo das estruturas re-
produtivas assexuadas ou sexuadas que os fungos exibem nos diferentes meios de
cultivo, sendo necessiria sempre a utilizacio das chaves de classificagio. Uma das
limitagoes do método classico na identificacao dos fungos filamentosos € que na pre-
senca de condigdes nutritivas favoraveis, o fungo ndo produz estruturas reprodutivas,
o que pode levar a diagnostico erréneo do agente etiolégico em questdo. O advento
dos métodos moleculares permite solucionar os laudos inconclusivos e na maioria
das vezes errbneos no diagndstico micologico desse grupo de fungos, principalmente
naqueles considerados incomuns, ou seja, emergentes.

Ao contririo de outras sequéncias repetitivas que aparentemente ndo tém fungio
conhecida no genoma, a funcio do rDNA ¢ a de codificar as diferentes moléculas do
RNA ribossomico, representando extrema importancia no processo de tradugio de
proteinas. Em geral, as regioes 26S ou 288, 18§ e 5,8S das unidades de repeti¢ao nao
apresentam variagdes de sequéncia, enquanto as regides internas que sdo transcritas,
conhecidas como ITS, variam enormemente. Dessa forma, as sequéncias codifican-
tes do rDNA evoluem muito lentamente e sdo altamente conservadas, possibilitando
a utilizacdo em estudos com organismos pouco relacionados taxonomicamente, Ao
contrario do rDNA, as regides espagadoras internas destes genes (ITS) evoluem ra-
pidamente, apresentando alto polimorfismo, e sendo assim de grande interesse nos
estudos filogenéticos em niveis de género, principalmente de fungos filamentosos de
interesse clinico. Essa regido, com cerca de 600 a 800 pb, pode ser amplificada usando
oligonucleotideos iniciadores universais. Por estar presente com multiplas copias no
genoma, é uma regiao relativamente ficil de amplificar, mesmo o material genético

sendo diluido ou degradado.
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Capitulo 4

Micoses superficiais

INTRODUCAO

As micoses superficiais sdo caracterizadas por serem causadas por um grupo de
fungos heterogéneos, leveduriformes hialinos e demdceos. O fungo parasita as cama-
das mais superficiais do extrato cérneo. Os pelos sdo apenas envolvidos pelo micror-
ganismo. Sao diferentes clinica e micologicamente, ndo causam IDES, ou seja, ndo sdo
capazes de sensibilizar o organismo humano e provocar reagao de hipersensibilidade
cutdnea a distancia do foco infeccioso. Fazem parte deste grupo:

= Pitiriase versicolor.

= Piedra preta.
= Piedra branca.

= Tinea nigra.

PITIRIASE VERSICOLOR

ConsideracOes gerais

A pitirfase versicolor ou finea versicolor ¢ uma micose superficial, cujo agente
etiolégico é a levedura Malassezia sp. Atualmente, sete espécies sdo as mais frequen-
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temente encontradas causando micose: M. furfur (abriga as espécies Pityrosporum
ovale e P. orbiculare), M. pachydermatis, M. sympodialis, M. globosa, M. obtusa, M.
restricta e M. slooffiae. A levedura tem distribui¢io mundial, porém, é mais frequente
nas zonas tropicais e subtropicais. Acomete individuos de todas as racas e ambos os
sexos, sendo a faixa etdria mais acometida entre 20 e 40 anos. Fungo da microbiota
cutinea humana, colonizando o individuo ji nas primeiras semanas de vida, porém,
as manifestacoes clinicas ocorrem com maior prevaléncia na populagdo adulta. Esta
levedura tem sido encontrada em outras manifestacoes clinicas, como dermatite se-
borreica, onicomicose e infec¢des sistémicas. Em determinados individuos, provoca
lesdo cutdnea com tendéncia 4 cronicidade e com recidivas frequentes apés tratamen-
to. E encontrada em 4reas com maior afluxo de glandulas sebdceas.

Manifestacoes clinicas

E uma das mais frequentes micoses, em geral é assintomatica, porém facilmen-
te identificada pelo médico. Apresenta lesoes do tipo manchas hipocrémicas, hiper-
cromicas ou eritematosas, arredondadas, iscladas ou confluindo em placas maiores,
bordas bem definidas, com descamacao fina, furfuracea, localizadas geralmente na
parte superior do tronco, abdome, pescogo e face. As lesdes eritematosas sdo discre-
tamente elevadas por apresentarem um componente inflamatorio. Apresenta, portan-
to, variabilidade na coloracdo das lesdes, o que leva a4 denominacdo de versicolor. A
drea acometida apresenta lesdes e pele com pigmentacdo normal. Excepcionalmente
localizam-se fora das dreas caracteristicas, como regido cervical, braco, membros in-
feriores e regido inguinal.

Muitos individuos infectados apresentam fina descamagdo do couro cabeludo.
Alguns autores acreditam que o tratamento em conjunto, do couro cabeludo e das
lesdes, diminua as recidivas.

O diagndstico clinico é feito pelo aspecto da lesdo e pelos sinais de Besnier, sinal
da unhada ou sinal da cureta, o qual consiste em raspar a lesdo com unha ou cureta
obtendo uma fina descamacio furfuricea. O sinal de Zileri consiste no estiramento
da pele afetada com os dedos, facilitando a visualizacio de discreto esfacelamento da
queratina da pele local. Quando as lesdes sdo expostas a fluorescéncia por lampada de
Wood (raios ultravioleta de 360 nm de comprimento), surge uma fluorescéncia verde
amarelada.

A micose € cronica, e o paciente costuma referir problemas estéticos ao procurar
assisténcia médica. Eventualmente alguns relatam prurido e ardor.

A levedura Malassezia sp., saprofita enddgeno obrigatorio e parte da flora normal
da pele em aproximadamente 90% dos adultos, é também responsdvel por outras in-
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feccoes de pele, como dermatite seborreica e foliculite. Excepcionalmente, pode cau-
sar onicomicoses e infecgdes sistémicas.

A dermatite seborreica tem como manifestagdo clinica a presenca de placas erite-
matosas, escamas cinzentas e secas e com prurido. As lesoes sio observadas em locais
ricos em glandulas sebdceas. A pitiriase capitis, ou caspa, é considerada um grau leve
de dermatite seborreica. Considerada uma variante da dermatite seborreica, a blefa-
rite seborreica se caracteriza por descamacio oleosa amarelada e crostas nas bordas
dos cilios podendo causar pustulas.

A foliculite também é uma consequéncia do agente Malassezia sp., consiste da
presenca de papulas foliculares pruriginosas e pustulosas, afetando principalmente
térax e ombros.

Casos esporadicos de fungemia por M. furfur em criangas que recebiam emulsdes
lipidicas foram registrados. Os fatores de risco estdo presentes, como a idade gesta-
cional (menos 33 semanas), baixo peso ao nascer (menos 1.000 g), hospitalizacio
e incubagdo prolongadas, doenca de membrana hialina e intervencdes (presenca de
cateter, administracao de emulséo lipidica).

Deve ser realizado diagnostico diferencial com vitiligo e pitiriase alba, uma va-
riante da dermatite atopica.

Diagnéstico laboratorial

Coleta

O material é coletado por raspagem nas bordas das lesoes para obter escamas da
pele. Eventualmente, pode-se também coletar o material com fita colante (sinal de
Porto): coloca-se a fita (lado gomado) sobre a lesdo, retira-se e cola-se sobre a lamina.
Nesse caso, o material s6 serve para o exame direto.

A lampada de Wood pode auxiliar na coleta ao revelar fluorescéncia verde-ama-
relada onde se encotra o fungo em atividade.

Exame direto

O material de escama é colocado em ldmina com KOH 10-40% e laminula. Pode
também ser usado KOH acrescido de tinta Parker (na proporcao de trés partes de
KOH e uma parte de tinta). Além desses, azul de metileno, giemsa, PAS e calcoflior
podem ser utilizados. Ao exame microscédpico, as estruturas fiingicas apresentam
forma de elementos leveduriformes arredondados, ovais isolados ou agrupados em
cachos e hifas curtas de parede grossa, septada, ligeiramente curvada e irregular. Essa
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observagio define o aspecto caracteristico do fungo Malassezia sp., bastando para
diagnosticar a micose (Figura 1).

Quando coletado em fita gomada, observar no microscépio éptico as estruturas
fliingicas caracteristicas.

Cultura

Os laboratérios de diagnéstico ndo costumam cultivar o fungo de rotina, pois a cul-
tura nao ¢ essencial para o diagndstico de pitiriase. Atualmente, recomenda-se realizar
o exame de cultura para verificar a viabilidade do fungo e identificar a espécie. Assim, ¢
possivel conhecer a epidemiologia da micose contribuindo para o diagnéstico de reci-
diva ou reinfeccio. A cultura pode ser feita em dgar Sabouraud dextrose contendo 6leos
naturais, como azeite de oliva, milho, soja ou girassol. Todos sdo compostos de dcidos
graxos de cadeia larga, entre 12 e 24 unidades de carbono. Esse meio de cultura possi-
bilita identificar sete espécies de Malassezia, seis das quais sdo lipodependentes e uma
lipofilica, a M. pachydermatis. Também pode ser usado o meio de Dixon ou outros. O
meio de cultura é incubado entre 35 e 37°C, durante 7 a 10 dias. A col6nia aparece entre
o segundo e o quarto dia de incubagdo e apresenta aspecto leveduriforme, brilhante
e ao microscopico observam-se blastoconidios globosos, arredondados ou ovalados,
com caracteristica comum o brotamento monopolar fialidico, com uma imagem se-
melhante a uma garrafa de boliche, com uma base espessa separando a célula-mie da
célula-filha, distinguindo-se uma cicatriz ou colarete com reprodugio por brotamento.

Sendo um fungo que depende de longas cadeias de dcidos graxos para seu desen-
volvimento, ndo cresce ou cresce lentamente em meio liquido ou sélido sem suple-
mentacao de lipidios. Por essa razao, também na cultura de sangue é necessario que
o sangue do paciente tenha lipidios suficientes para iniciar in vitro o crescimento de
subculturas em meio contendo também lipidios (Figura 1).

Tratamento

O paciente deve tentar prevenir o desenvolvimento da pitiriase versicolor cui-
dando dos habitos de higiene e passando produtos oleosos na pele. Quando instala-
do a4 micose, o tratamento pﬂde ser topico com agentes queratﬂlitic{}s COmo Xampu
de sulfeto de selénio 2,5% ou cetoconazol 2%; solugiao de hipossulfito de sodio 20%.
Além disso, o tratamento sistémico é recomendado quando o tratamento local néo é
efetivo ou quando a drea atingida for muito extensa; nesses casos, podem ser usados
cetoconazol, itraconazol ou fluconazol. A exposi¢do ao sol acelera a repigmentagao,
mas s6 vai ocorrer definitivamente quando houver a recuperagio dos melandcitos
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Figura 1 (A) Exame direto: esporos arredondados, agrupados e hifas curtas. (B) Cultura e (C) micro-
morfologia colonial.

lesados. Para evitar as recidivas, podem ser aplicados os medicamentos locais, uma a
duas vezes por més.

PIEDRA PRETA

Consideracoes gerais

O agente etiolégico é um ascomiceto, a Piedraia hortai. E uma feo-hifomicose
superficial por ser um fungo demadceo. Clinicamente se manifesta na forma de nddu-
los endurecidos, de coloragio escura nos cabelos e raramente em outros pelos. Nio
acomete a pele proxima da regido atingida. O fungo tem sido encontrado no solo de
florestas imidas e nas margens dos rios. Afeta ambos os sexos, com leve aumento no
sexo masculino. Predomina em clima tropical e subtropical. No Brasil é relativamente
frequente.

Os nédulos de cor castanha a negra se apresentam com consisténcia pétrea firme-
mente aderidos ao pelo sendo dificil sua remogdo. E uma infeccio cronica e assinto-
midtica na qual os foliculos pilosos ndo sdo envolvidos.

Diagndéstico laboratorial
Exame direto

O exame micoldgico do pelo com potassa 10-40% mostra o nédulo castanho es-
curo aderido ao pelo e, em seu interior, observam-se uma trama de hifas de paredes
escuras, septos espessos dispostos regularmente e espacos mais claros chamados lojas
ascigeras (ascos), que contém ascosporos fusiformes e encurvados e que sdo respon-
sdveis pela disseminacéo da infeccio (Figura 2).
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Figura 2 Pelo infectado.
Cultura

Na cultura em dgar Sabouraud dextrose, o fungo cresce bem em cerca de 21 dias,
entre 25 e 30°C. As colbnias sao pretas ou cinza-esverdeadas de aspecto variavel. O
exame microscopico da colénia revela hifas septadas acastanhadas, grossas, irregu-
lares, septadas e numerosos clamidoconideos intercalares. Quando a lamina é feita
da parte central da col6nia, eventualmente, pode ser observada a presenca de ascos.

Tratamento

Antifungicos topicos e o corte dos cabelos evitam a recorréncia da micose.

PIEDRA BRANCA

Consideracgdes gerais

Seu agente etioldgico, o Trichosporon spp. (T. ovoides, T. inkin, T. asahii, T. asteroi-
des, T. cutaneum e T. mucoides) , manifesta-se na forma de nddulos castanho-claros,
firmes e irregulares, que aderem a cuticula do pelo, determinando uma infec¢ao fiin-
gica crdnica e assintomatica. Nao compromete a pele vizinha a infecgdo, sendo mais
frequente em pelos pubianos, perianais, axilas, barba e bigode, ocorrendo raramente
no couro cabeludo. Nao afeta o foliculo piloso. A micose pode ser confundida clinica-
mente com uma infec¢do bacteriana por Tricomicose palmelina.

O fungo tem sido encontrado amplamente distribuido na natureza (no solo, na
dgua e em animais) e no préprio homem (na pele, na mucosa oral e no trato intesti-
nal). Tem distribuicio geogrifica preferencialmente em climas tropicais e tempera-
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dos. No Brasil, é prevalente na regido norte. Ndo tem sido observada relagio da piedra
branca com higiene, contato direto ou sexual com os individuos contaminados, mas
a presenca do T. inkin (anteriormente T. beigelii), na regido anal de homossexuais
tem sido relatada. O fungo ja foi diagnosticado também em casos de onicomicose,
panaricio e otomicose.

Walsh et al. (2004) registraram dois casos de tricosporonose invasiva em indivi-
duos imunocomprometidos, em ambos os casos o fungo se apresentou resistente a
anfotericina B. Outros casos de infec¢des profundas, como pneumonia, endocardites,
glomerulonefrite e abscessos cerebrais, ja foram relatados na literatura.

Diagnéstico laboratorial

Exame direto

Ao exame direto do pelo, com potassa 10-40%, apresenta nédulo castanho-claro
aderido, artroconideos e blastoconideos no interior, enquanto na Tricomicose palme-
lina observa-se uma massa amorfa aderida ao pelo sem os esporos (Figura 3).

Cultura

O material é semeado em agar Sabouraud dextrose, entre 25 e 30°C. As col6-
nias crescem rapidamente em cerca de sete dias, cremosas, leveduriformes, branco-
-amareladas com superficie lisa, tornando-se rugosas e cerebriformes mais tarde. Ao
exame microscopico, as colénias apresentam hifas septadas, hialinas, artroconidios
e blastoconidios caracteristicos do género (Figura 4). A identificacao das espécies ¢é
realizada com provas que caracterizem a fisiologia, como assimilagdo de carboidratos,
temperatura de crescimento e sensibilidade a cicloeximida.

Figura3 Pelo infectado.
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Figura4 Micromorfologia da cultura.

Tratamento

Antiftingicos de uso tépico e corte dos pelos na regido afetada sao indicados.

TINEA NIGRA

Consideracoes gerais

Manifesta-se por lesdo acinzentada ou acastanhada, pouco descamativa, bor-
dos bem delimitados, pouco pruriginosa, localizada principalmente em regides pal-
moplantares, raramente em outros locais. O agente etiolégico, um fungo demdceo,
a Hortaea werneckii anteriormente Cladosporium werneckii, Exophiala werneckii e
Phaeoannellomyces werneckii. E doenca tropical e subtropical. Atinge ambos os sexos
e todas as idades. Com maior prevaléncia nos jovens em torno dos 20 anos. As mulhe-
res sdo mais atingidas que os homens, cerca de 3 a 5 vezes. O fungo é encontrado no
solo com elevada concentragio de sal, sendo isolado do mar, peixes e frutos do mar e
areia da praia. Deve-se fazer o diagnostico diferencial entre nevo, melanoma e outros.

Diagndstico laboratorial
Exame direto

A coleta ¢ feita por raspado da lesdo. Ao exame direto entre limina e laminula
do material, com potassa 10-40%, observam-se hifas acastanhadas, septadas, lisas,
toruloides e ramificadas (Figura 5).
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Figura5 Exame direto da lesdo. Fonte: Severo et al. (1994).

Cultura

A cultura é feita em dgar Sabouraud dextrose. A colonia de P. werneckii cresce em
duas a trés semanas, a temperatura entre 25 e 30°C; inicialmente é enegrecida, cre-
mosa, leveduriforme e posteriormente torna-se filamentosa. Ao exame microscépico,
na forma filamentosa, apresenta hifas septadas, acastanhadas, conidiéforo contendo
anel6foros rudimentares ou bem desenvolvidos, nos quais formam-se vérios aneloco-
nideos. Na forma leveduriforme, apresenta conidios, na maioria, com septo.

Tratamento

A lesdo é facil de tratar com queratoliticos ou antimicéticos topicos, podendo as
vezes desaparecer somente com raspado da coleta para o diagnostico. Recidivas s6
com nova exposi¢do a materiais contaminados.
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Capitulo 5

Micoses cutaneas

INTRODUCAO

As micoses cutdneas sdo infecgdes causadas por fungos que invadem as camadas
do extrato cérneo. As vezes o agente etiolégico pode aprofundar-se na epiderme, atin-
gindo a derme e formando granulomas; o que vai influir € o equilibrio imunolégico
existente entre o fungo e o hospedeiro.

Estdo entre as micoses cutidneas as dermatofitoses e as dermatomicoses.

DERMATOFITOSES

Consideracdes gerais

Sao um grupo de micoses, denominadas tinea ou tinhas, provocadas por fungos
denominados dermatofitos, que atingem a camada cdrnea e a por¢io extrafolicular do
pelo, bem como as unhas, Os gregos as denominavam herpes pelo aspecto circular de
crescimento para todas as diregoes. Os romanos chamavam de tinea porque acredita-
vam ser uma doenca provocada por insetos.

Os dermatdfitos constituem um grupo de fungos que se assemelham taxonémica,
fisiolégica, morfoldgica e imunologicamente. Existem cerca de 35 espécies de dermat6-
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fitos, agrupadas em trés géneros de Hyphomycetes: Epidermophyton (com uma espécie),
Microsporum (com 14 espécies) e Trichophyton (com £ 20 espécies). A denominacio
dermatdfito é usada somente para as espécies dos trés géneros que sdo queratinofilicos
e capazes de causar doengas em homens e animais. Outras espécies de fungos, classi-
ficadas como correlatas dos dermatéfitos, vivem no solo e também podem invadir os
tecidos queratinizados do homem e dos animais, causando as dermatomicoses.

Os dermatofitos causam as chamadas tinea ou tinhas nos animais e no homem e,
de acordo com a localizagédo, denominam-se tinea pedis, tinea manum, finea unguium,
tinea capitis, tinea barbae, tinea cruris, tinea corporis e tinea imbricata.

Os dermatdéfitos e as espécies correlatas produzem esporos e conidios. O estdgio
caracterizado pela produgdo de conidios (macro e microconidios) corresponde a re-
produgio assexuada e € denominado estado imperfeito ou fase anamérfica do fungo;
e 0 estagio caracterizado pelos esporos (ascosporos), reprodugdo sexuada, denomina-
-se estado perfeito ou fase teleomorfica.

Os dermatoéfitos e as espécies correlatas, na fase anamoérfica, situam-se entre os
Hyphomycetes e, na fase teleomorfica, tém posicdo nos Ascohymenomycetes (Tabela 1).

Tabela 1 Posicdo sistematica dos dermatdfitos e fungos afins

Reino Fungi
Filo Eumycota
Fase teleomérfica Fase anamdrfica
Subfilo (subdivisao) Ascomycotina Deuteromycotina
Classe Ascohymenomycetes Hyphomycetes
Ordem (Onygenales (Eurotiales) Hyphomycetales
Familia Arthrodermataceae Moniliaceae
Género Arthroderma Epidermophyton, Microsporum e
Trichophyton

Muitos dermatdfitos tém a fase teleomorfica ainda desconhecida, sendo entio
conhecidos pelo nome anamorfico.

Alguns dermatéfitos sdo cosmopolitas, outros tém distribuicdo geogrifica limita-
da. Assim, o nimero de espécies varia de pais para pais, regiao para regido até mesmo
dentro de um mesmo pais. A distribuicio das dermatofitoses varia por influéncia de
fatores populacionais como:

= Sexo: mais comum no sexo masculino.
= ]dade: tinha do couro cabeludo mais comum em criangas; tinha do pé e inguinal
mais comuns no adulto.
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= Imunidade: imunocomprometidos sio mais atingidos.

= Habitos: sociais, culturais, religiosos e econdmicos.

» Populacdes fechadas: tripulacdes de navios e creches tém maior incidéncia de der-
matofitose.

=  Migracdes: T. violaceum foi transportado por imigrantes do mediterrineo e de
Portugal para o Brasil.

=  Sazonalidade: as dermatofitoses sao mais frequentes no verdo e no outono.

Fatores geogrificos como intensidade solar, movimento da atmosfera, indice
pluviométrico, regime fluvial, constitui¢do do solo, vegetacdo, densidade, variedade
anual e densidade populacional influenciam na distribuigdo dos dermatéfitos.

Os dermatoéfitos apresentam predilegdo ecologica quanto a adaptagdo ao meio
ambiente. Quanto ao habitat, sao classificados em geofilicos, zoofilicos e antropofili-
cos. Os geofilicos podem viver no solo geralmente rico em residuos de queratina hu-
mana ou animal, como penas, pelos, escamas e outros, e ocasionalmente parasitam o
homem ou os animais. Os zoofilicos passaram por processo de abandono do solo e se
adaptaram as condigdes de parasitismo em espécies animais com contato direto com
o solo e eventualmente podem parasitar o homem. Portanto, estes fungos ascenderam
na escala filogenética rumo ao homem. Os que se adaptaram ao homem tendo este

como hospedeiro normal e ocasionalmente parasitam animais, sdo os antropofilicos
(Tabela 2).

Tabela 2 Distribuicio das espécies de dermatéfitos, quanto a ecologia
Antropofilicos Zoofilicos Geofilicos

Espécies cosmopolitas

Epidermophyton floccosum, Micrasporum canis var. canis, Microsporum cooked, Microsporum
Microsporum audouinii, Trichophyton  Microsporum equinum, Microsporum  gypseum, Microsporum fulvum e
mentagrophytes var. interdigitale, gallinae, Trichophyton equinum, Microsporum nanum

Trichophyton rubrum, Trichophyton Trichaphyton mentagrophytes var.
tonsurans e Trichophyton violaceum  mentagrophytes e Trichophyton
VEITUCOSUM

Espécies limitadas

Microsporum ferrugineum, Microsporum canis var. distortum, Microsporum persicolor, Microsporum
Trichophyton concentricum, Trichophyton mentagrophytes praecox, Micrasporum racemosum,
Trichophyton gourvilii, Trichophyton  var. erinacei e Trichophiyton Microsporum vanbreuseghemii,
megninii, Trichaphyton schienleini, mentagrophytes var. quinckeanum Trichophyton phaseoliforme e
Trichophyton soudanense e Trichephyton simii

Trichaphyton yaoundei

Os dermatofitos zoofilicos podem ter hospedeiros especificos, como M. equinum
de cavalos, ou serem infectantes do homem e dos animais, como T. mentagrophytes
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e M. canis. Os animais infectados servem de reservatdrio para as dermatofitoses hu-
manas.

Os dermatofitos antropofilicos sofrem influéncia de fatores sociais, ambientais,
étnicos e antropogénicos (higiene e vestimenta) e afinidade pela queratina. Microspo-
rum tem afinidade por pele e pelo, raramente por unha; Epidermophyton por pele e
unha e o Trichophyton, pele, pelo e unha.

A importéncia de reconhecer a que ecossistema a espécie de dermatéfito perten-
ce estd relacionada a resposta que ele pode desencadear no hospedeiro humano, pois
acredita-se que quanto mais filogeneticamente distanciado estd o dermatoéfito, maior
serd a resposta inflamatéria que desencadeia. Sendo assim, os fungos geofilicos desen-
cadeiam resposta inflamatéria bem mais evidente que os zoofilicos, com resposta mo-
derada, e as espécies antropofilicas, que normalmente ndo induzem grandes altera¢des.

A incidéncia dos dermatdfitos tem relagio com as condigdes do meio ambiente,
higiene pessoal, suscetibilidade individual, viruléncia, sua adaptacido (geofilicos sdo
menos adaptados que os antropofilicos) ou outros fatores. Os locais de banho pu-
blico, como piscinas e vestidrios, estao fortemente interligados com a incidéncia de
tinea pedis. A integridade da epiderme comporta-se como barreira natural. O calor
e a umidade local sdo fatores que contribuem para a inoculagio e a sobrevivéncia do
dermatdfito na pele.

Nas dermatofitoses, o inicio do processo patogénico ocorre pela inoculacio de
um artroconidio ou fragmento de hifa depositado sobre a pele e o processo sera fa-
vorecido por uma lesdo cutidnea ou escoriagdo preexistente permitindo que este se
fixe na camada cornea da epiderme. A lesdo que se forma é resultante do crescimento
dicotémico, circular e centrifuga do fungo, que se manifesta como pruriginosa com
forma anular, eritemato escamosa, bordas nitidas e vesiculosas. Individuos que usam
corticoterapia apresentam lesdes atipicas que sio denominadas tinha incognita ou
tinha oculta.

Os pelos, quando atacados, sempre estdo acompanhados de uma lesdo da pele.
O dermatéfito progride até chegar a uma regido do orificio piloso e se aprofunda
em direcdo ao infundibulo do pelo. A invasio ocorre desde a superficie até a parte
mais profunda do pelo e s6 para quando ndo encontra mais queratina no colete do
bulbo piloso. Esse crescimento da superficie até o colete do bulbo piloso e o processo
contrario, quando o fungo tenta voltar para a superficie em busca da queratina, sio
denominados franja de Adamson.

As queratinas humana e animal sdo constituidas de proteinas de elevado peso mo-
lecular, ou seja, as queratinas sdo diferentes em razdo da presenca de substincias que
intervém em sua composicao (por exemplo, a queratina do cabelo contém cisteinae a
da pele contém metionina). Esse fato pode esclarecer as vérias formas provocadas pelo
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mesmo dermatéfito, bem como o fato de fungos diferentes poderem desencadear a
mesma lesdo clinica e a predilecdo por determinada espécie animal dos dermatofitos.

As formas clinicas das dermatofitoses podem ser do tipo vesiculas, papulas, des-
camagio ou outras, e podem provocar reacdes alérgicas de hipersensibilidade cutinea
a distancia do foco primério denominadas IDE, micide ou dermatofitide. A lesio é
estéril, ocorre reagio positiva a tricofitina e, com o tratamento, a IDE também regride.

Diagnéstico laboratorial

Exame direto

O exame microscopico das escamas da pele, dos pelos epilados e das unhas é
realizado em KOH 10-40%.

Os dermatdfitos aparecem em forma de hifas artroconidiadas. As vezes sio con-
fundidos com leveduras. Nao € possivel o diagnostico de género ou espécie por meio do
exame direto, apenas pode ser comunicada a presenca de fragmentos de hifas (Figura 1).

Os esporos e/ou hifas dos dermatdfitos podem infectar os pelos por dentro (en-
dotrix), por fora (ectotrix) ou por dentro e fora (endoectotrix) e ainda permanecerem
indiferentes (actotrix).

Cultura

O material de raspagem, escamas da pele e unhas ou pelos epilados sdo semea-
dos em um ou mais tubos de dgar Sabouraud dextrose acrescido de ciclo-heximida
e cloranfenicol e incubados entre 25 e 30°C, por no minimo 15 a 20 dias. A identifi-
ca¢do dos dermatofitos é feita pela observagio dos aspectos macro e microscopicos

Figura 1 Exame direto: hifa artroconidiada.
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da coldnia. As vezes, é necessdrio realizar outras provas fisiolégicas, como produgio
de urease, ataque ao pelo ou necessidades nutricionais de vitaminas e aminodcidos
para identificacdo das espécies. Eventualmente é necessirio o pareamento sexual para
reconhecimento de algumas espécies. A Tabela 3 apresenta algumas caracteristicas de
diagnoéstico dos dermatdfitos mais frequentemente encontrados.

Quando o diagnéstico macro e microscopico nio for possivel, o que ocorre com
mais frequéncia no género Trichophyton, é necessaria a semeadura em ldmina ou em
meio de cultura que aumente o desenvolvimento das estruturas de esporulacéo ou a
producio de pigmento dos dermatofitos. Podem ser utilizados os meios de cultura
lactrimel tteis para a esporulagdo, o dgar batata para a pigmentacio, em que o T.
rubrum pigmenta o meio de vermelho, o dgar Trichophyton e o meio nutritivo para
os dermatéfitos.

O cultivo em ldmina permite demonstrar, ao exame microscépico, a morfologia
dos fungos, tornando possivel a visualizacdo das estruturas integras, hifas, conidios.

QOutras provas como a da urease (prova bioquimica), em que o T. mentagrophytes
utiliza a ureia e a desdobra em carbono e nitrogénio tornando o meio alcalino, cuja
reacio é revelada pela mudanca de cor do meio de cultura de amarelo para réseo em
decorréncia da presenga de um indicador de pH, o vermelho de bromofenol. O T.
mentagrophytes é urease positiva, e o T. rubrum, urease negativa. Além dessas, outras
provas com menor frequéncia podem ser ateis.

A luz de Wood é util na tinha do couro cabeludo. O género Microsporum apresen-
ta fluorescéncia esverdeada, ao passo que o género Trichophyton nao fluoresce, com
excecdo da tinha favosa (T. shoenleinii).

Identificacdo
Epidermophyton floccosum

As colbnias apresentam crescimento rdpido, inicialmente de cor verde-limao, de-
pois cobrem de induto pulverulento. Macroconidios em forma de raquete, em grupos
de trés ou mais nas extremidades das hifas, e microconidios ausentes. Em colénias
velhas, o E. floccosum se pleomorfiza e surgem os clamidoconidios (Figura 2).

Microsporum sp.

Muitos macroconidios septados, e 0os microconidios podem ser raros ou nume-
rosos, dependendo da espécie e do substrato, e raras espirais. A caracteristica que os
identifica é o macroconidio (Figura 3). Os mais frequentes sdo descritos a seguir.
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Figura2 Micromarfologia colonial do E. floccosum. (Veja a imagem colorida no miniatlas ao final do livro.)

Figura 3 Caracteristicas micromorfolégicas do Microsporum sp.

Microsporum canis

As colbnias sdo brancas aveludadas ou algodoadas, de crescimento rdpido, com
o verso pigmento alaranjado; numerosos macroconidios fusiformes, grandes e mul-
tisseptados de 6 a 15 células (Figura 4), paredes rugosas e mais espessas que as dos
septos; e microconidios podem ser encontrados ao longo da hifa. E zoofilico e nativo
em gatos, cdes, cavalos e macacos. E ectotrix, com esporos finos em pelos infectados.
Estado perfeito: Nannizzia otae.

Microsporum gypseum

Crescimento rdpido de colbnia pulverulenta, cor camurca (“café com leite” ou
“aglicar com canela”), verso com pigmento pardacento; numerosos macroconidios fu-
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Figura4 Micromorfologia colonial do M. canis.

siformes, multisseptados de trés a nove células (Figura 5), paredes rugosas e finas; pou-
cos microconidios. E geofilico e abundante no solo. Produz poucos esporos ectotrix.
Estado perfeito: Nannizzia incurvata e Nannizzia gypsea.
As demais espécies sao raramente encontradas em nosso meio, como M. cookei,
M. distortum, M. fulvum, M. nanum e M. persicolor.

Figura5 Micromorfologia colonial do M. gypseum.

Trichophyton sp.

Apresenta geralmente mais micro (aleurias) que macroconidios, sendo a produ-
¢do de microconidios mais caracteristica deste género; espirais as vezes estio presen-
tes (Figura 6).

No Brasil, os Trichophyton mais frequentes sio T. mentagrophytes, T. rubrum, T.
violaceum, T. tonsurans e T. schoenleinii. O T. concentricum é encontrado mais fre-
quentemente entre os indios da Amazonia, e o T. verrucosum, em animais.
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Figura 8 Micromorfologia colonial do Trichophyton sp.

Trichophyton mentagrophytes

Possui duas caracteristicas quanto ao aspecto da colonia, algodoada ou pulve-
rosa, e, conforme a apresentacio clinica, as variedades mentagrophytes (zoofilica) e
interdigitale (antropofilica). Apresenta crescimento rdpido, macroconidio do género,
verso da colonia com pigmento bege-claro a vinho-escuro ou marrom. Numerosos
microconidios, redondos, unicelulares, isolados ou em cachos (rdcimo) ao longo da
hifa. Hifas em raquete, espiral e clamidoconidio podem estar presentes.

As colonias podem apresentar poucos ou numerosos microconidios, e 0s macro-
conidios podem ser raros, clavados ou em formas variadas (Figura 7). Essa espécie
pode ser antropofilica ou geofilica.

Figura 7 Micromorfologia do T mentagrophytes.
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A variedade algodoada (cotonosa) as vezes apresenta col6nias de cor branca, no
verso um pigmento variando do amarelo ao pardo, ou inexistente. Para sua identificagdo
recorre-se 4 prova da urease, o teste de ataque ao pelo in vitro ou assimilacio do sorbitol.

Estado perfeito: Arthroderma benhamiae.

Trichophyton rubrum

Colénias de crescimento rapido, branca pulverulenta ou aveludada, verso com
pigmento vermelho a rosa ptrpura. As vezes a coloragio no inicio é amarela, escure-
cendo até se tornar vermelha. Geralmente apresenta poucos macroconidios, microco-
nidios em forma de gota de ldgrima (Figura 8). O T. rubrum ¢ antropofilico.

Estado perfeito: desconhecido.

Figura 8 Frente e verso da colonia do Trichophyton rubrum, comparando com coldnias de Epidermo-
phyton floccosum (A) e Microsporum canis (B). (Veja a imagem colorida no miniatlas ao final do livro.)

Trichophyton tonsurans

Colbnias de crescimento lento, superficie central elevada ou umbilicada, preguea-
da, cor amarelada nas depressdes. A superficie da colénia é branca, pulverosa ou ave-
ludada, verso com pigmento vermelho ferruginoso, castanho ou amarelo. Esse pig-
mento, as vezes, se difunde no meio de cultura.

Microconidios em grande niimero. Apresentam conidios dilatados (forma em
balao), dispostos lateralmente em hifas irregulares, lembrando uma centopeia (Fi-
gura 9).

E um dermatéfito que infecta pelos endotrix, sendo menos frequente na regio
Sul. Apresenta distribui¢do geografica ampla na América Latina, predomina nas ti-
nhas do couro cabeludo no México, em Porto Rico e em El Salvador. No Brasil, é
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Figura 9 Micromorfologia do T. tonsurans.

endémico na Amazonia, no Recife e no Rio de Janeiro. No Rio Grande do Sul, inicial-
mente foi descrito como raro, mas a partir de 1983 o dermatdéfito passou a ser isolado
regularmente no estado.

Trichophyton violaceum

Colénias de crescimento lento, aspecto seroso, sulcada e cor violeta. Esse fungo
se pleomorfiza facilmente, dando origem a uma colonia plana, cotonosa e branca.
A adicao de tripticaseina e tiamina ao agar Sabouraud dextrose favorece seu cres-
cimento. Produz pequena quantidade de microconidios e raramente macroconidios
alongados, reverso da colénia vermelha (Figura 10).

Trichophyton schoenleinii

Coldnia de crescimento lento, cor creme ou branca, aspecto cotonoso e sulcada,
hifas com ramificagoes aberrantes em forma de candelabros favicos. Raramente se
formam microconidios; macroconidios ausentes (Figura 11).

Trichophyton verrucosum

Crescimento lento, exigindo vitamina B12 (tiamina 1% do meio) e temperatura
entre 35 e 37°C para o crescimento. Algumas cepas requerem também inositol. As
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Figura 10 Micromorfologia colonial do T viclaceum:.

g

Figura 11 Micromorfologia colonial do T schoenfeini.

colonias variam da cor branca a amarela brilhante e o verso sem pigmento. Os micro-
conidios sdo alongados, e os macroconidios sdo raros. E encontrado em individuos
que lidam com animais no campo (Figura 12).

Trichophyton concentricum

Crescimento lento, colonias de cor branca, pregas profundas, tornando-se mar-
rom ou vermelho coral, reverso é creme a marrom. Micélio ramificado parecendo os
“candelabros fivicos” do T. schoenleinii. Macro e microconidios ausentes em cultura
comum.

Espécie antropofilica, néo invade o pelo. O crescimento é estimulado pela adigio
de tiamina ao meio.

Apresentacao clinica

Os dermatéfitos infectam a pele glabra, pele com pelos e unhas.
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Figura 12 Micromorfologia colonial do T verrucosum.

Pele glabra

As infeccdes tipicas, nesta drea, sdo lesdes anulares, eritematodescamativas, de
bordos vesiculosos. Na forma inflamatéria aguda, geralmente o agente é o T. men-
tagrophytes e aparecem numerosas vesiculas, que se rompem e liberam um liquido
claro e pegajoso. A pele, nos espagos interdigitais, por exemplo, apresenta fissuras
que a predispdem a outras infeccdes e torna o cardter inflamatério mais pronunciado,
podendo surgir edema e dor.

Em formas cronicas, ndo ocorre a reagio aguda acompanhada de vesiculagio.
As lesoes, por exemplo, aparecem na planta e bordos dos pés, sob a forma esfolia-
tiva (escamosa) ou circinada, lembrando o mocassim e com comprometimento das
unhas - neste caso o agente mais comum € o T. rubrum. Na tinha imbricata, “tokelau
ou chimberé” causada pelo T. concentricum, provoca lesdes descamativas em anéis
concéntricos.

Pele com pelos

Quando atacados pelo fungo, os pelos também tém o envolvimento da pele. Os
locais predominantes sao os pelos do couro cabeludo, da barba e do bigode.

No couro cabeludo, podem lesar apenas a pele ou atingir o pelo, tonsurando-o
ou provocando lesdes mais profundas que acarretam alopécia definitiva. Em adultos,
as lesoes geralmente sido da pele e nao lesam o pelo, localizando-se em drea préxima,
facial ou pescogo e por contiguidade penetram no couro cabeludo.



58 Micologia no Laboratério Clinico

O fungo que parasita o pelo inicia com a penetracio da hifa na camada cérnea,
seguindo para a haste. Ao atingir o bulbo piloso, a hifa nio o agride, formando uma
massa, a franja de Adamson. Fragmenta-se em conidios (pelos endotrix = tricofitica)
e, quando a hifa sai do pelo, se fragmenta em artroconidios, envolvendo sua bainha
(pelos endoectotrix = microsporica).

Quando o fungo nio é adaptado (zoofilico ou geofilico) o individuo pode sofrer
reacao inflamatdria aguda ao fungo, denominada Kerion Celsi, manifestando-se em
forma de abscessos e fistulas, contendo secre¢ao purulenta. Quando tratadas deixam
uma cicatriz definitiva.

Unhas

A unha quando atingida pelo fungo ¢ denominada onicomicose e apresenta for-
ma subungueal distal ou proximal, podendo também manifestar-se com outros as-
pectos, como onicélise e onicodistrofia. A onicomicose pode estar somente na unha
(oniquia) ou também na regiao periungueal (paroniquia).

As onicomicoses podem ser determinadas por diversas espécies de fungos. O qua-
dro clinico € bastante varidvel. Tais fungos provocam alteragdes na unha propriamente
dita ou na dobra periungueal. As oniquias por dermatéfitos geralmente se apresentam
corroidas, escamosas, secas, estrias longitudinais, e o processo de invasdo se inicia,
preferenciamente, pela parte distal em direcédo a proximal, comprometendo primaria-
mente a borda livre e ndo havendo comprometimento dos tecidos periungueais.

As onicomicoses por levedura, geralmente causadas por Candida sp. ou Trichos-
poron sp., comprometem primariamente a prega ungueal proximal e apresentam as
bordas periungueais dolorosas, tumefeitas, com secre¢ao seropurulenta e paroniquia.

Entre os agentes mais comuns em nosso meio tém-se T. rubrum, T. mentagro-
phytes e Candida albicans. Leveduras causadoras de onicomicoses ndo siao dermatéfi-
tas, mas sim agentes onicomicoticos.

Em consequéncia da pouca vascularizacio no local da unha, o tratamento ¢ di-
ficil, necessitando geralmente de medicacédo via oral para que se deposite na base da
unha e esta cres¢a com a medicagio ai impregnada.

Tratamento

As dermatofitoses sdo tratadas conforme o local e o agente etiolégico da lesdo.
Fungos zoofilicos e geofilicos respondem aos antimicéticos tépicos (logdes, pomadas,
cremes ou spray) com derivados imidazoélicos (miconazol, cetoconazol, clotrimazol,
fluconazol), terbinafina e outros. Fungos antropofilicos sio mais resistentes e neces-
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sitam de antifiingicos orais (griseofulvina, cetoconazol, itraconazol ou outros). No
couro cabeludo, mesmo que o fungo seja zoofilico ou geofilico, deve-se usar griseoful-
vina oral, porque ha mais penetragio e, se houver quadro alérgico, Kerion Celsi evita
as sequelas alopeciantes. O tempo de tratamento conforme o local é:

*  Um més para pele glabra.
=  Dois meses no couro cabeludo.
= Seis meses a um ano em lesdes ungueais.

Dermatofitoses quanto a localizacao

As dermatofitoses apresentam lesdes bastantes variadas quanto ao aspecto clini-
co, resultante da combinagiao da destruicdo da queratina e associada a uma resposta
inflamatoria. Essa variagdo clinica da lesdo esta relacionada 4 espécie do dermatéfito
envolvido, ao sitio anatomico acometido e ao estado imunolégico do paciente. Quan-
to ao sitio anatdmico da lesao as tineas sdo denominadas tinea corporis (corpo), tinea
capitis (couro cabeludo), tinea unguium (unhas), tinea pedis (pés) e manum (maos),
tinea cruris (inguinal), tinea barbae (barba) e tinea imbricata.

Tinea corporis

E a dermatofitose que acomete o extrato cérneo da pele glabra, ou seja, a re-
gido fora das zonas de maior densidade pilosa, como couro cabeludo, barba, bigode
e unhas. Qualquer dermatofito pode ser o agente infeccioso. Nas criangas, os fungos
mais frequentes sao os de animais, pelo hdbito de brincarem com eles. As formas
clinicas observadas sdo herpes circinado, lesdes interdigitoplantares e palmares e a
lesao imbricata ou Tokelau. A forma mais comum € a anular, crescimento centrifugo
e cura central observada como a forma herpes circinado. Pode-se manifestar também
como vesiculas inflamatérias ou placas, sem cura central, semelhante ao Kerion Celsi,
quando presente um fungo ndo adaptado ao homem.

Tinea capitis

A tinea do couro cabeludo apresenta, quanto ao aspecto clinico, formas tonsuran-
te, supurativa e fivica. As dermatoficias do couro cabeludo podem lesar o pelo, apenas
com tonsura ou provocando lesdes mais profundas, que acarretem alopécia definitiva.

A tinea tonsurante é a forma mais frequente a acometer criancgas no periodo es-
colar, entre 4 e 10 anos. E pouco frequente em recém-nascidos e nas fases pré-escolar
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e adulta. Clinicamente, o couro cabeludo apresenta uma ou viérias placas de alopécia,
mas que tendem a cura espontinea na puberdade. Sido causadas por dermatéfitos dos
géneros Microsporum e a espécie mais frequente o M. canis; e o género Trichophyton
com a espécie mais frequente o T. fonsurans. As lesdes microsporicas sdo fluorescen-
tes 4 lampada de Wood e o parasitismo € ectotrix, quando néao fluorescem é do tipo
tricofitica com parasitismo endotrix ou ectotrix.

A tinea supurativa acomete tanto criancas quanto adultos e se caracteriza pela
presenca de placa escamosa evoluindo para uma inflamagio serpentiginosa com ede-
ma, rubor e secre¢do purulenta, o que resulta em perda dos pelos. Esse quadro clinico
é conhecido como Kerion Celsi. Os dermatéficos mais frequentes sdo do género Tri-
chophyton e a espécie o T. mentagrophytes com parasitismo ectotrix.

A tinea favica tem como agente etiolégico o Trichophyton shoenleinii. Provoca alo-
pécia definitiva, crénica, persistente na vida adulta, contagiosa, estando relacionada
ao baixo nivel de higiene e de condicoes socioecondmicas da populagio. Inicialmente
aparecem em volta do pelo gotas de liquido seroso. Com o passar do tempo véo secan-
do e depositanto mais substéncia produzida pelo ato de cocar, formando uma massa.
Com a progressdo, essa massa vai se tornando uma crosta, centrada por um pelo e com
odor desagradavel de “urina de rato”. Portanto, as lesdes provocadas pelo T. schoenlei-
nii sdo crostosas e semelhantes ao favo de mel e sdéo denominadas escutulas ou godet.
Podem infectar tanto os pelos quanto a pele glabra. A fusdo de vdrias escitulas leva a
formagdo da crosta. As escutulas sdo exclusivamente conglomerados de hifas.

Quanto a localizagdo das lesdes, ocorrem frequentemente em toda a extensdo do
couro cabeludo, exceto na regido da nuca e na fronte posterior. O parasitismo favico
se caracteriza pela presenca de pequenas cadeias de artroconidios ou em pequenos
grupos e associados a bolhas de ar dentro do pelo. E uma micose de dificil controle
epidemiolégico.

Tinea unguium

A micose das unhas tem sido um sério problema em virtude de sua presenca
elevada e da dificuldade de diagnéstico clinico e laboratorial. E causada por dermaté-
fitos, leveduras, principalmente do género Candida e fungos filamentosos queratino-
filicos nio dermatdfitos.

Apresenta lesdes varidveis, quando por dermatofitos ocorre comprometimen-
to distal da unha, a onocomicose do tipo onixis. As leveduras causam com maior
frequéncia paroniquia do tipo perionix, podendo estar associada ou ndo a onixis.

Em vista disso, os diagnosticos clinico e laboratorial sdo dificultados, acrescen-
tando ainda a dificuldade e as vezes a negligéncia no tratamento por parte do pacien-
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te. Quanto ao diagnéstico micoldgico, a dificuldade inicia-se na coleta, em virtude do
acesso ao local para se obter um espécime clinico adequado, o que pode resultar em
culturas negativas, mesmo com a clinica de onicomicose.

Nas onicomicoses por dermatdéfitos, sdo observados quatro tipos de acometimen-
to das unhas das maos e dos pés: subungueal distal, subungueal proximal, branca
superficial ou leuconicomicose superficial e a onicodistrofia total,

A onicomicose subungueal distal é a mais frequente, cerca de 90% dos casos. A
lesdo se inicia na borda livre da unha com descolamento da lamina superficial e evolui
tornando a unha opaca, esbranquicada e espessa. O material obtido por raspagem
apresenta consisténcia farindcea, esbranquicada e observa-se intensa queratélise.

Geralmente, as unhas dos pés sdo as mais afetadas e o agente mais frequente é o
T. rubrum o que ndo ocorre nas unhas das maos, onde outros agentes sdo observados.
Niéo ha preferéncia por sexo ou raga e sdo raros os casos antes da puberdade.,

A onicomicose subungueal proximal se inicia na extremidade proximal com a
presenca de manchas brancas ao nivel da linula e comprometendo toda a unha a
medida que esta vai crescendo, tornando semelhando a subungueal distal. O agente
etioldgico mais frequente é o T. rubrum. E uma micose rara acometendo principal-
mente pacientes aidéticos e evolui para uma onicodistrofia total.

A onicomicose branca superficial ou leuconicomicose superficial é rara, ocorre
em cerca de 2 a 5% das onicomicoses. Surgem manchas brancas na parte medial da
ldmina superior da unha. Com o passar do tempo, as manchas se tornam amareladas.
Esta lesao ocorre pela penetracio do fungo em direcdo ao interior da unha, facilitada
quando houver trauma anterior. Os agentes mais frequentes sdo o T. rubrum e o T.
mentragrophytes. Ocorre principalmente nas unhas dos pés e evolui para onicodis-
trofia total.

A onicodistrofia total ocorre a partir da evolugdo das lesdes anteriores resultando
na fragilizagdo e na queda de todas as laminas ungueais, persistindo apenas restos de
queratina aderida ao leito ungueal. Ocorre quando o paciente utiliza medicagio ina-
dequada ou pelo seu descaso com a doenga. O agente mais frequente € o T. rubrum.
A maior frequéncia ocorre entre adultos e idosos, sem predile¢do por sexo ou raca.

A terapéutica nas onicomicoses é dificil por causa da ma vascularizagio local, di-
ficultando a penetracdo do medicamento por via sistémica e demora no crescimento
das unhas, além da queratina que participa da unha ser muito densa. O crescimento
das unhas das maos ocorre em cerca de cinco a seis meses e a dos pés entre 12 e 18
meses.

O diagnéstico diferencial da tinha das unhas deve ser feito com psoriase, liquen
plano e outras.
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Tinea pedis e tinea manum

As lesdes que surgem nestas micoses sdo do tipo interdigitoplantares e palmares,
caracterizando-se pelo aparecimento nos espacos interdigitais e planta dos pés e das
maos.

Diferentes tipos de lesdes podem ocorrer, vesiculosa ou desidrética, escamosa ou
hiperqueratética e intertriginosa.

A forma vesiculosa ou desidrética se inicia com a presenga de vesiculas que se
rompem e liberam um liquido citrino, frequentemente na regido plantar, podendo
ocorrer também na forma palmar. Com o passar do tempo, as lesdes se transformam
em placas.

A forma escamosa ou hiperqueratdtica apresenta placas eritematoescamosa na
regido plantar ou na borda lateral do pé. Na mio, as lesdes ocorrem na regido palmar
e na parte lateral dos dedos.

A forma intertriginosa, também conhecida como “pé de atleta”, se caracteriza por
intensa maceragdo entre os interdigitos dos pés e das maos, podendo evoluir para a
formagdo de fissuras, permitindo a invasdo secundaria por bactérias.

Cucé (1978), em seu artigo sobre micoses superficiais, afirma que o “pé de atleta”
é mais prevalente em homens do que em mulheres, em adultos do que em jovens, e as
razdes incluem hdbitos de higiene e vestimenta.

As lesdes dermatofiticas nas maos sdo menos frequentes que nos pés. Os agentes
mais comumente encontrados sdo o T. rubrum e o T. tonsurans nas lesdes escamosas
ou hiperqueratoticas e o T. mentagrophytes nas lesoes vesiculosas ou desidraéticas.

O diagnéstico diferencial entre as lesGes deve ser feito com psoriase, eczemas de
contato, desidrose e outros.

Tinea cruris

A tinea cruris, inguinal ou lesdes de grandes pregas, inicia-se com manchas aver-
melhadas e é conhecida pelo nome de eczema marginado de Hebra. Sdo lesdes cujas
bordas apresentam aspecto eritematovesiculoso ou pustuloso. Podem apresentar pru-
rido moderado ou intenso. Os agentes mais frequentes sdo o T. rubrum e o Epidermo-
phyton floccosum.

E uma micose contagiosa e pode apresentar epidemias em ambientes escolares,
militares e familiares. Ela ocorre com maior incidéncia entre homens que entre mu-
lheres, na faixa etdria dos 18 aos 30 anos e excepcionalmente entre crian¢as com me-
nos de 10 anos e adultos com idade superior a 60 anos. Sdo fatores predisponentes
para que ocorra o calor, a umidade, a maceragio das camadas cérneas acrescida da
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pratica de esportes aquéticos e o compartilhamento de pegas intimas, como cal¢Ges
de banho, cuecas ou toalhas. A transmissdo ocorre pelo contato intimo de roupas
contaminadas ou em locais de banho, salas de ginastica e outros.

O diagnéstico diferencial se faz com o eritrasma, infec¢do bacteriana por Cory-
nebacterium minutissimum, que apresenta fluorescéncia avermelhada a limpada de
Wood, intertrigo por leveduras, dermatite seborreica e outros.

Tinea barbae

A lesdo na barba é inflamatéria e semelhante 4 foliculite bacteriana, lembrando
um Kerion Celsi. As lesoes se caracterizam por eritema, papulas perifoliculares e pts-
tulas, drenagem de fluido sorossanguinolento e escamas. Os agentes etiologicos mais
frequentes sdo o T. mentagrophytes e T. verrucosum.

Em mulheres, rapazes na pré-puberdade e criancas é chamada tinea facei. O con-
tigio ocorre por liminas de barbear, barbeadores, contato com gado, cavalos e outros.
Popularmente ¢ denominada “sarna do gado”, ou dermatofilose.

Tinea imbricata

A tinea imbricata também ¢ denominada Toguelau ou chimberé, por ser origi-
néria da ilha polinésica chamada de Tokelau. No entanto, essa micose é encontrada
também em outras ilhas do Pacifico, da China, na India, nas Américas, bem como de
alguns pontos isolados da Africa.

Causada pelo T. concentricum, acomete principalmente populagoes isoladas de
vilarejos ou tribos cujo contato com a civilizagdo moderna € escasso. A transmissao
é feita pelo contato direto de homem para homem ou com objetos contaminados.
Falta de higiene, promiscuidade de convivio e clima tropical favorecem a instalacio
do processo infeccioso.

A doenga se caracteriza pela presenca de uma ou mais lesdes escamosas com
crescimento excéntrico que evoluem para a forma em circulos concéntricos que se
imbricam, formando desenhos bizarros e servem de adorno aos aborigenes.

O diagnéstico diferencial deve ser feito com outras dermatofitoses, psoriase e
oufras.

Qutras dermatofitoses

Os dermatdéfitos tém como manifestagdo clinica lesdes que atingem a camada
queratinizada de pele, pelos e unhas. Porém, em determinadas situa¢des, ao esgota-
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rem o extrato corneo, em vez de serem destruidos conseguem invadir camadas mais
profundas da pele, atingindo a regido subcutinea ou até drgaos. Os quadros clinicos
causados nessas situagdes sdo granuloma tricofitico, micetoma dermatofitico e doen-
¢a dermatofitica.

Granuloma tricofitico

Caracteriza-se pela presenca de nédulos subcutineos que tendem a ulceragao ou
fibrose. A histopatologia evidencia granuloma com células gigantes na parte central,
cercadas na periferia por infiltrado de polimorfonucleares, mondcitos e plasmécitos.

A doenga ocorre com maior frequéncia em pacientes com dermatofitoses pelo T.
rubrum e que fazem uso de corticoterapia prolongada.

Micetoma dermatofitico

O micetoma dermatofitico ou pseudomicetoma ocorre nos individuos portado-
res de dermatofitose cronica. Pode ocorrer a formacio de nddulos subcutineos nio
aderidos que evoluem na forma de tumor e aparecimento de fistula que drena secre-
¢do purulenta ou serossanguinolenta e que contém graos formados por emaranhados

de estruturas fingicas dermatofiticas. Varios dermatdéfitos podem formar grios, entre
eles Microsporum canis, T. rubrum e M. ferrigineum.

Doenca dermatofitica

Pacientes que apresentam distirbios imunoldgicos celulares, ainda na infancia,
podem apresentar lesoes de pele e unhas que tendem a generalizagdo do quadro entre
os 15 e 25 anos, acometendo varios érgaos. Os dermatofitos mais frequentes neste
distirbio sao T. rubrum, T. schoenleinii e T, violaceum.

Dermatomicides ou dermatofitides

Exprimem reac¢oes de hipersensibilidade cutdnea a distdncia do foco infeccioso.
Como estio relacionados aos agentes dermatofiticos, pode-se denomina-los tricofiti-
des, epidermofitides e microspérides, indicando, dessa forma, o género do dermato-
fito sensibilizador.

Uma dermatomicide é caracterizada por:

= Lesdo asséptica (sem a presenga do fungo causador).
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= Foco séptico em outro ponto do organismo, préximo ou a distincia da regido
hipersensibilizada.

= Sensibilidade 4 intradermorreacio pela tricofitina (filtrado de cultura de uma ou
varias espécies tidas como capazes de desencadear tais reagbes).

= Desaparecimento espontineo da lesao asséptica apds o tratamento do foco infec-

cioso,

A prova de sensibilidade a intradermorreagio pela tricofitina deve ser feita com
muita cautela, pois € capaz de transformar uma dermatomicide localizada em uma
reacdo de hipersensibilidade generalizada, com risco de choque anafilitico. Quando
se suspeitar dessa sensibilidade, experimentar, primeiramente, a tricofitina diluida ao
centésimo, ou até mais, e depois ir concentrando para 0,05 mL até chegar a 0,1 mL.
A reagdo positiva € obtida pela leitura 48 horas apds a inoculagiao e manifesta-se por
reacdo eritematopapulosa nitida no local da inoculagéo. O resultado deve ser inter-
pretado cuidadosamente, porque exprime tanto uma micose atual quanto uma antiga,
de modo que o passado micético do paciente deve ser avaliado.

DERMATOMICOSE

Sdo micoses provocadas por uma variedade de fungos filamentosos queratinofi-
licos ndo dermatoéfitos e que produzem lesdes de pele, pelo e unhas, clinicamente se-
melhantes as dermatofitoses. Sdo fungos denominados contaminantes ou saprdbios.
Estdo distribuidos na natureza, matéria organica e detritos vegetais.

Esses fungos habitam o cimento intracelular ou a queratina desnaturada pelo
trauma ou pela doenga. Sao invasores secundarios e ai permanecem colonizando ati-
vamente a epiderme.

Sao agentes mais frequentes os fungos Hendersonula toruloidea, Scytalidium hya-
linum, Scopulariopsis brevicaulis, Fusarium oxysporum, Aspergillus sp., Curvularia sp.
e Penicillium sp.

Os fungos Hendersonula toruloidea e Scytalidium hyalinum tém sido transmiti-
dos de homem a homem em individuos que residem ou visitam dreas endémicas. Eles
apresentam patogenicidade na superficie cutinea queratinizada e permanecem vid-
veis em escamas a temperatura ambiente por virios meses, ao contrario dos demais
agentes de dermatomicose.

Esses fungos filamentosos ndo dermatofitos tém sido descritos como agentes de
lesoes de pele nos espagos interdigitais ou regido plantar, dermatomicose tipo tinha
do pé. Sdo também responsdveis por onicomicoses. Produzem lesdo no couro cabe-
ludo de forma grave e profunda, resultando reagio inflamatéria e supuragio (tipo
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Kerion Celsi) provocada principalmente pelo Acremonium kiliensi. O Acremonium
falciforme produz no sexo feminino uma forma cutdnea de dermatomicose, sem ne-

nhuma doenga de base.

Para a diferenciacdo com os dermatdéfitos € importante seguir critérios que deter-

minem seu papel como agente etiolégico, uma vez que esses fungos produzem infec-
coes clinicamente semelhantes as dermatofitoses. Verificar seu isolamento no mate-
rial clinico repetidas vezes. Observar se nao houve isolamento de outros patégenos
em meio de cultura e testar sua capacidade para crescer a temperatura entre 35 e 37°C,
0 que caracteriza sua patogenicidade.
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Capitulo 6

Micoses subcutaneas

INTRODUCAO

Sdo infecgdes causadas por um grupo de fungos patogénicos para o homem e os
animais. As lesdes se manifestam a partir do ponto de inoculagdo direta do agente
fingico, principalmente por traumatismo. Podem permanecer localizadas ou se espa-
lhar pelos tecidos adjacentes, por via linfatica ou hematogena. Sao fungos que habi-
tam o solo e os vegetais em decomposi¢ao. Sdo mais frequentes em climas tropicais e
subtropicais. Quando sio inoculados no homem atingem principalmente as camadas
subcutineas da pele. Sdo micoses subcutineas a esporotricose, a cromomicose, a lo-
bomicose e a rinosporidiose.

ESPOROTRICOSE

Consideracoes gerais

E uma infecgio fiingica granulomatosa cronica ou subaguda do homem e de ani-
mais, causada por fungo dimorfico Sporothrix schenckii, isto é, reproduz-se por gemu-
lacdo, forma da levedura, no tecido parasitado e em meios de cultura na temperatura
em torno de 37°C e, na forma filamentosa, apresenta micélio septado com estrutura
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reprodutora caracteristica na temperatura em torno de 30°C. Tanto homem quanto
animais sdo infectados, e as lesdes geralmente limitam-se a pele, tecido subcutdneo
e linfitico e raramente disseminam-se para ossos, érgdos internos ou como doenga
primadria sistémica, com inicio pulmonar. As formas cutaneodisseminada e sistémica
tém sido descritas em individuos imunocomprometidos.

Com distribui¢do universal, o fungo € encontrado na natureza, como solo, plan-
tas, restos de vegetais e poeira. Individuos de qualquer idade, sexo ou raga podem ser
infectados. O periodo de incubagdo varia de sete dias a 12 semanas.

A infeccdo ocorre sobretudo na pele, raramente nas mucosas, por inoculacio di-
reta do agente por meio de material contaminado, como espinhos de plantas, lascas
de madeira, mordida de cdo ou gato e bicada de aves. Na pele forma-se uma lesdo
ulcerada, seguindo o aparecimento de um nédulo linfitico, o qual sera seguido por
uma série, posteriormente. A lesdo cutianea inicial ¢ chamada cancro esporotricético.
Os nodulos, ou tumores, podem surgir ao longo dos vasos linfiticos ou permanecer
no ponto de inoculagio, abrem-se e drenam uma secregio com aspecto de “goma”
quando nao ha tratamento e tendem a supuracéo e a ulceragao, por isso o0 nome tam-
bém de lesdo gomosa.

Manifestacoes clinicas

A esporotricose apresenta-se sob duas formas:

=  Cutinea: cutaneolinfitica, localizada e disseminada.
= Extracutinea: pulmdes, articulacoes, meninges e outros.

Forma cutdnea

Cutaneolinfitica A forma linfocutinea é a mais comum. Ocorre em mais de 95%
dos casos juntamente com a cutdnea localizada. Inicia-se com lesdo no local do trau-
ma, sendo este o cancro de inoculag¢do. A lesdo pode tomar formas variadas com o
tempo, como pdpula, nédulo, placa vegetante, lesdo ulcerogomosa e outras. Formam-
-se cadeias de nddulos ao longo do trajeto linfitico, que posteriormente necrosam.
Nesse estagio, é confundida com furtinculo ou abscesso. Localiza-se com maior fre-
quéncia na face das criangas e extremidades dos adultos.

Cutanea localizada A lesdo é tinica, ndo acompanhada de nédulos no trajeto lin-
ftico, ndo existindo o “aspecto esporotricoide”. Varios tipos de lesoes foram observa-
dos: papulas que pustulizam e ulceram, placas achatadas, lesdes eritematoescamosas e
outras nas quais o diagndstico s6 é possivel pelo isolamento do fungo. Por apresentar
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essa variedade de aspecto clinico, passa a se enquadrar na sindrome verrucosa e com
isso € necessdrio o diagndstico diferencial de leishmaniose, cromomicose, tuberculo-
S€ verrucosa e tumeores.

Cutdnea disseminada A forma cutanea disseminada corresponde a esporotricose
pulmonar primadria e sistémica, sendo muito rara. Ocorre a inoculacio através da pele
e se dissemina por via hematogénica, surgindo inicialmente lesdes subcutianeas que se
ulceram, semelhantes a tuberculose. Em geral, as lesdes sao assintomadticas e nao alte-
ram o estado geral do paciente. Historicamente, a esporotricose tem sido associada a
exposicao ocupacional ao fungo.

Forma extracutanea

E ocasional e pode ocorrer envolvendo qualquer tecido ou érgio, como ossos,
tenddes, pulméo e outros. Na maioria dos casos, ndo se encontra a lesdo primadria,
acreditando-se que a infeccio seja resultante da inoculagéo direta, ingestdo ou inala-
¢ao do fungo. Sao raras e de dificil diagnostico.

Diagnostico laboratorial
Exame direto

Ao contrdrio das outras micoses, 0 exame direto tem pouco valor diagndstico,
porque dificilmente o parasito é observado, tanto na potassa 10-40% quanto em colo-
raghes de PAS, prata ou outros. O exame direto geralmente é negativo. Quando posi-
tivo, observam-se raras formas arredondadas, ovais, em “forma de charuto’, cercados
por halo claro como uma cdpsula e com gemulacio simples. Sdo gram-positivos intra
e extracelulares.

Cultura

E 0 método de escolha para o diagnéstico. Cresce bem em meios de dgar Sa-
bouraud dextrose ou dgar Sabouraud suplementado. A col6nia inicialmente é branca,
PﬂSSE.I.’ldﬂ posteriormente para negra. As vezes ja aparece negra de inicio na tempera-
tura entre 25 e 30°C, forma filamentosa (Figura 1). Na temperatura entre 35 e 37°C, 0
fungo cresce na forma de levedura como col6nia cremosa, imida de cor amarelada.

Ao exame microscopico da coldnia filamentosa (25 a 30°C) sdo observados coni-
dios ovalados que se dispdem em forma de “margarida” e se implantam em conidi6-
foros. Esta é a forma de diagnéstico do S. schenckii.
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A B

Figura 1 (A) Micromorfologia colonial do 5. schenckii. (B) Exame direto.

Imunologia

E realizado o teste intradérmico com a esporotriquina que é preparada a partir
do filtrado de culturas da fase miceliana ou leveduriforme do S. schenckii. Consiste de
uma injecdo intradérmica de 0,1 mL do antigeno, e a leitura é realizada em 48 horas.
Tem valor epidemiolégico, terapéutico e diagnostico.

Tratamento

E o mais simples dentre as micoses subcuténeas, sendo o iodeto de potdssio bem
empregado em quase todas as formas de esporotricose. Consiste na administracdo de
iodeto de potéssio saturado, via oral. No adulto, 10 gotas, trés vezes ao dia em doses
progressivas até o terceiro ou quarto dia. Passar para 20 gotas (1 g), trés vezes ao dia,
o que corresponde a uma dose didria de 3 a 4 g. Continuar até uma a duas semanas
ap0s o desaparecimento da lesdao. Em criancas, a dose deve ser reduzida a metade. O
iodeto de potassio ndo deve ser administrado a gestantes. Seus efeitos colaterais mais
frequentes sdo gosto metdlico, coriza e expectoragdo; na pele, pustulas, eritema, urti-
cdria e petéquias. Todos sdo bem tolerados. Em casos de esporotricose extracutinea
ou de cutinea disseminada, tem sido recomendado o itraconazol e a anfotericina B.

CROMOMICOSE

Consideracoes gerais

Caracteriza-se pelo aspecto parasitdrio de seus agentes, que sdo fungos demdcios
que formam células fiingicas globosas e ovaladas, com parede espessa, coloragido cas-
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tanha e com ou sem septagdo interna, e sdo denominados corpos fumagoides, corpos
esclerdticos ou talo moriforme. A infec¢ao ocorre por inoculagio direta do fungo por
traumatismo, e as lesdes se desenvolvem no local da inoculacio.

Sao fungos da familia Dematiaceae. Habitam o solo em todo o mundo, mas a
doenga ocorre com maior frequéncia em climas tropicais e subtropicais.

O homem é o mais atingido, na faixa entre 30 e 50 anos de idade, por causa da
maior exposicdo. Nao é transmitido de homem para homem e raramente ocorre em
animais.

Os agentes etiologicos mais frequentes sdao: Phialophora verrucosa, Fonsecaea
compacta, Cladosporium carrionii, Fonsecaea pedrosoi, Rhinocladiella aquaspersa. No
Brasil, o agente mais frequente € o E pedrosoi.

A reproducdo ocorre assexuadamente por conidiéforos do tipo rinocladiela, fia-
lofora e cladosporium, o que permite caracterizar o género e a espécie. O estudo mi-
cromorfologico dos tipos de conidios e a porcentagem destes na micromorfologia sdo
fundamentais para a determinagio do género e da espécie do fungo.

A reprodugdo tipo rinocladiela caracteriza-se por hifas acastanhadas e septadas.
O conidiéforo termina em cajado, contendo os conidios dispostos ao longo e na ex-
tremidade do conidi6foro (Figura 2). E predominante na Rhinocladiella aquaspersa.
Esporadicamente, ocorre em qualquer género responsével pela cromomicose.

A reproducio tipo fialofora contém hifas acastanhadas, delgadas e ramificadas;
conidiéforo em forma de taca ou vaso, onde se implantam numerosos conidios seme-
lhante a um vaso de flores. Reprodugio frequente da P. verrucosa (Figura 3), mas é
encontrada em outros géneros também.

A reprodugio tipo cladosporium contém hifas acastanhadas, septadas e ramifi-
cadas, e o conidioforo alongado tem a ultima célula alargada com apiculos ou coni-

Figura2 Reproducdo tipo rinocladiela.
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Figura3 Reproducdo tipo fialofora.

dios em cadeia (Figura 4). Frutificagdo predominante na E pedrosoi, apesar de apre-
sentar também os outros tipos de frutificagdo, ou seja, ¢ um fungo com reprodugio
polimorfa.

A cromomicose, também conhecida como cromoblastomicose, blastomicose
negra, micose de Pedroso e Lane, doenca de Carrion, doenca de Fonseca, doenga
de Fonseca-Carrion e outras, ¢ uma doenca granulomatosa com manifestagoes em
forma de pdpula, nédulos, verrugas e outros. Os agentes etiologicos sdo fungos dema-
ceos, sendo o Fonsecaea pedrosoi o mais frequente no Brasil.

Manifestacoes clinicas

As lesdes se iniciam como pdpulas, verrugas ou ulceracoes superficiais e indo-
lores. Evoluem por meses ou anos. Com o passar do tempo, adquirem aspecto erite-
matoescamoso, psoriaseforme, papuloso, com nédulos infiltrados, massas ulceradas

Figura 4 Reproducdo tipo cladosporium. (Veja a imagem colorida no miniatlas ao final do livro.)
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e tumores. Essas lesdes sangram com facilidade e eliminam liquido seroso que seca,
formando crostas, com aspecto de couve-flor. Localizam-se mais frequentemente no
pé e na perna, sendo raramente bilateral, podendo ocorrer também em ombros, bra-
¢os € mios, e com menor frequéncia nas nadegas e em outras regides do corpo.

O progndstico é bom, mas a cronicidade e a dificuldade de tratamento podem
afetar o membro atingido. As lesdes ulceradas e as cicatrizes podem evoluir para os
carcinomas.

Diagnéstico laboratorial
Exame direto

O diagnéstico da cromomicose ¢ feito pela demonstragido do agente no material
coletado direto da lesdo, dos microabscessos ou dos “pontos negros”, por raspagem ou
biopsia. Observa-se em KOH 10-40%. Os cortes histolégicos sdo corados por hema-
toxilinaeosina, PAS ou prata.

Os fungos se apresentam como células fiingicas globosas, ovaladas, parede es-
pessa, coloracdo castanha, com ou sem septagio interna e sio denominados corpos
fumagoides, corpos esclerdticos ou talo moriforme de cor amarelo-havana ou casta-
nho (Figura 5). Essa estrutura € caracteristica de todos os agentes. Raramente formas
filamentosas septadas aparecem nos tecidos.

Como o numero de parasitas ¢ muito pequeno no material clinico, deve-se fazer
varias laminas e procurar com cuidado antes de liberar um resultado negativo.

Figura 5 Estrutura moriforme, corpo esclerético ou corpo fumagoide. Fonte: Salgado et al. (2004).
(Veja a imagem colorida no miniatlas ao final do livro.)
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Cultura

A cultura é feita em dgar Sabouraud dextrose com cloranfenicol (100 mg/mL)
ou gentamicina (40 mg/mL). Incubagio entre 25 e 30°C, por 20 a 30 dias. A coldnia é
escura, filamentosa e ndo permite o diagndstico de género e espécie. A identificacio é
feita pela observacao macro e microscépica da coldnia, de preferéncia com cultura em
ldmina, uma vez que se pode observar o tipo de reprodugéo (esporulacio) apresenta-
do pelo fungo, com predominio de um deles para cada género e/ou espécie.

Tratamento

E um problema, pois as medicacdes nem sempre atuam em todos os casos.
Quando o acesso ¢ ficil e a lesdao ndo € extensa, a retirada cirargica ¢ utilizada, po-
rém, mesmo assim podem ocorrer recidivas. Os medicamentos anfotericina B, 5-flu-
orocitosina e itraconazol tém sido utilizados na forma isolada ou associada, com
resultados varidaveis. Cabe ao clinico escolher o tratamento mais adequado para cada
quadro clinico.

LOBOMICOSE

Consideracdes gerais

Causada pelo fungo Lacazia loboi. A infeccio foi observada pela primeira vez por
Jorge Lobo, no Recife, em 1931, em um paciente proveniente da regido amazdnica,

Micose subcutanea, cronica e benigna que raramente atinge o sistema linfatico,
ndo se manifesta por disseminagio viceral, somente na forma cutinea. E também
conhecida como blastomicose queloidiana ou doenga de Jorge Lobo. Caracteriza-se
por infecgdo granulomatosa, podendo apresentar ulcerosa, esporotricoide, cicatricial
ou outros.

A doenga também foi observada em 1971 em golfinhos da espécie Tursiops trun-
catus e Sotalia guianensis. Condicoes climdticas ideais encontram-se na regido ama-
zbnica. O Brasil € o pais com maior nimero de casos.

Os pacientes, quando procuram o médico com a doenga, geralmente ji se encon-
tram em avangada evolugio. O inicio da infecgdo tem manifestacio de diferentes for-
mas, dificultando, assim, o conhecimento do verdadeiro mecanismo de transmissao.
Acredita-se que seja pela implantacio direta do fungo através de traumatismo local.
Os sintomas referidos pelos pacientes sao prurido e dor.
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Manifestacdes clinicas

As lesdes clinicas se manifestam com maior frequéncia nos membros inferiores
e superiores e no pavilhdo auricular, sendo geralmente unilateral. A forma caracte-
ristica é o nddulo queloidiano, “pequena verruga”. Os nddulos apresentam tamanho
variado, na forma de massas nodulares com consisténcia solida, lisa, brilhante, cor
“café com leite” ou “marfim queimado” e com pequenas escamas e crostas. A micose
€ restrita a pele e ao tecido subcutineo.

A infecgdo ocorre com maior frequéncia em adultos jovens com atividades de
pesca, caga e agricultura. E importante o diagnéstico diferencial com leishmaniose,
hanseniase, queloide, tumores e outros.

Diagnéstico laboratorial

Exame direto

O material é coletado por biopsia ou por escarificagio da pele. Do material obtido
se faz um exame direto e histopatoldgico. O exame direto pode ser feito com KOH
10-40% entre lamina e laminula ou corte histologico corado. Os fungos se apresentam
com formas arredondadas, membrana dupla e espessa, com aspecto catenular de trés
a oito elementos, ligados uns aos outros por uma formagao tubular. As vezes podem
aparecer gemulacdes laterais, sugerindo o Paracoccidioides brasiliensis. Diferenciam-
-s¢ pelo tamanho dos gémulos, que raramente sdo pequenos no L. loboi, ao contrério
do P. brasiliensis (Figura 6).

Cultura

Na cultura ainda nio se obteve o crescimento do L. loboi.

Tratamento

O tratamento com antimicoticos € dificil. Geralmente, as lesdes sdo retiradas por
processos cirurgicos e faz-se uma correcdo plastica; “o doente ndo morre da doenga,
mas morre com ela’. Nas lesdes mais extensas, ocorrem recidivas com frequéncia.
Muitas vezes é necessdria a mutilagdo da regido afetada.
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Figura 6 Exame direto: formas arredondadas, membrana dupla, catenular. Fonte: Talhari et al. (2010).
(Veja a imagem colorida no miniatlas ao final do livro.)

RINOSPORIDIOSE

Consideracoes gerais

Seu agente etioldgico, Rhinosporidium seeberi, afeta as mucosas, principalmente
nasal e ocular, Formam-se polipos, resultando massas de coloragdo avermelhada ou
vinhosa com pontos brancos, ricos em microrganismos de onde devem ser pesquisa-
dos. E uma infecgio granulomatosa cronica e benigna,

Acredita-se que a contaminagdo ocorra pela via dos orificios naturais do corpo,
por contato direto, banhando-se em dguas contaminadas de agudes e dguas estag-
nadas e também da poeira; nao ocorre de homem a homem. Os individuos de baixa
renda sdo os mais afetados. No Brasil, os casos sdo esporadicos.

Manifestacdes clinicas

Na cavidade nasal, ocular ou outras mucosas, surge uma massa polipoide, em
forma de pequenas granulacdes ou grandes massas com superficie irregular, averme-
lhada, semelhante a um morango, salpicada por pontos brancos, os esporingios, que
sangram com facilidade. Provocam obstrugdo nasal, seguida de prurido, cefaleia e
rinorreia. No olho, pode atingir a conjuntiva e o saco lacrimal, simulando uma con-
juntivite. Nos outros locais, surge a sensacido de corpo estranho, obstrugio e tosse. A
doenga atinge qualquer idade, sendo os homens os mais afetados.
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Diagnéstico laboratorial

Exame direto

Ao exame microscopico desses pontos brancos com KOH 10-40% ou corado por
hematoxilina-eosina, observam-se formas arredondadas e grandes, paredes espessas
contendo grande quantidade de esporos no interior.

Cufltura

Nao ha cultivo do parasito até 0 momento, nem inoculagio em animal (Figura 7).

Tratamento

O tratamento recomendado ¢ cirtirgico e eletrocauterizacio da base, sendo fre-
quente a recidiva da doenga.

Figura7 Forma arredondada contendo esporos no interior.
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Capitulo 7

Micoses sistémicas

INTRODUCAO

Sdo micoses causadas por agentes fiingicos que invadem sistemas ou érgios do
individuo. Apresentam algumas caracteristicas em comum, por exemplo, cada fungo
apresenta uma viruléncia individual e inerente a cada espécie, sdo dimoérficos, vivem
como saprofitas no ambiente, na forma filamentosa e, quando inalados, por homem
ou animal, liberam estruturas de reprodugéo, os conidios.

A infeccao pode ser autolimitada ou evoluir para a gravidade. Antes da manifes-
tacdo clinica da doenca, ocorre uma fase de laténcia que pode perdurar até 20 anos
ou mais. Ao se instalar no hospedeiro, o fungo inicia nova fase de seu ciclo bioldgico.
Sua forma filamentosa passa para a forma leveduriforme, pela a¢do da temperatura,
aeracdo e aporte nutricional do hospedeiro. A temperatura ¢ a condi¢io fundamental
para a passagem de fase, sendo esses fungos denominados dimérficos [in vitro sdo
capazes de passar da forma filamentosa (25 a 30°C) para a leveduriforme (35 a 37°C)
e vice-versa).

Vivem em zonas tropicais de clima quente e imido. O contdgio entre individuos
¢ excepcional. Sdo quatro os agentes cldssicos de micoses sistémicas: Paracoccidioides
brasiliensis, Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis e Blastomyces dermatitidis.
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PARACOCCIDIOIDOMICOSE

Consideracoes gerais

E a doenca causada pelo Paracoccidioides brasiliensis, fungo dimérfico, sendo le-
vedura no tecido parasitado, na forma de células globosas a piriforme e filamento-
so nos meios de cultura artificiais. Infecta principalmente pulmoes, pele e mucosa.
No passado, a doenga foi chamada blastomicose sul-americana, termo que se tornou
impréprio na micologia e na clinica, porque nido ha relagio entre o microrganismo
causador da paracoccidioidomicose e o da blastomicose.

A infecgao do P. brasiliensis ocorre por inalagdo dos conidios (propagulos) infec-
tantes. Os conidios sdo pequenos o suficiente para serem depositados diretamente no
alvéolo. No hospedeiro, a transi¢io da forma conidio para levedura ocorre em torno
de 18 horas. Isso se deve a diferenca de temperatura do ambiente para o organismo
hospedeiro. A forma de levedura € a invasiva, sendo responsével pela patologia. Micé-
lios e conidios nao sao encontrados no tecido de pacientes infectados.

A infecgdo ocorre desde crianga, nas dreas endémicas, e tem maior prevaléncia
em jovens de 15 a 19 anos. Observa-se na prética que o indice de casos de paracocci-
dioidomicose no homem é muito maior que na mulher. Acredita-se que a producio
de horménios estrogenos esteja inter-relacionada com a doenca. E a tinica entre as
micoses sistémicas que apresenta essa caracteristica. Além disso, os homens se ex-
poem profissionalmente, na zona rural, mais que as mulheres, além de apresentarem
altas taxas de alcoolismo e tabagismo. A doenga é rara entre as criangas e na pré-
-puberdade (em torno de 12 anos), sem haver prevaléncia de sexo.

Acredita-se que o habitat do fungo seja o solo rico em vegetacao. O Brasil € o pais
com maior nimero de casos da América do Sul.

A paracoccidioidomicose € a micose respiratdria mais comum nas Américas do
Sul e Central e no México. A drea de abrangéncia na América Latina vai desde o Méxi-
co até a Argentina, porém ndo existem registros de casos autdctones no Chile, Guiana
Francesa, Suriname, Nicaragua, Belize e em varias ilhas da América Central. E autéc-
tone e restrita ao continente americano. A incidéncia € varidvel entre os paises e tam-
bém entre distintas regides no mesmo pais, como no nordeste e norte do Brasil, onde é
ausente ou rara, mas é alta a incidéncia no centro, sudeste e sul do pais.

A maioria dos casos de paracoccidioidomicose disseminada infantojuvenil ocor-
re nos estados centrais do Brasil - Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Goids. No
Rio Grande do Sul, € considerada drea de alta endemicidade. Londero et al. relataram
quatro casos de paracoccidioidomicose disseminada infantojuvenil, em adolescentes
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(9 a 17 anos). No Rio Grande do Sul, foram registrados os dois tinicos casos de formas
pulmonares exclusivos da micose em crianga.

Etiologia

O B brasiliensis é um fungo dimérfico. Cresce como fungo filamentoso a tempe-
ratura de 25 a 30°C e como levedura no tecido e in vitro entre 35 e 37°C,

Na temperatura de 25 a 30°C, a forma filamentosa cresce lentamente. No dgar
Sabouraud dextrose, produz colénia branca ou creme, elevada com pregas e dobras,
aspecto de “pipoca estourada”. O micélio aéreo é curto e a colénia bem aderida ao
meio. Na micromorfologia dessa colonia, apresenta hifas septadas com artrésporos,
clamidosporos e aleuriosporos globosos.

A transformacio da fase filamentosa para levedura se obtém cultivando a colé-
nia em dgar infusdo de cérebro-coracdo (BHI) ou agar sangue com glicose e cisteina.
Incubagdo entre 35 e 37°C. A colénia cresce na cor creme com aspecto enrugado e
cerebriforme.

Na micromorfologia dessa fase, a colonia apresenta células leveduriformes, mul-
tinucleadas e conectadas as células-mae por ligacao de base estreita.

Durante muito tempo acreditou-se que a porta de entrada do P. brasiliensis fosse
a mucosa da cavidade oral ou nasal, dado o hdbito dos pacientes de levarem talos de
capim & boca ou palitar os dentes com gravetos. Também foi considerado o habito de
utilizar folhas de vegetais para a limpeza anal por trabalhadores rurais, resultando na
implantacdo do microrganismo anorretal. Atualmente, a via inalatdria é a mais aceita
como a forma de adquirir o P. brasiliensis. Excepcionalmente pode haver a prenetra-
¢ao cutanea, mas € preciso evidéncias clinicas e experimentais para sua comprovagao.

A transformacdo da fase miceliana para leveduriforme tem influéncia da agio
inibitéria de estrogenos da mulher sobre o fungo, nao ocorrendo com os horménios
masculinos. A transformacéo de filamentoso em levedura in vitro é inibida por 17-be-
ta-estradiol e por dietilestilbestrol, porém ndo ¢ inibida por testosterona ou 17-alfa-
-estradiol. O mecanismo do 17-beta-estradiol atua sobre o P. brasiliensis, bloqueando
a sintese de proteinas que se expressam durante a transformagdo da fase filamentosa
em levedura e assim o estrégeno, por meio desse mecanismo, interfere na patogeni-
cidade do P. brasiliensis.

Manifestacoes clinicas

A paracoccidioidomicose apresenta forma de infeccdo e doenca.
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Na paracoccidioidomicose infecgio, o propdgulo é inalado e se instala no pulméo,
que é destruido no parénquima pulmonar deixando lesdes cicatriciais no pulmao ou se
multiplica e produz o foco primario. A infecgdo priméria raramente é diagnosticada por
causa da escassez de sintomas e por ndo acontecer em surtos epidémicos. Acredita-se
que o complexo primério fiingico seja formado e involua discretamente, deixando ape-
nas a hipersensibilidade retardada e anticorpos transitorios como indicios da infecgao,

A paracoccidioidomicose doenga pode ocorrer em sequéncia a infec¢ao primaria
ou por reativagio depois do periodo de laténcia, que pode durar anos. A partir disso,
a disseminacio do fungo pode ocorrer por via hematogénica nos diferentes drgios ou
sistemas. As manifestagdes clinicas estio associadas a interacdo agente-hospedeiro e
todas as variaveis que podem interferir nessa interagdao. Quando se instala a infeccao,
o paciente ndo apresenta sinais clinicos e laboratoriais de doenca. Sdo paracoccidioi-
dina positivos, ou seja, estdo infectados, mas ndo progrediram para a doenga e esta
fase pode perdurar por meses a anos.

Quando a infeccao progride para doenga ocorre a reativagio do foco infeccioso.
O paciente comega a apresentar evidéncias clinicas e laboratoriais.

A paracoccidioidomicose doenga pode apresentar as formas regressiva, aguda ou
subaguda, tipo juvenil, podendo ser moderada ou grave, e a forma crénica, tipo adul-
to, de leve, moderada ou grave.

A forma regressiva indica casos que, em geral, apresentam sintomas respiratorios
e alteragoes radiolégicas pulmonares, que regridem espontaneamente, sem necessi-
dade de tratamento com antifiingicos.

A forma aguda ou subaguda é juvenil, o paciente apresenta idade inferior a 30
anos e os sintomas predominam com adenomegalia cervical ou generalizada.

A forma cronica corresponde a forma adulta, na qual o paciente apresenta idade
superior a 25 e se manifesta com predominancia na forma de pneumopatia e/ou ulce-
racdao na mucose bucofaringiana.

Diagnéstico laboratorial

Exame direto

Em secre¢des, pus, exsudatos, liqui{ius organicos, escarro, bidpsia e outros com
KOH 10-40%, o P. brasiliensis apresenta forma arredondada, hialina, parede birre-
fringente, contendo gemulagéo lateral multipla, base de insercao fina e os gémulos
apresentam tamanhos diferentes da célula-mae - esta forma corresponde a criptoes-
porulagdo, demonstrando uma forma com o aspecto de roda de leme ou do “Mickey
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Mouse”, 0 que a determina como caracteristica do fungo. As colora¢des PAS e prata
também sao importantes no diagndstico histopatologico. A forma caracteristica de
multiplos brotamentos e célula-mde tinica no tecido sé sdo confundidas com uma es-
pécie saprofita, o Mucor circinelloides, que produz brotamentos semelhantes as células
do Paracoccidioides brasiliensis.

O achado do P. brasiliensis no sedimento urindrio € raro, mesmo em casos de
paracoccidioidomicose disseminada.

Cultura

Cresce em dgar Sabouraud dextrose ou dgar Sabouraud com cloranfenicol e ciclo-
-heximida, em cerca de 21 dias. Na temperatura entre 25 e 30°C, crescimento da for-
ma filamentosa, a colénia apresenta superficie branco-amarelada e cotonosa, aspecto
de pipoca estourada. Na temperatura entre 35 e 37°C, a forma de levedura cresce em
BHI, com a colénia de cor creme e aspecto enrugado (cerebriforme). E importante no
diagnostico a reversao das fases 25 a 30°C e 35 a 37°C (Figura 1).

Micromorfologia 25 a 30°C: hifas septadas, clamidoconidios e conidios; 35 a
37°C: formas leveduriformes.

25°C 3TC

Figura 1 Micromorfologia colonial do P brasiliensis.

Imunologia

Os pacientes com paracoccidioidomicose produzem anticorpos especificos em
quantidade suficiente para o diagndstico imunolégico, que se torna ficil, rapido e as
vezes mais sensivel que o diagnostico micologico. Os filtrados de cultura ricos em
gp43 sdo antigenos especificos do P. brasiliensis. A paracoccidioidina é um alérgeno
especifico usado na reagio intradérmica de hipersensibilidade com a finalidade de
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conhecer a epidemiologia. Esses testes intradérmicos com a paracoccidioidina sdo
realizados em regides endémicas de paracoccidioidomicose. Outros testes imunolé-
gicos podem ser usados para complementar o diagndstico da doenga, o controle de
cura e o levantamento epidemiolégico.

Diagnéstico diferencial

A paracoccidioidomicose pode ser confundida clinicamente com tuberculose,
histoplamose, esporotricose, cromoblastomicose, linfoma, carcinoma, sarcoidose,
leishmaniose e outras.

Tratamento

O tratamento recomendado e que tem sido eficaz pertence a trés grupos, a anfote-
ricina B, sulfadiazina e os derivados azdlicos (cetoconazol, itraconazol e fluconazol).

O paciente com paracoccidioidomicose deve ser, clinica e laboratorialmente,
acompanhado anualmente, por toda sua vida, garantindo que nio haja recidiva.

Os titulos soroldgicos podem nao desaparecer, apenas diminuir, e o paciente per-
manece ao longo da vida com uma cicatriz sorologica.

BLASTOMICOSE

Consideracdes gerais

Inicialmente conhecida como doenga de Gilchrist, é causada pelo Blastomyces
dermatitidis, que se caracteriza por infec¢do cronica, granulomatosa e supurativa. Sua
contaminagdo ocorre pela inalagao dos propagulos, os conidios, pela via respiratoria
e se depositam nos pulmdes.

E um fungo dimérfico: na temperatura entre 25 e 30°C, a forma filamentosa con-
tém conidios e hifa septada e, na temperatura entre 35 e 37°C, a forma de levedura
apresenta uma massa (imida formada por células leveduriformes. Seu habitat nio estd
completamente estabelecido, e sua ecologia é obscura.

O B. dermatitidis tem sido isolado do solo, de vegetais em decomposi¢io proxi-
mos a lagos, rios e ambientes imidos em bosques.

Ocorre com maior frequéncia no homem entre 20 e 40 anos, e as mulheres nor-
malmente ndo sdo acometidas a ndo ser por mudancas hormonais, como gravidez,
menopausa e outros. As criancas raramente siao acometidas, mas, quando o sio, cos-
tumam apresentar quadro grave.
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Manifestacdes clinicas

A blastomicose pode ser sintomdtica ou assintomdtica. As manifestacées podem
ocorrer na forma cutinea de evolucgio cronica, forma cutanea de inoculagio primdria
e na forma disseminada dos tipos pulmonar aguda e cronica. Da forma pulmonar, por
disseminagdo hematogénica, podem surgir envolvimento cutineo, osteoarticular ou
ainda atingir outros érgaos.

Diagnostico laboratorial
Exame direto

Em coloragdes de PAS ou prata, as formas flingicas apresentam-se arredondadas
em gemulacio, globosas, paredes finas, refringentes, gémulo quase sempre tinico e
com base de implantagio larga na célula-mae, o que o diferencia do Paracoccidioides
brasiliensis. Sao observados em escarro, tecido, exsudato ou outros.

Cultura

A cultura pode ser realizada em dgar Sabouraud dextrose, 4gar Sabouraud dex-
trose com cloranfenicol e ciclo-heximida ou BHI e incubada na temperatura entre
25 e 30°C, por trés a quatro semanas. A colénia filamentosa apresenta cor branca a
marrom, sulcada ou lisa e centro elevado.

Na micromorfologia, observam-se hifas, conidiéforos e, na extremidade, coni-
dios arredondados ou globosos.

Na temperatura entre 35 e 37°C, em BHI, a col6nia apresenta aspecto granular ou
levemente enrugado, cor branca a creme. Na micromorfologia, observam-se células
leveduriformes que se formam a partir dos conidios (Figura 2).

Imunologia

Provas sorolégicas, como ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), estio
disponiveis, mas apresentam boa sensibilidade e baixa especificidade.

Diagnéstico diferencial

As formas de blastomicose pulmonar se confundem com tuberculose, histoplas-
mose, neoplasia, precisando de diagndstico diferencial.
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Figura2 Micromorfologia colonial do B. dermatitidis.

Da mesma forma, a manifestacao cutidnea deve ser diferenciada de cromomicose,
esporotricose, tuberculose, e a dssea de mieloma e coccidioidomicose.

Tratamento

O tratamento pode ser feito com os antifiingicos anfotericina B, itraconazol, ce-
toconazol e outros,

HISTOPLASMOSE

Consideracdes gerais

A histoplasmose humana classifica-se em classica e africana, sendo uma cos-
mopolita, causada pelo Histoplasma capsulatum var. capsulatum, e a outra, africana,
causada pelo Histoplasma capsulatum var. duboisii. A histoplasmose cldssica é uma
infec¢do micética sistémica que compromete os pulmdes e o sistema reticuloendo-
telial. O fungo é um parasita intracelular e dimoérfico. Seu habitat natural sdo locais
que contenham excrementos de aves e MmOorcegos, Como cavernas, grutas, galinheims
e outros. Tem distribui¢ao universal, principalmente em regides endémicas de clima
subtropical e temperado.

A transmissido se dd por via respiratéria, por inalacdo dos propdgulos. No pul-
mdo, forma-se um processo semelhante ao da tuberculose, podendo se disseminar via
hematogénica para outros érgaos.
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Os materiais que podem ser cultivados sdo escarro, biépsia, nédulo linfatico, me-
dula dssea, liquido cefalorraquidiano (LCR), sangue e outros.

Alguns animais sdo suscetiveis a histoplasmose, como céo, gato, cavalo, gado e
outros, sendo o cdo o mais suscetivel,

No Brasil, a enfermidade é rara nas suas formas cldssicas, mas é frequente quando
associada a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Aids).

A espécie H. capsulatum var. duboisii, agente da histoplasmose africana, ocorre
nas regides de clima tropical e imido da Africa. Casos ndo autdctones tém ocorrido
em outras regides, incluindo a América do Sul. Apresenta comprometimentos cuti-
neo, 6sseo, ganglionar ou visceral. O aspecto ¢ varidvel de papula, nédulos ou ulcero-
vegetante, O diagnoéstico ¢ feito pelo exame direto ou histopatolégico.

As duas formas de histoplasmose humana apresentam diferencas nos aspectos
clinicos e epidemiologicos da micose e nos aspectos parasitarios do fungo.

Manifestacdes clinicas

A histoplasmose cldssica se manifesta desde formas leves até graves e dissemi-
nadas. A gravidade da manifestacdo depende das circunstancias em que ocorreu o
contdgio, ou seja, a quantidade de indculo introduzido no organismo e as condigdes
do hospedeiro. As formas clinicas mais comuns apresentam infec¢do assintomd-
tica, histoplasmose aguda, histoplasmose disseminada e histoplasmose pulmonar
cronica.

As histoplasmoses assintomatica e aguda acometem principalmente hospedei-
ros normais, chegando a 95% e 99% em areas endémicas. Resulta de uma infec¢do
pulmonar primaria. Em geral, regride espontaneamente, sendo autolimitada. Ocor-
re pela exposi¢do a focos altamente infectantes. As manifestagoes clinicas podem se
apresentar desde simples quadro gripal a quadro pulmonar pneumdnico com neces-
sidade de suporte ventilatorio.

As formas disseminadas e pulmonar cronica costumam estar mais presentes em
hospedeiro imunocomprometido e tém carater progressivo. A doenga progride com
evidéncias de focos extrapulmonares e extraganglionares de curso agudo ou croni-
co. A forma cronica decorre de infeccdo exdgena em individuo com algum defeito
estrutural do pulmao. O fungo permanece quiescente, porém, vidvel no parénquima
pulmonar ou em outros tecidos, podendo ser reativado em situa¢des de desequilibrio
entre hospedeiro e parasita.

A histoplasmose atinge desde criangas até jovens e adultos. Quando nio diagos-
ticada e ndo tratada corretamente, pode evoluir para 6bito.
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Diagnéstico laboratorial

Exame direto

A pesquisa direta em esfregaco ou corte histoldgico, corado pela prata, wright,
giemsa ou PAS sdo as coloragbes recomendadas., A visualizagio direta do fungo é
muito dificil, pelo seu tamanho reduzido e intracelular, dentro dos histiécitos. A for-
ma intracelular costuma ser confundida com Leishmania, entretanto, a coloragdo pra-
ta do corte histolégico permite a identificacdo diferencial da presenca de fungo. Por-
tanto, € essencial o isolamento em cultura para sua identificagdo de certeza (Figura 3).

Figura 3 Presenca de elementos leveduriformes intracelulares.

Cultura

O diagnéstico de certeza depende do isolamento do fungo em meio dgar Sabou-
raud dextrose ou dgar Sabouraud com cloranfenicol e ciclo-heximida. O material usa-
do pode ser bidpsia, aspirado, lavado brénquico, sangue, medula 6ssea ou outros. A
colénia filamentosa se manifesta na cor branco-cotonosa, tornando-se depois acasta-
nhadae granulosa. O crescimento é lento, entre trés e quatro semanas, na temperatura
entre 25 e 30°C.

Ao exame micromorfolégico, observam-se dois tipos de macroconidios, um com
superficie mamilonada denominado estalagmédsporos e outro macroconidio de pare-
de lisas (Figura 4).
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257 37°C

Figura4 Micromorfologia do Histoplasma capsulatum.

Na temperatura entre 35 e 37°C, em meio de cultura BHI, o fungo cresce com
macromorfologia leveduriforme, glabras, lisas e cor branco-amarelada. Na micro-
morfologia, as células sao leveduriformes, pequenas, ovais, gemulagdo tinica e base
estreita.

Imunologia

Testes sorologicos tém sido usados para diagndstico e estudo epidemiolégico da
histoplasmose. Os mais usados para a detec¢éo de anticorpos sao fixacao de comple-
mento e imunodifusdao dupla. Podem ocorrer reacoes cruzadas com Blastomyces der-
matitidis, Paracoccidioides brasiliensis, Aspergillus sp., Coccidioides immitis e outros
menos frequentes.

Os testes para detec¢do de antigenos costumam diminuir a proporgdo de rea-
cOes cruzadas. As técnicas de radioimunoensaio (RIA), ELISA e métodos moleculares
como reagdes em cadeia da polimerase (PCR) e sondas genéticas tém sido recomen-
dados. Essas técnicas detectam o antigeno circulante, presentes no inicio da doenga,
bem como podem ser titeis no monitoramento do tratamento e em casos de recidivas.

Tratamento

Os antifingicos recomendados sdo a anfotericina B, itraconazol, cetoconazol e
outros.
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COCCIDIOIDOMICOSE

Consideracoes gerais

Micose sistémica causada pelo fungo dimérfico, o Coccidioides immitis. E um
fungo geofilico encontrado geralmente em zonas desérticas e semidridas, altas tem-
peraturas e solos alcalinos. Causa micose sistémica, predominantemente pulmonar.
A coccidioidomicose é a mais infecciosa das micoses conhecidas, por ser este fungo
mais virulento de todos. Pode acometer também pele, laringe, ossos, articulacoes,
meninges. E endémico no sudeste dos Estados Unidos, norte do México, Américas
Central e do Sul - Venezuela, Bolivia, Argentina e Nordeste do Brasil.

A porta de entrada no homem ¢ o trato respiratério pela inalacdo de seus pro-
pagulos, os artroconidios da fase filamentosa do fungo. A doenga ndo ¢ transmititda
entre 0s humanos ou entre os animais.

Apos a inalacio, os artroconidios atingem os pulmaes, crescem e sio revertidos
para a forma de esférulas com endosporos no interior, onde sao observadas no tecido
infectado. Cada endosporo é capaz de se desenvolver dentro de uma nova esfera, des-
sa forma propagando o ciclo infectivo.

No Brasil, a coccidioidomicose foi registrada por Vianna et al. (1979), que rela-
taram o primeiro caso da doenga em nativo do Brasil. Posteriormente, foram detec-
tados casos na Bahia e no Ceard, diagnosticados pela histopatologia. Em 1991, o C.
immitis foi isolado pela primeira vez em cultura em microepidemia em Oeiras (PI),
onde trés homens e oito cdes de caca realizando uma cagada de tatus foram expos-
tos a forma filamentosa do fungo, altamente infectante. Os sintomas surgiram apds
dez dias, e em trés caes a doenga evoluiu rapidamente levando-os a 6bito. Diogenes
et al. (1995) detectaram esferulina altamente positivas em Jaquaribara (CE). Sidrim
et al. detectaram uma microepidemia em Aiuba (CE), onde quatro homens e dois
cdes foram expostos ao fungo em cagadas de tatus e apresentaram evolugdo clinica da
doenga. Com esses dados ficou definido que o nordeste brasileiro ¢ uma zona endé-
mica de coccidioidomicose e tem relagdo com a forma de caca ao tatu pela escavacio
de tocas para retird-los.

A doenca ocorre no homem e em animais, sendo o cio o hospedeiro mais sus-
cetivel depois do homem. A coccidioidomicose canina é mais prevalente em dreas
endémicas, sendo um problema de satde publica nesses locais. O C. immitis é en-
contrado na profundidade do solo, entre 10 e 30 cm da superficie, sendo necessario o
revolvimento da terra ou grandes ventanias para que o fungo atinja a superficie e, com
a veiculacdo de ar por correntes, seja inalado pelo hospedeiro.
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Manifestacdes clinicas

A doenga se manifesta na forma pulmonar aguda, forma assintomdtica, cutinea
primdria, e na forma disseminada. A forma pulmonar assintomadtica envolve clinica-
mente 60% dos individuos que apresentam uma infeccao respiratoria leve, inaparente
e rapida, sendo evidenciado apenas pelos testes cutineos. Nos quadros clinicos sinto-
mdticos, sao observados desde sintomas respiratérios brandos que simulam quadros
respiratorios com tosse, expectoragio, febre e dores tordcicas até sintomas de pneu-
monias graves, envolvendo cerca de 5% dos quadros. Raramente ocorre a dissemina-
¢do hematogénica ou linfatica a partir do pulmado, os 6rgaos mais atingidos sdo pele,
medula 6ssea e meninges, ocorrendo em menos de 1% dos individuos infectados. Os
quadros clinicos quando graves e generalizados sdo quase sempre mortais. Os fatores
predisponentes sao imunossupressiao e quantidade de propagulos inalados para de-
terminar a intensidade da infecgéo.

Dodd et al. (1990) detectaram o primeiro caso de coccidioidomicose ocorrida em
transplante de figado. Em outros relatos, foram detectados também em ossos, articu-
lagdes, meninges e trato genital feminino.

O ciclo bioldgico do C. immitis ocorre em solo salino de clima seco, que propicia
o desenvolvimento dos artroconidios da fase filamentosa do fungo. Esses artroconi-
dios sdo levados por correntes de ar e inalados pelo homem e por animais. Ao pene-
trarem pela via respiratéria sofrem modificagdo para a fase leveduriforme, a esférula,
provocando lesdo pulmonar e em outros drgaos com manifestagdes clinicas.

Diagnéstico laboratorial

Exame direto

O exame micol6gico € realizado em escarro, aspirado brénquico, liquor, raspado
de lesdes, pus, secregdes, bidpsias ou outros. Na pesquisa direta com KOH 10-40% ou
cortes histologicos corados pelo PAS, prata ou HE, é observado elemento arredon-
dado, esférula de parede espessa, que se reproduz por endosporulagio, de tamanho
varidvel, contorno sem estado de maturagdo. No interior, contém estruturas menores,
de tamanho variavel e redondo, os endosporos (Figura 5).

Cultura

A cultura tem crescimento rapido em dgar Sabouraud dextrose, dgar Sabouraud
dextrose suplementado com cloranfenicol e ciclo-heximida. A colénia tem apresen-
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Figura5 Elemento arredondado contendo endosporos. Fonte: Veras et al. (2003).

tacdo algodonosa, com micélios aéreos brancos, passando a castanho. Ao exame mi-
croscopico da colénia filamentosa observam-se hifas hialinas, septadas e ramificadas,
artroconidios, “em forma de barril” e clamidoconidios intercalados. Para o isolamen-
to em hemocultura utiliza-se a lise-centrifugacao ou métodos automatizados.

Mesmo sendo um fungo dimdrfico, ndo apresenta reversio da fase filamentosa
para a leveduriforme, in vitro, com a altera¢io de temperatura. Mesmo em temperatu-
ra entre 37 e 40°C continua apresentando colonias compativeis com fungo filamento-
so. A reversdo s6 € obtida por inocula¢do em cobaia para a reversdo in vivo, A reversdo
in vitro ocorre utilizando o meio de cultura de converse, modificado por Levine, ou o
meio modificado para reversao. Nessa fase, o fungo deve ser incubado em microae-
rofilia, atmosfera com 20% de CO, e a 40°C. A reversao ocorre em trés a cinco dias.

Ao manipular as culturas de Coccidioides immitis deve-se ter muito cuidado, pela
alta infecciosidade, e deve-se trabalhar com equipamento de protecao individual e em
camara de fluxo laminar de nivel II de seguranga. Em casos de suspeita, é importante
alertar ao laboratério para diminuir a possibilidade de acidentes (Figura 6).

Imunologia

Para se evitar a manipulagio direta do fungo, os testes imunoldgicos tém sido
usados buscando uma metodologia rdpida e eficaz. O teste intradérmico com a cocci-
dioidina tem sido usado como valor epidemiologico.

Testes de fixacio do complemento, ELISA, aglutinacdo de particulas de litex,
imunodifusio dupla, contraimunoeletroforese, entre outros, podem ser utilizados
para diagnéstico, acompanhamento ou prognéstico da coccidioidomicose.
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Figura & Micromorfologia colenial do C. immitis a 25°C.

Tratamento

Os agentes antifingicos vidveis sdo anfotericina B, cetoconazol, fluconazol, itra-

conazol ou outros.
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Capitulo 8

Outras micoses

INTRODUCAO

Sdo micoses causadas por fungos patogenos oportunistas que acometem princi-
palmente individuos com quadro de imunossupressdo, tanto de carater transitorio,
relacionado ao uso de corticosteroides e outras drogas imunossupressoras, como per-
manentes. Sao fungos fundamentalmente do meio ambiente, exceto a Candida sp.
que habita também o meio endégeno, como os tratos gastrointestinal, oral ou genital.
Sdo encontrados no solo, principalmente em residuos orgdnicos, e a maioria desses
agentes ndo sdo virulentos, podendo, dessa forma, ndo produzir doenga ao entrarem
em contato com o homem ou animal, desde que as barreiras naturais de defesa do
hospedeiro estejam integras, o que impede a instalagdo do fungo com dano tecidual
e consequentemente a doenga. A maioria deles se deposita na pele ou mucosa e even-
tualmente sio inalados.

Muitos fungos que anteriormente eram considerados ndo patogénicos hoje fazem
parte deste grupo de fungos agentes de micoses oportunistas. Sdo os fatores intrin-
secos e extrinsecos do hospedeiro que permitem a esses fungos provocar danos teci-
duais em 6rgdos ou sistemas ou permanecer inertes a qualquer dano. Dessa forma, a
maioria dos fungos é proveniente do meio externo, ndo apresenta viruléncia cldssica,
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sendo, portanto, microrganismos oportunistas. A exce¢do ocorre com o Coccidioi-
des immitis, fungo que vive também no solo, mas que apresenta viruléncia particular
tornando-o o agente mais infeccioso de todos os fungos.

Nos Gltimos anos, as micoses oportunistas tém aumentado, incluindo o niimero
de espécies diferentes e também o aumento da gravidade das infeccoes.

Para que o agente seja diagnosticado corretamente ¢ necessdria a integracdo entre
o micologista e o clinico. Sao virias as micoses oportunistas ja diagnosticadas, sendo
que a seguir sdo descritas as mais frequentes.

CRIPTOCOCOSE

Consideracdes gerais

Micose oportunista crénica, aguda ou subaguda, causada por fungo encapsulado,
o Cryptococcus sp. O fungo é cosmopolita e encontrato em ambientes urbanos e ru-
rais. Atualmente duas espécies tém sido relatadas como patogénicas em humanos, o
Cryptococcus neoformans e o Cryptococcus gattii.

Tem distribuigdo universal. Acredita-se que a infecgao ocorre pela inalagdo da
levedura encapsulada ou de variantes ndo encapsuladas. A doenca inicia pelo pulmao,
podendo ser assintomadtica e evoluir para a cura espontinea ou se disseminar por via
hematogénica para o cérebro e para o sistema nervoso central (SNC), provocando
meningoencefalite, na pele, no osso ou em outros.

O Cryptococcus sp. apresenta variabilidade antigénica com cinco sorotipos A, B,
C, D e AD. Importantes diferencas entre os sorotipos tém sido demonstradas, sendo
que o Cryptococcus neoformans apresenta os sorotipos A, D e AD e o Cryptococcus
gattii os sorotipos B e C.

O ambiente do Cryptococcus neoformans em todo o mundo € o das excretas de
aves, sobretudo dos pombos. O Cryptococcus gattii foi inicialmente isolado no Vale
Barossa, na Austrilia, em uma regido indigena com baixa incidéncia de Aids. Estd
presente em materiais associados ao Eucalyptus comadulensis e de outras drvores em
decomposi¢io, como lenha, casca, folhas e residuos. Presente na Australia, no Méxi-
co, no Brasil, nos Estados Unidos (Califérnia), na Asia, na Africa e outros. A presenca
do Cryptococcus neoformans na doenca esta relacionada aos individuos imunodepri-
midos ou com doencas crénicas, ao passo que o Cryptococcus gattii tem sido encon-
trado com maior frequéncia em individuos imunocompetentes.

Sao conhecidas também as formas sexuadas de C. neoformans, Filobasidiella ne-
oformans e F. bacillispora, para o Cryptococcus gattii. Esse critério de variedade estd
firmado nas diferencas metabdlicas, cujo principal marcador é o meio de canavanina-
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-glicina-azul de bromotimol (meio-CGB). Outra espécie de Cryptococcus, o C. lauren-
tii, tem sido também descrita como patégena para o homem.

Um fator primdrio de viruléncia da levedura é a cdpsula formada por um com-
plexo de carboidratos com propriedades antifagociticas. A presen¢a de melanina na
parede celular também reforca o fator viruléncia.

A morfologia tipica oval ou células de leveduras em brotamento de 5 a 10 micras
de tamanho com uma capsula de mucicarmim positivo é distinta e favorece o diag-
nostico. Excepcionalmente ocorrem casos de criptococose por Cryptococcus sp. defi-
ciente capsular. Estudos experimentais revelaram que essas leveduras nao encapsula-
das sdo capazes de produzir criptococose em ratos e camundongos, desenvolvendo a
capsula. No homem, ndo houve desenvolvimento da capsula in vivo.

Manifestacoes clinicas

A criptococose apresenta as formas pulmonar regressiva, progressiva e dissemi-
nada.

Na criptococose pulmonar regressiva os sintomas sdo imperceptiveis e o diag-
nostico consiste em achados casuais de nddulos residuais pulmonares, geralmente
periféricos e néo calcificados.

A criptococose pulmonar progressiva ocorre em cerca de 10% dos casos e os
sintomas sdo inespecificos, que costuma ser um achado radiolégico casual. Podem
ocorrer manifestagdes como febre, dor no peito, tosse, perda de peso, com escarro
mucoide e sanguinolento.

Em formas invasivas, as manifestagdes clinicas sdo mais graves e aumentam quan-
do a imunidade do hospedeiro estiver comprometida. Nesses casos, podem ocorrer
lesdes miliares, adenomegalias hilares e também derrame pleural.

A criptococose disseminada € a mais frequente, ocorre em cerca de 90% dos ca-
sos. Essa forma corresponde aos quadros extrapulmonares. A via hematogénica leva
o fungo para qualquer dérgio ou sistema. A manifestacio mais frequente € a menin-
goencefalite. Manifesta-se com cefaleia, alteracbes de comportamento, nduseas, vo-
mitos, febre e outros.

QOutras manifestacdes, como lesbes osteoarticulares nas vértebras, pelve, crinio,
costelas ou cutineas com aspecto de papulas, celulite ou ulceragio e que drenam exsu-
dato rico em elementos flingicos e nos rins, suprarrenais e prostata também ocorrem.

Os achados clinicos da doenga sdo similares aqueles da tuberculose pulmonar,
sendo necessdria a confirmagdo dos achados laboratoriais. Uma histéria de exposigio
a pombos ou solo contaminado com fezes de pombos é de grande importancia no
diagnéstico da doenga.
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Ocasionalmente, a criptococose disseminada pode apresentar massa expansiva
do SNC associada ou ndo a lesio meningea.

Diagndstico laboratorial

O diagnéstico laboratorial de criptococose requer a visualizacdo do fungo em
materiais orgdnicos, histopatologia mostrando organismos encapsulados ou detecgio
do antigeno polissacarideo do Cryptococcus neoformans no soro ou LCR.

Exame direto

O processo mais simples é feito a partir do material biolégico suspeito, como
liquor, escarro, pus ou outros. Sdo colocados em contato com uma gota de tinta da
China (tinta nanquim ou nigrosina) entre limina e laminula. Formas arredondadas,
as vezes em gemulac¢io e uma capsula de polissacarideos ndo corados pela tinta sdo
observados ao microscopio 6tico (Figura 1). Em cerca de 90% dos casos, o diagnos-
tico é conclusivo.

Coloragoes em tecidos, como PAS, mucicarmim de Mayer e alcion blue, sdo Gteis
para detectar a cdpsula de polissacarideo. A coloragido Fontana Masson pode ser utili-
zada para evidenciar a presenca da melanina na parede celular do Cryptococcus.

Cultura

A cultura é feita em dgar Sabouraud dextrose. Cresce bem entre 30 e 35°C em
72 horas. O fungo ¢ sensivel a ciclo-heximida. Meios de cultura contendo Guizotia

Figura 1 Exame direto com tinta da China.
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abyssinica ou outras sementes de niger, como alpiste e girassol, podem ser utilizadas
para diagnostico. O C. neoformans produz uma fenoloxidase que é evidenciada pela
cor marrom nessas culturas, permitindo distinguir o fungo de outras leveduras (Fi-
gura 2).

As coldnias sdo inicialmente brancas com aspecto mucoide e viscoso que tende
a escorrer para o fundo do tubo por causa da composicio da cipsula. O exame mi-
croscopico da colénia é de dificil diagnostico, podendo ser confundido com outras
leveduras, como Candida sp. Provas bioquimicas, como ureia, canavanina e outras
sao necessdrias para confirmacao do género e da espécie.

O método de lise-centrifugacio, ou métodos automatizados, permite o isolamen-
to da levedura em culturas de sangue.

Imunologia

O teste de aglutinagio de particulas de ldtex para detecgdo do antigeno polissa-
carideo do Cryptococcus neoformans € 1til na prética, tendo valor superior a 90% de
sensibilidade e especificidade nas infec¢des criptococicas. E recomendado quando o
exame direto e a cultura sdo negativos. Falsos-positivos, porém, podem ocorrer quan-
do associados a outros agentes de infecgoes disseminadas, como o Trichosporon inkin
e bacilos gram-negativos.

Tratamento

Sao agentes antifiingicos disponiveis para o tratamento da criptococose: anfoteri-
cina B, 5-fluorocitosina, fluconazol e itraconazol.

Figura 2 Cultura de Cryptococcus sp. em agar niger. Fonte: Lugarine (2007). (Veja a imagem colorida
no miniatlas ao final do livro.)
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Nas formas pulmonares progressiva e disseminada, inclusive a meningoencefdli-
ca, o antifingico de escolha € a anfotericina B associada a 5-fluorocitosina, com op¢io
também de associagio com o fluconazol ou o itraconazol.

CANDIDIASE

Consideracdes gerais

A candidiase ou candidose € a mais frequente micose oportunista. Seu agente
etiologico, a Candida sp., é uma levedura capaz de provocar qualquer tipo de doenga:
superficial, cutidnea, subcutinea ou sistémica. As condicoes gerais do hospedeiro sdo
importantes nas patologias provocadas por esta levedura. Qualquer 6rgédo ou sistema
pode ser atingido, tendo como fator predisponente o equilibrio entre o parasito e o
hospedeiro.

E uma doenga de dificil diagnéstico dadas sua ampla variagéo na apresentagio
clinica e a grande variedade de espécies potencialmente patogénicas. Além disso,
deve-se considerar também o fato de ser flora saprofita humana. Existem cerca de
80 espécies de Candida, entre elas a Candida albicans, C. guillerrmondii, C. krusei, C.
parapsilosis, C. stellatoidea, C. tropicalis, C. kefyr, C. lusitaniae, C. pseudotropicalis, C.
dubliniensis e C. glabrata ji foram isoladas como agentes de doenca. A infeccio por
C. lusitaniae é importante pela resisténcia a anfotericina B. C. albicans é encontrada
também no solo e na dgua que contém dejetos humanos e de animais, mas a maioria
das infecgdes sdo endogenas.

Esse grupo de leveduras tem assumido relevante importancia por ser identifica-
do como agente causador de diversas infec¢oes nosocomiais em pacientes imuno-
comprometidos. Entre os principais agentes das fungemias e candidiases invasivas
destacam-se C. glabrata, C. parapsilosis e C, krusei, esta dltima intrinsicamente resis-
tente ao fluconazol. Pacientes hospitalizados representam um grupo de risco para o
desenvolvimento de candidemias, principalmente em virtude do aumento da utiliza-
¢do de cateteres venosos centrais para terapia antimicrobiana ambulatorial e nutricio
parenteral,

A candidiase pode manifestar-se nas formas superficial, cutinea, mucosa, cuta-
neomucosa, subcutinea ou sistémica. Todas sdo problemas de satiide publica. Das es-
pécies patogénicas, a Candida albicans é a mais frequente. E um habitante normal nas
mucosas respiratoria, digestiva e genital. E a principal infec¢io micética oportunista
do homem devida a Aids, estado imunodeprimido, pds-operatodrio, uso de antimicro-
bianos, recém-nascido de baixo peso e outros.
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A doenga se manifesta em situacoes de alteragdo no estado geral do individuo,
como diabete, neoplasia, uso de antibioticos, corticosteroides e imunossupressores,
ou imunodeficiéncia. Em individuos que permanecem com as méos em contato per-
manente com dgua pode provocar as onicomicoses com paroniquias. Em obesos,
a micose pode manifestar-se em locais com frequente umidade, como nas dobras
mamadrias e abdominais. Em recém-nascidos, a candidiase ocorre na mucosa oral,
o “sapinho”. Na mucosa vaginal, quando passa de saprofita para infecciosa, provoca
secre¢do branco-leitosa, com odor desagradavel e prurido vulvar.

A lesdo apresenta forma eritematosa, inflamatdria e pouco descamativa. As vezes
aparecem vesiculas ou pustulas, recobertas com induto esbranquicado.

Na unha, parece ser uma dermatofitose, mas tem inicio na matriz da unha e avan-
¢a na direcdo do bordo livre, ao contrario das dermatofitoses que iniciam pelos bor-
dos livres.

A candidiase disseminada é uma infeccdo relativamente comum nos pacientes
neutropénicos, transplantados, neonatos, com cateter intravenoso e Aids. Tem causas
importantes de morbimortalidade nosocomial, sendo a Candida albicans a mais fre-
qllEﬂtEI'ﬂEIltE encontrada.

Nos tecidos, a Candida sp. apresenta trés formas morfologicas: célula levedurifor-
me, pseudo-hifa e hifa.

Qualquer Candida sp. produz brotamento, como célula de levedura, os blastos-
poros ou blastoconidios e as formas filamentosas, a pseudo-hifa ou pseudomicélio,
excecdo a Candida glabrata, que produz somente brotamento em célula de levedura.

O género Candida produz diversos fatores de viruléncia, entre eles proteinases
e lipases que contribuem para a invasdo do hospedeiro. Outros fatores que também
predispoem o aparecimento da doenca:

=  Locais: obesidade, umidade constante e traumatismo.
= Gerais: diabetes, imunodeficiéncia, medicacdo imunossupressora, corticosteroi-
des e antibidticos.

Portanto, sempre que houver candidiase de repeticdo, o clinico ou o especialista
deve procurar uma causa bdsica no individuo.

Manifestagdes clinicas

As manifestacoes clinicas da candidiase apresentam grande variedade de formas,
divididas em trés grandes grupos: candidiase cutaneomucosa, sistémica ou visceral e
alérgica.
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A candidiase cutaneomucosa inclui as manifestacdes clinicas de candidiase in-
tertriginosa, onicomicose, candidiase oral, vulvovaginite, balanopostite e candidiase
cutaneomucosa cronica.

A candidiase intertriginosa resulta da extensdo da vulvovaginite ou da balano-
postite, quando localizadas nas regites intergliteas e genitocrurais. Qutras dobras,
como axilas, regides inframamadrias ou criancas com fraldas, sio fatores desenca-
deantes para este quadro de candidiase.

A onicomicose apresenta duas formas clinicas: infec¢io do tipo onyxis, que ocor-
re na lamina ungueal e do tipo perionyxis que se manifesta de forma inflamatéria na
regido da pele que circunda a unha. Portanto, ocorre o comprometimento ungueal e
periungueal observado em pessoas com atividades predominantemente em umidade
ou que ja tenham manifestagdess clinicas de candidiase oral ou genital.

Na candidiase oral, também chamada estomatite cremosa ou sapinho, apresenta
placas brancas, aspecto cremoso, facilmente destacaveis. Uma forma pseudomem-
branosa pode cobrir a lingua, o palato e a mucosa bucal. E frequente entre recém-
-nascidos, diabéticos e debilitados. Pode propagar-se para faringe, laringe, esdfago e
disseminar-se via hematogénica.

Na forma vulvovaginite, muito comum em mulheres gravidas, diabéticos ou em
uso de antibidticos, as lesoes sdo semelhantes as da boca, provocando secregio vagi-
nal e prurido.

A forma cutaneomucosa cronica, comum em imunodeprimidos ou com deficién-
cias nutricionais, normalmente é generalizada.

A candidiase sistémica é grave, de dificil diagndstico, com sintomas inespecificos.
Atinge um drgéo ou se dissemina para varios outros.

A candidiase alérgica pode manifestar-se quando ocorre o contato humano com
a levedura, na forma de lesdes cutineas vesiculosas e distantes do foco primario.
Apresenta-se como uma lesao estéril, principalmente nos espacos interdigitais das
mdos ou outras partes do corpo. Com o tratamento as lesdes desaparecem sendo,
portanto, denominadas candidites, por serem semelhantes as dermatofitides, lesdes
de pele provocadas por antigenos de dermatdfitos. Uretrite, gastrite, balanite, rinossi-
nusite, cefaleia podem ser resultantes das manifestacdes alérgicas.

Diagnéstico laboratorial

Exame direto

As lesdes aparecem na forma eritematosa, com induto esbranquicado que as re-
cobre. O exame direto é realizado do material coletado diretamente das lesdes com
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alca de platina, raspados ou de outros materiais clinicos. O espécime é colocado sobre
uma ldmina, com uma gota de KOH 10-40%, e ¢ sobreposta uma laminula ou feita
coloragdo de gram. Ao microscépio 6ptico podem ser observadas células leveduri-
formes em brotamento, os blastoconidios ou blastosporos, pseudo-hifa com pontos
regulares comprimidos lembrando “salsichas™ ou hifas verdadeiras septadas (Figura
3). Os blastoconidios e as pseudo-hifas sio gram-positivos. A presenga de grande
quantidade de tais elementos em material clinico pode significar o diagndstico.
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Figura 3 Célula leveduriforme em brotamento e pseudo-hifa. (Veja a imagem colorida no miniatlas ao
final do livro.)

Cultura

A cultura é feita em dgar Sabouraud dextrose com ou sem suplemento de ciclo-
-heximida ou em meios diferenciais, como CHROMagar Candida®, que possibilita
detectar infeccGes mistas por leveduras, temperatura entre 25 e 37°C. A coldnia cresce
em trés a cinco dias com aspecto cremoso, branco, opaco, as vezes emitindo filamen-
tos no meio de cultura. No exame microscopico, observam-se blastoconidios e even-
tualmente pseudo-hifas.

As espécies de Candida sp. (Figura 4) crescem bem em dgar sangue 5% ou em
meios para fungos, como o dgar Sabouraud dextrose. A identificacdo das espécies é
feita por testes metabdlicos de fermentacao de aglicares e determinados em 48 horas.

Para identificacdo das espécies, existem provas bioquimicas, como fermentagio
dos agticares (zimograma) ou assimilacdo de carbono e nitrogénio (auxonograma).

Para o diagnostico da C. albicans pode ser utilizada a prova de formagio do tubo
germinativo (efeito Reynolds-Brande). Consiste em preparar uma suspensio da col6-
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Candida albicans Candida krusel Candiga tropicalis

Candidla parapsiosis Candicha guifermomdi Candicla kefyr

Figura 4 Micromorfologia colonial das espécies de Candida de interesse clinico.

nia em 0,5 a 1 mL de soro sanguineo, incubando entre 35 e 37°C, durante 2 a 4 horas.
Examinar ao microscépio uma gota da suspensio, para observar os tubos germinais
formados. Essa prova também é positiva para C. stellatoidea e C. dubliniensis.

Qutra prova para diagndstico de C. albicans é a formagdo de clamidoconidios
arredondados, parede dupla, isolados ou agrupados na extremidade da pseudo-hifa.
Sdo formados em meios de cultura ricos em amido, como o dgar fuba, acrescido de
Tween 80 ou o meio de cultura corn meal.

Podem ser utilizados também sistemas automatizados ou semiautomatizados

para o diagnéstico final e definitivo do género e espécies de Candida.

Imunologia

O uso de imunoblot para andlise e identificacio dos anticorpos ou antigenos pode
ser 1til no sorodiagnostico de candidiase sistémica. A alta sensibilidade e a resolucio
dessa técnica permitem a separacéo e a identificagio de pequenas quantidades de an-
ticorpos ou antigenos proteicos circulantes de Candida sp. em uma pequena amostra
de soro do paciente.
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Tratamento

Existe considerdvel interesse na profilaxia antiflingica em pacientes neutropéni-
cos. Para prevenir supercrescimento, que resulta em candidemia, usam-se nistatina,
anfotericina B, cetoconazol, fluconazol, itraconazol e outros.

A Candida albicans e suas outras espécies tém sido grande causa de morbimorta-
lidade nosocomial em pacientes imunocomprometidos ou em outras patologias gra-
ves. O diagnostico das formas graves da doenga é dificil e depende de um conjunto
de achados clinicos, sendo o tratamento nessas doencas a anfotericina B, apesar da
toxicidade.

No tratamento da candidiase, deve haver preocupa¢ao maior com a causa e ndo
apenas com a levedura.

ZIGOMICOSE

E uma micose ocasional causada por diferentes espécies de fungos com manifes-
tagoes clinicas cutineas, subcutineas e sistémicas. Sdo fungos saprofitas ubiquos do
ambiente, como solo, insetos, répteis e anfibios e que se tornam patogénicos depen-
dendo do grau de resisténcia do hospedeiro, da quantidade de indculo e dos fatores
de viruléncia do fungo.

A zigomicose ¢ causada por fungos da classe Zygomycetes, que sdo formados por
hifas hialinas, espessas e cenociticas em angulo de 90° (Figura 5). A reprodugio asse-
xuada ocorre pela formacdo de esporangiosporos contidos em estruturas protetoras,

Figura5 Exame direto dos fungos da classe Zygomycetes. Fonte: Malhotra et al. (2009). (Veja a imagem
colorida no miniatlas ao final do livro.)



108 Micologia no Laboratério Clinico

os espordngios. A reproducdo sexuada ocorre quando sio formados os zigdsporos
ap0s a atracdo de hifas sexuais especificas, os zigdforos.

A classe dos Zygomycetes divide-se em duas ordens, Mucorales e Entomophtho-
rales, originando mucormicose e entomoftoromicose.

MUCORMICOSE

Consideragoes gerais

E uma doenca de progressio rapida, mais frequente em pacientes imunocom-
prometidos. E cosmopolita, de distribuicio universal em climas quente e imido. Os
fl.l.ﬂgﬂﬁ agentes da mucormicose sao E:ﬂEﬂIltl'EdﬂE no solo e em matéria ﬂl'gﬁl]_iﬂﬂ €m
decomposicio.

A ordem Mucorales inclui os fungos dos géneros Rhizopus, Mucor, Rhizomucor,
Absidia, Mortierella, Saksenaea, Syncephalastrum, Cunninghamella e outros. O Mucor
sp. € 0 Rhyzopus sp. tém sido encontrados entre os principais fungos contaminantes
do ambiente.

Os agentes da mucormicose apresentam fatores de viruléncia intrinsecos, apesar
de serem considerados saprdfitas e ndo patogénicos. Os agentes patogénicos em sua
maioria sdo termotolerantes, crescendo em temperaturas entre 36 e 43°C, O Rhizopus
sp. consegue sobreviver até 72 horas em temperatura de até 82°C e outras espécies
também suportam extremos de temperatura, As espécies ndo termotolerantes sio
mais frequentemente encontradas causando infec¢es cutaneas,

A mucormicose humana inicia pela inalag¢ao de esporos, via respiratoria, que po-
dem permanecer nos seios da face ou nos alvéolos resultando manifestagoes clinicas
cerebrais e pulmonares. Quando ingeridos com alimentos provocam distirbios gas-
trointestinais. Em casos de inoculagdo direta por traumatismo ou materiais contamina-
dos, surgem lesdes cutineas ou subcutineas. Atinge qualquer idade e ambos os sexos.

As manifesta¢des clinicas na mucormicose tém apresentagdo cutinea e subcuta-
neas, pulmonar, rinocerebral e gastrointestinal. A forma rinocerebral é a mais comum
em aproximadamente 50% dos casos, alta taxa de mortalidade em torno de 70% e estd
associada a cetoacidose diabética. Apos a inalagdo dos esporos fingicos com poste-
rior colonizagio dos seios nasais, inicia-se um quadro clinico que pode ser sugestivo
de sinusite, porém evolui rapidamente. Surge comprometimento dos tecidos afetados
com necrose e produgido de secre¢io seropurulenta e serossanguinolenta de cor escu-
ra. Ao atingir o nervo dptico, atinge também o SNC.

A forma pulmonar é decorrente da inalagdo dos esporos e posteriormente ocor-
re disseminagdo via hematogénica. Na mucormicose gastrointestinal, o fungo é con-
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duzido via oral por meio de alimentos contaminados, como frutas e pdo, podendo
posteriormente se disseminar pelos vasos sanguineos. Nas formas ndo invasivas o
prognostico é favordvel, caracterizando-se apenas pela colonizagio do fungo na re-
gido gastrica. Porém, pode ocorrer invasdo de vasos e necrose tecidual e, como conse-
quéncia, surge a mucormicose gdstrica invasiva. Essa é a forma mais comum da doen-
¢a, caracterizada pela presenca de tlceras necréticas gastricas ou intestinais, podendo
evoluir para peritonite com indices de mortalidade de até 98%.

As mucormicoses cutinea e subcutinea sdo raras e ocorrem por continuidade em
lesdo preexistente ou inoculagio direta por traumatismo ou transmissio iatrogénica,
por material contaminado, como gazes, esparadrapos, unguentos contaminados, in-
jecoes e cateteres.

A manifestacdo clinica da mucormicose invasiva se caracteriza pela invasio do
fungo em vasos, provocando trombose, invasdo vascular, infartos nos diferentes 6r-
gaos e necrose tecidual. Quando a doenga invade estruturas como crédnio, pulmio
ou outros 6rgdos internos geralmente ¢ fatal, sendo a mortalidade entre 80 a 95%,
mesmo com terapia especifica. Ela ocorre principalmente em pacientes com doengas
cronicas, como diabéticos e imunodeprimidos.

Diagnéstico laboratorial

Como a mucormicose comumente é uma doenga grave, o diagndstico rapido é
muito importante. O diagnostico € realizado por exames micologico, histopatolégico
e da clinica do paciente.

Exame direto

Em esfregaco do material de raspado das lesées, aspirados, escarro, lavado bron-
quico e outros com KOH 10-40% observam-se hifas hialinas, largas, pleomoérficas,
pouco ou ndo septadas, cenociticas e com ramificagdes dispostas em dngulos de 45° a
90°. O calcofluor white apresenta os elementos flingicos em verde-amarelo brilhante.
Outras coloragdes como PAS, giemsa e Wright também sdo indicadas para confirmar
a presenca do fungo nos tecidos.

Cultura

Semeia-se em dgar Sabouraud dextrose ou outros meios, 4 temperatura entre 25
e 30°C ou a 37°C. Os mucorales tém crescimento rapido de até quatro dias. Os zi-
gomycetes sdo sensiveis a ciclo-heximida.
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A identificagdo pode ser feita pela observagido macro e microscopica dos aspectos
morfolégicos ou também cultivo em ldmina (Figura 6).

Tratamento

A excerese cirlirgica é recomendada quando se observam lesdes e o acesso € pos-
sivel. A anfotericina B é o antifingico de escolha para a maioria dos casos. Os mu-
corales sdo resistentes a vérios antifingicos, como nistatina, naftidina e derivados
azolicos, fluconazol, cetoconazol e itraconazol.

Figura6 Micromorfologia colonial dos mucorales.

ENTOMOPHTHOROMICOSE

Consideracgdes gerais

Fungos da ordem Entomophthorales, os géneros Conidiobolus sp. e Basidiobolus
sp., sdo os agentes da doenga denominada conidiobolomicose e basidiobolomicose,
respectivamente. E uma micose subcutdnea e cutaneomucosa, cronica, atinge princi-
palmente individuos imunocompetentes, tendo bom prognaéstico.

A via de inoculagdo pode ser traumitica por picada de insetos, contato com solo
e vegetais ou por inalagio dos esporos. A basidiobolomicose acomete mais criangas
menores de 10 anos do sexo masculino e a conidiobolomicose tem o paciente adulto
como o mais atingido e raramente criangas ou adolescentes.

A entomoftoromicose se manifesta nas formas subcutinea cronica, centrofacial
e visceral.
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Conidiobolomicose

Na conidiobolomicose o agente mais frequente é o C. coronatus, com baixo poder
de viruléncia, e o menos frequente € o C. incongruus. O C, coronatus ¢ encontrado
mais frequentemente causando a zigomicose centrofacial. Apresenta termotolerdncia
a 37°C, demonstrando ser bem adaptado a temperatura humana. A invasio se inicia
no tecido subcutdneo e por infiltracdo para os seios paranasais, resultando aumento
do tecido subcutineo do nariz, 1dbios, tecido perinasal e olhos. Aparecem nédulos ou
tumoragoes subcutdneas, duro a palpagdo, em geral assintomaticos pela invasdao do
tecido subcutineo e muscular. A disseminagéo é rara.

O C. incongruus tem sido relatado como o responsdvel por casos de infeccoes
invasivas e graves, em imunocompetentes ou em imunodeprimidos.

Ocorre em climas quentes e imidos. No Brasil, o maior nimero de casos ocorre
no Nordeste e no Norte, sobretudo nos estados da Bahia, Maranhio, Piaui e Para.

Basidiobolomicose

O agente da basidiobolomicose, o B. ranarum, é um fungo com poucos fatores
de viruléncia conhecidos. Apresenta relativa termotoleréancia, crescendo em até 37°C.

Infec¢do que atinge os tecidos subcutineos e periféricos, geralmente nos mem-
bros inferiores. A manifestacdo clinica ocorre na forma de nédulos pouco dolorosos
que progridem de forma lenta, sendo fortemente aderidos a planos profundos. As
lesdes eventualmente ulceram e a drea atingida se apresenta inflamada, eritematosa e
quente, Excepcionalmente pode disseminar-se,

Ocorre em clima quente. No Brasil, o maior nimero de casos ocorre no nordeste.

Diagndostico laboratorial

O diagnéstico € realizado por meio de exames micoldgico, histopatolégico e da
clinica do paciente.

O diagnostico laboratorial é importante para o diagnéstico diferencial entre
doengas como a esporotricose, elefantiase, tuberculose ou linfoma.

Exame direto

O exame direto é realizado com o material coletado e processado com KOH 10-
40%, em esfregagos ou cortes histolégicos corados com PAS ou GMS em que obser-
vam-se hifas largas, ramificadas, paredes finas e raras septagoes.
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Cultura

Cresce em dgar Sabouraud dextrose ou outros, incubado a 30°C ou a 37°C. Apre-
senta crescimento rapido, colonia branca ou bege e aspecto membranoso.
O cultivo em limina facilita a visualizacdo dos conidios de reproducio sexuada e

assexuada de ambos Conidiobolus sp. e Basidiobolus sp. (Figura 7).

Tratamento

O tratamento da entomophthoromicose ainda é empirico. A remoc¢édo dos nédu-
los e a utilizagdo de medicamentos tém sido usadas. No entanto, ndo existe a droga
de elei¢do dos agentes da entomoftoromicose. Algumas drogas tém sido usadas com
sucesso, como a solugdo saturada de iodeto de potdssio, sulfametoxazol-trimetoprim,
anfotericina B e derivados azdlicos combinados com o iodeto de potdssio, entre eles

o cetoconazol.

HIALO-HIFOMICOSE

Sdo micoses provocadas por fungos filamentosos de paredes hialinas e septadas.
Sdo saprofitas na natureza, mas podem provocar doenga no homem sempre que hou-
ver desequilibrio entre hospedeiro e parasita. Pertencem a este grupo os géneros As-
pergillus sp., Penicillium sp., Fusarium sp., Acremonium sp. e outros.

Conidiobolus sp

Figura7 Micromorfologia colonial.



Outras micoses 113

Na natureza, existem grupos de fungos, hialinos e deméceos que geralmente nio
sdo patogénicos, mas ocasionalmente podem causar hialo-hifomicose ou feo-hifo-
micose. A denominacio se baseia na presenca de elementos fuingicos com ou sem
pigmento marrom-claro a preto ou hialino na parede celular do fungo. Esses fungos,
quando presentes em tecidos ou liquidos organicos, devem ser avaliados quanto a
patogenicidade. Entre as hialo-hifomicoses ja descritas, alguns fungos adquiriram de-
nominagio propria da doenga, sendo eles ja deslocados deste grupo. A aspergilose é a
mais frequente, seguida pela fusariose. Os demais fungos hialinos permanecem como
causadores de hialo-hifomicose.

A hialo-hifomicose invade os tecidos de individuos imunocomprometidos, po-
dendo também atingir os imunocompetentes. As manifestacdes clinicas podem ocor-
rer na forma superficial, subcutidnea ou sistémica.

ASPERGILOSE

Consideracdes gerais

As aspergiloses sao micoses produzidas por fungos oportunistas do género As-
pergillus, com cerca de 300 espécies ja descritas. Sdo encontrados em abundéncia na
natureza, como em restos organicos, solo, vestimentas, residéncias, ar-condicionado e
até em antissépticos. Sdo veiculados por correntes de ar, sendo a principal via de aces-
s0 a0 homem a respiratéria. Entre os mais frequentes agentes de infecgdes no homem
estdo A. fumigatus, A. niger, A. flavus, A. nidulans e A. terreus. O A. fumigatus é o mais
prevalente e isto se explica por sua maior abundéncia no ambiente e também por ser
um fungo termofilo, cresce bem a temperatura entre 37 e 40°C.

O Aspergillus sp., por ser muito comum na natureza, estd presente no ar inclusive
hospitalar, sendo frequentemente isolado no homem. Assim, em condigbes fisiologi-
cas normais 0s mecanismos de defesa em nivel broncopulmonar, preferentemente os
macrofagos alveolares, constituem uma barreira eficaz frente ao fungo. A auséncia ou
a deficiéncia desses fatores de defesa facilitam a invasdo e a multiplicacdo do Asper-
gillus sp. no organismo humano.

O processo se inicia habitualmente no pulmio e o quadro clinico vai depender
da interacdo hospedeiro-parasita, devendo-se levar em conta o carater saprofitico e
ubiquitdrio do fungo, o estado imunolégico do hospedeiro e o estado broncopulmo-
nar do paciente.

A aspergilose é a principal causa de mortalidade por pneumonia em pacientes
transplantados de medula dssea e 6rgdos solidos, principalmente nos casos de trans-
plante de pulmdo e coragdo. O A. fumigatus é hoje a mais comum espécie do género
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isolada em pacientes com aspergilose, e 0 A. flavus, a segunda mais comum espécie
isolada, entretanto mais associada a aspergilose dos seios paranasais, e nio com a bola
flingica.

O A. terreus, por sua vez, ¢ hoje considerado o principal patdégeno emergente do
género, expressando na maioria das vezes resisténcia a anfotericina B. Qutras espécies
do género também ja foram relacionadas como patégenos emergentes, como A. ustus,
no entanto, o nimero de casos ainda é muito restrito. Em contrapartida, é importante
salientar que este género € no Brasil o principal representante dos fungos anemofilos,
o que aumenta o alerta da disseminacdo aérea deste patégeno em ambientes que ne-
cessitem rigido controle de antigenos aéreos.

Manifestacdes clinicas

A aspergilose cutinea pode ocorrer por inoculagdo traumatica ou por dissemina-
¢do hematogénica a partir de um foco primario, geralmente pulmonar. As formas cli-
nicas observadas sao papulas, pustulas, nédulos, abscessos e outras. As manifestacoes
clinicas pndem Ser priméria, cOmo nas onicomicoses, ou secundaria, em pacientes
que fizeram uso local de terapia antimicrobiana e corticoides nas otomicoses.

O aspergiloma ou bola fiingica ocorre quando o individuo inala os conidios do
fungo e estes se instalam em uma cavidade pulmonar preexistente, deixada por doen-
cas prévias, entre elas a mais frequente é a tuberculose, Em condi¢oes adequadas de
nutri¢do e aeragio, o fungo se desenvolve na cavidade formando uma massa micelia-
na compacta, denominada bola fiingica ou aspergiloma. Em casos semelhantes, cujo
fungo ndo seja o Aspergillus sp., a bola serd denominada fungoma. As espécies mais
frequntes sao A. fumigatus, A. flavus e A. niger.

A aspergilose pulmonar ¢ uma das mais comuns entre as aspergiloses. O processo
ocorre pela inalagio dos conidios e como consequéncia o pulmao serd o foco. Além
do pulmado, os seios da face também podem ser atingidos resultando sinusite aspergi-
lar. Por disseminagdo hematogénica podem atingir também outros érgaos.

Na aspergilose imunoalérgica, ao serem inalados, os conidios fliingicos podem
desenvolver reagdes alérgicas que se manifestam na forma de aspergilose broncopul-
monar alérgica em individuos atopicos e na forma de alveolite alérgica em individuos
ndo atopicos. Os processos alérgicos ocorrem em individuos que inalam os elementos
fiingicos de forma continua ou nio.

Qutro processo também relevante do Aspergillus sp. sdo os quadros de intoxi-
cagdo por produtos metabdlicos do fungo, denominados micotoxinas. Os fungos do
género Aspergillus produzem micotoxinas conhecidas como aflatoxinas, as quais tém
sido associadas a quadros de sintomatologia hepdtica, como a hepatite e o hepatoma.
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Diagnéstico clinico

O diagndstico das diversas formas clinicas produzidas por Aspergillus sp. baseia-
-se na busca do fungo em materiais bioldgicos, na deteccao de anticorpos circulantes
ou na resposta precoce ou tardia dos testes cutineos.

O aspergiloma ou bola fingica representa a forma mais comum de doenga pul-
monar relacionada com Aspergillus sp.

Na aspergilose broncopulmonar alérgica, vdrios critérios sio avaliados para diag-
nostico: asma, eosinofilia no escarro e no sangue, formas fiingicas no escarro, preci-
pitinas no soro, positivo para alérgenos do Aspergillus nos testes cutineos e outros.

A aspergilose invasiva ¢é frequentemente encontrada em hospedeiros cujas defe-
sas estejam alteradas, como em doenga crdnica, terapia imunossupressora e imuno-

deficiéncia.

Diagnéstico laboratorial

O diagnostico da aspergilose é uma tarefa dificil de ser concluida. Primeiramente,
o clinico deve suspeitar pelos sinais e sintomas do paciente. No laboratério, devem ser
realizados exames micoldgico e histopatolégico. Se necessdrio, incluir também provas
imunolégicas para confirmar os achados.

Exame direto

A fresco com KOH 10-40% ou corado sdo observadas hifas hialinas regulares,
septadas e bifurcadas em angulo agudo. As cabecas conidiais podem também ser ob-
servadas quando ha lesdes bem aeradas, como queimaduras e otomicose.

Na histopatologia, o material é preparado em limina e corado com PAS, HE,
GMS e outras para evidenciar a presenga de estruturas fiingicas, invadindo o tecido

(Figura 8).

Cultura

A cultura e a identificagdo da espécie sio necessdrias para confirmar o diagndstico
de aspergilose. O fungo cresce bem em dgar Sabouraud dextrose com cloranfenicol,
temperatura entre 25 e 30°C, por dois a quatro dias. A colonia é filamentosa, pulveru-
lenta por causa da cabega aspergilar, podendo apresentar vérias cores, como preta, ver-
de e amarela. Apresenta hifas-hialinas septadas, conidioforo longo com vesicula glo-
bosa na extremidade da hifa, coberta por métulas, seguidas de fidlides que ddo origem
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Figura8 Exame direto do Aspergiffus sp.

aos conidios. A macromorfologia pela cor da colénia e a micromorfologia colonial
pela disposicdo de suas métulas e fidlides confirmam a espécie (Figura 9). As espécies
agentes mais frequentes de aspergilose humana sao A. niger, A. fumigatus e A. flavus.

Imunologia

A imunologia ¢ de fundamental importincia para confirmar os casos de asper-
giloma e aspergilose imunoalérgicas. Nos outros casos de aspergilose, os resultados

A, furnigatus A, niger A flavus A. versicolor

A ridulans A. glaucus A, terreus A clavahs

Figura 9 Micromorfologia do Aspergillus sp.
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geralmente sio negativos ou positivam tardiamente. Sao utilizadas as técnicas de imu-
nodifusdo, contraimunoeletroforese, ELISA e outras.

Tratamento

Dependendo da forma clinica, as condutas terapéuticas variam desde tratamentos
topicos, sistémicos e procedimentos cirdrgicos. Os antifingicos que tém sido indica-
dos sdo anfotericina B, 5-fluorocitosina, itraconazol, nistatina, cetoconazol ou outros.

Nas aspergiloses imunoalérgicas e nas micotoxicoses, o tratamento inclui a remo-
¢do dos fatores predisponentes e uma terapéutica especifica.

PENICILOSE

Consideracdes gerais

O agente Penicillium sp. é encontrado amplamente espalhado na natureza. Exis-
tem vdrias espécies do género que podem gerar infec¢des no homem e em animais,
bem como a produgdo de toxinas gerar micotoxicoses, otites, sinusites, ceratites, in-
feccOes urindrias e pulmonares, quadros alérgicos e outros. Atualmente, o P. marneffei
tem sido o mais patogénico do género para homem e animais. Fungo dimérfico, foi
isolado primeiramente em 1955 em ratos (Rhizomys sinensis) no sul do Vietna. A par-
tir dai foram isolados casos em individuos imunodeprimidos ou ndo, ap6s retorna-
rem de paises do sudeste asidtico ou que mantiveram contato acidental com o fungo.

As manifestagoes clinicas da infec¢do pelo P. marneffei entre ambos HIV-positivo
e negativo incluem febre, tosse cronica, infiltrado pulmonar, linfadenopatia generali-
zada, septicemia, anemia, hepato e esplenomegalias, perda de peso, diarreia e leses
de pele. Nas lesoes de pele, podem ser confundidas com outras lesoes associadas a
tuberculose, molusco contagioso, criptococose e histoplasmose.

No diagnostico laboratorial deve ser diferenciado do Histoplasma capsulatum por
serem ambos parasitas intracelulares. O P. marneffei se reproduz por brotamento fis-
sdo e apresenta um simples septo transverso. A pesquisa de anticorpos fluorescentes
especificos ou anticorpo monoclonal para o P. marneffei pode ser usada como diag-
nostico dos tecidos. A cultura é o diagndstico definitivo na qual pode ser distinguido
de outras espécies de Penicillium.

O diagnostico de doenga é confirmado com a presenca de células leveduriformes
nos cortes de tecido. As culturas devem ser obtidas a partir do fragmento de tecido.
No diagndstico cultural de escarro, lavado brénquico ou secrecdo é necessdria confir-
magao, pois poderd ser apenas contaminagdo dos esporos do ar.
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Diagnéstico laboratorial

O diagndstico laboratorial envolve a confirmagio das espécies do Penicillium sp.
e da espécie dimorfica o P. marneffei.

Penicillium sp.

Exame direto
O exame direto com KOH 10-40% ou em ldmina corada para o histopatolégico
apresenta hifas hialinas septadas no material biolégico ou nos tecidos.

Cultura

Em dgar Sabouraud dextrose sem ciclo-heximida cresce colnia filamentosa ave-
ludada, branca inicialmente, passando a esverdeada.

Na micromorfologia, sio observadas hifas septadas com conidioforo perpendi-
cular que se subdividem em ramos seguidos de métulas e fidlides em forma de pincel
e formagdo de conidios (Figura 10).

Penicillium marneffe

Exame direto
Por ser um fungo dimérfico, no exame direto do material biolégico ou no histo-
patologico sdo observadas células leveduriformes no interior de histidcitos.

Figura 10 Micromorfologia do Peniciffium sp.
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Cultura

Em dgar Sabouraud dextrose sem ciclo-heximida. Quando incubado a tempera-
tura entre 25 e 30°C, as colonias sdo filamentosas cinzentas com pigmento avermelha-
do, tornando-se posteriormente azul-esverdeadas. Na temperatura entre 35 e 37°C,
cresce uma coldnia leveduriforme de branca a creme (Figura 11).

Na micromorfologia da col6nia filamentosa, as estruturas de identificacao sdo do
género. Na colénia leveduriforme, observam-se células leveduriformes, ovais, que se
multiplicam por brotamento fissdo.

25%C 3

Figura 11 Micromorfologia colonial do P marneffei.

Tratamento

Dependendo da forma clinica, as condutas terapéuticas variam desde tratamen-
tos topicos e sistémicos a procedimentos cirirgicos. O tratamento com antifiingicos
¢ feito com itraconazol, cetoconazol, 5-fluorocitosina ou outros que sejam sensiveis
in vitro. O Penicillium sp. ¢ moderadamente sensivel a anfotericina B e geralmente
resistente ao fluconazol.

FUSARIOSE

Consideragoes gerais

As espécies desse género representam um emergente grupo de fungos hialinos que
causam graves infeccdes respiratorias e disseminadas em pacientes imunocomprome-
tidos. Fusarium representa hoje nas estatisticas de diversos paises o segundo fungo
filamentoso patogénico mais comum ao homem, vindo logo apés o género Aspergillus.
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Caracterizado por macroconideos em forma de canoa, E solani, E oxysporum e
E. moniliforme sdo as espécies emergentes do género, relacionadas antes na literatura
apenas como perigosos agentes produtores de micotoxinas. Autores associam a emer-
géncia desse género com a pressio seletiva dos agrotdxicos antifiingicos usados no
controle da contaminacdo dessas espécies nos diferentes cultivares de habitat deste
género, especialmente pela poderosa agio mutagénica desses agentes téxicos. E im-
portante salientar que o reino Fungi contempla microrganismos eucariéticos, com
longas sequéncias de genes repetitivos, o que aumenta a probabilidade da mutagéo e
expressao de fatores de viruléncia.

A integridade da resposta imune inata do individuo é fundamental para a defesa
natural a esses patégenos. Os macroéfagos alveolares, principalmente em locais de alta
concentracdo de poeira e umidade, sdo fundamentais na protecido da acdo coloniza-
dora e reprodutiva dos esporos desse género. Nos individuos imunocomprometidos,
a neutropenia é sempre um fator critico, principalmente se o paciente estiver sendo
submetido a terapia com doses elevadas de corticosteroides. Assim como os patoge-
nos do género Aspergillus, este organismo € altamente angioinvasivo e conduz rapida-
mente para quadro de infarto hemorragico do pulmio.

A porta de entrada do Fusarium spp. € o trato respiratorio superior, embora haja
relatos de casos com infec¢do por contaminacdo por biofilme em cateter. Essas portas
de entrada podem conduzir a disseminacio do fungo, gerando fungemia. O exame
clinico, no paciente com suspeita de pneumonia por Fusarium, pode encontrar lesdes
cutineas em forma de nédulo, como consequéncia da infecg¢do tecidual disseminada.
Biopsia dessas lesoes pode revelar extensiva necrose ao redor dos elementos fliingicos
com hifas caracteristicamente hialinas e com ramificagdo em dngulo de 90°. Pesqui-
sando a fisiologia de isolados oriundos dessas lesdes, detecta-se forte expressao de fa-
tores de viruléncia enzimdticos. A cultura do sangue nesse cendrio somente € positiva
na metade dos casos, o que aumenta a possibilidade de diagndstico erroneo e fatal nos
quadros sistémicos da doenca.

O tratamento das disseminadas fusarioses ¢ ainda desapontador, resultando em
alta taxa de morbimortalidade. A fusariose é frequentemente resistente aos antiftingi-
cos disponiveis, com progressio da infec¢io mesmo durante a terapia empirica com
anfotericina B. A recuperagio do quadro neutropénico em pacientes imunossuprimi-
dos é essencial para a sobrevivéncia, no entanto, pode nio ser suficiente.

Manifestacoes clinicas

A ceratite é a forma mais frequente de fusariose e ocorre entre jovens com hist-
ria de traumatismo acidental da cornea.
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Nas micetomas, cerca de 25% sdo causadas pelas trés espécies mais frequentes do
Fusarium sp.

As onicomicoses por Fusarium sp. sdo raras e se manifestam como pontos bran-
cos e pequenos na superficie da unha, denominada onicomicose superficial branca. O
agente mais frequente € o E oxysporum.

Em pele queimada e ulcerada, esse género tem sido descrito como o terceiro mais
frequente depois da Candida albicans e do Aspergillus sp.

Nos casos de fusariose disseminada, ¢ um problema grave que na maioria das
vezes se torna fatal. As espécies de Fusarium apresentam a caracteristica de invadir
vasos e provocar trombose e necrose. Durante a disseminagdo hematogénica virios
drgdos sdo atingidos, como pulmdes, rins, olhos, figado e bago.

Diagnéstico laboratorial

Na fusariose, também devem ser considerados os diagnosticos clinico, micolégi-
co e histopatolégico.

Exame direto

No exame direto do material biolégico com KOH entre 10-40% e em esfrega-
¢os ou cortes histologicos corados com PAS, HE, GMS, sdo observadas hifas hialinas
septadas, algumas vezes irregulares e ramificagbes em angulo de 45°, o que lembra a
estrutura do Aspergillus sp.

Cultura

Em agar Sabouraud dextrose sem ciclo-heximida, sao observadas colonias fila-
mentosas brancas e no verso apresentam pigmento réseo, cinza ou violeta.

Na micromorfologia, sdo observadas fidlides perpendiculares aos filamentos fin-
gicos e macrocofialoconidios septados fusiformes e afilados em forma de meia lua ou
canoa. Os microfialoconidios sdo ovoides ou cilindricos, sem septos e unicelulares
(Figura 12).

Tratamento

As condutas terapéuticas variam desde tratamentos topicos, sistémicos e proce-
dimentos cirturgicos, dependendo da forma clinica. Sao usados anfotericina B, clotri-
mazol, fluconazol e outros.



122 Micologia no Laboratério Clinico

Figura 12 Micromorfologia colonial do Fusarium sp. (Veja a imagem colorida no miniatlas ao final do
livra.)

ACREMONIOSE

Consideracdes gerais

Acremonium spp. sao fungos hialinos que, quando crescem em cultura, produ-
zem pequenos conidios sobre fidlides delgadas, lembrando o inicial crescimento do
Fusarium spp. Apds a incubagdo, entretanto, ndo revelam caracteristicas macroco-
nidiais observadas em isolados de Fusarium spp. O Acremonium causa espectro de
infecgdes que vio desde micoses cutidneas até infec¢do disseminada. O trato respira-
tério inferior (TRI) e o TGI sdo as portas de entrada desse patogeno emergente em
individuos imunocomprometidos. As lesdes cutineas podem desenvolver-se durante
quadro de fungemia e de disseminacao da doenca. A resposta a terapia com anfote-
ricina B é variada, sugerindo resisténcia adquirida do Acremonium a esse fairmaco. A
alternativa terapéutica nesses casos pode ser os antifiingicos triazolicos.

A espécie mais frequente € o A recifei, encontrado principalmente no solo, nas
plantas e nos esgotos. Pode ser agente de micetomas, ceratites, fungemias, onicomi-
coses e outros casos de hialo-hifomicoses.

As manifestagdes clinicas incluem granuloma, meningite, endocardite, artrite, le-
sdo subcutdnea e infiltrado pulmonar difuso em doenga granulomatosa cronica.

Diagnostico laboratorial

Também devem ser considerados os diagndsticos clinico, micoldgico e histopa-
tologico.
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Exame direto

Sem valor diagndstico.

Cultura

Em dgar Sabouraud dextrose sem ciclo-heximida, a colonia apresenta-se filamen-
tosa de cor creme, cinza, rosea ou marrom.

Na micromorfologia, as hifas sao septadas, hialinas e paredes finas. Surgem fia-
lides perpendiculares com comprimentos varidveis e base mais larga que o dpice. So-
bre as fidlides podem ser observados grupamentos de conidios ovais, mais ou menos
alongados em forma de “salsicha’, em grupos pela presenca de substancia mucoide.
Clamidoconidios intercalares e terminais nas hifas podem estar presentes.

Tratamento

Dependendo da forma clinica, as condutas terapéuticas variam desde tratamen-
tos topicos, sistémicos e procedimentos cirargicos. Sao usados anfotericina B, cetoco-
nazol, itraconazol e outros com cura na maioria dos casos.

FEO-HIFOMICOSE

Consideracgdes gerais

Termo introduzido por Ajello et al., em 1974, engloba um grupo de fungos da
familia Dematiaceae denominados demadcios, presentes no solo e em vegetais. A de-
nominagdo feo-hifomicose corresponde a toda infecgio fingica causada por fungos
demaceos, com excecdo da cromomicose. Os agentes sdo patogenos em individuos
sadios e imunocomprometidos. A doenga pode ocorrer também em animais. Esses
fungos podem causar, além da feo-hifomicoses, também micetomas eumicéticos.

Os fungos dematidceos septados representam um grupo de fungos patogénicos
com pigmentos de melanina dentro da parede celular. Entre os potencialmente pa-
togénicos ao homem destacam-se Pseudallescheria boydii, Scedosporium prolificans
(Scedosporium inflatum), Bipolaris spp., Cladophialophora bantiana (Cladosporium
bantianum), Dactylaria gallopava, Alternaria spp. e Curvularia spp.

Cada vez mais reconhecido como patdgeno, esse grupo de fungos é associado
a quadros de pneumonia, sinusites e infeccdes sistémicas em pacientes imunocom-
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prometidos. Estudos clinicos e experimentais em laboratério demonstram que esses
microrganismos possuem crescente predisposi¢do para infeccdes do SNC.

Sdo caracterizados por conter parede celular com pigmento melanico de cor mar-
rom a amarelo e colénias pretas a marrom. Conforme a localizagdo, manifestam-se
clinicamente nas formas superficiais, cutineas e subcutineas por implantagao trau-
mdtica ou evoluem para sistémicas.

Sao varios os fungos responséveis pela feo-hifomicose, sendo oportunistas, cos-
mopolitas e encontrados principalmente na zona rural. Os fungos demdceos mais fre-
quentemente envolvidos em feo-hifomicoses sdo Cladosporium bantianum, Wangiella
dermatitidis, Exophiala jeanselmei, Phialophora richardsiae, Scytalidium lignicola,
Phoma sp., Curvularia geniculata, Alternaria sp., Bipolaris hawaiiensis, Hendersonula
toruloidea e outros.

Outros fungos dematidceos também merecem ser destacados. Ramichloridium
obovoideum e R. mackenziei possuem esporadicos relatos associados também a sinu-
sites e infecgoes do SNC, entretanto, em pacientes convalescentes pos-transplantes
de orgaos sdlidos ou medula. Outro patégeno esporadico, mas também considerado
emergente, é a Wangiella (Exophiala) dermatitidis, convencionalmente identificada
em culturas apenas como um fungo dematidceo. E um tipico fungo filamentoso de-
mdceo que desenvolve hifas nos tecidos infectados, principalmente nas infec¢des do
SNC. E relatada resisténcia adquirida a diversos agentes antifiingicos.

Manifestacoes clinicas

A feo-hifomicose se manifesta de forma variavel, dependendo do sitio anatémico
acometido, a espécie flingica envolvida e o estado imunolégico do individuo. A partir
desses achados a doenga pode se apresentar como uma micose superficial, subcutinea
ou sistémica.

A feo-hifomicose superficial caracteriza-se pelas formas clinicas que envolvem
o extrato corneo da pele, pelos e unhas. Clinicamente sdo semelhantes as dermatofi-
toses.

A forma subcutinea é a mais comum e caracteriza-se pela evolucio cronica, de
inicio por traumatismo, que inocula o fungo deméceo. No local da inoculacio, sur-
gem nodulos com secregdo serossanguinolenta ou seropurulenta. Os nodulos sao de
consisténcia mole, nao aderidos a pele, flutuantes e envolvidos por uma cépsula. Esses
nédulos podem ulcerar espontaneamente e drenar secrecio rica em hifas demédceas.

A feo-hifomicose sistémica € a forma clinica mais rara, encontrada em pacientes
imunocomprometidos, como diabéticos, leucémicos e outros. A doenca se instala a
partir da inalacdo dos elementos flingicos infectantes e por disseminacio hematogé-



QOutras micoses 125

nica atinge orgdos, especialmente o cérebro e outros, como coragdo, intestino, figado,
baco, rins. A forma cerebral geralmente é acometida pelo fungo Cladosporium ban-
tianum (Xylohypha batiana).

Diagnéstico laboratorial

O exame direto, a cultura e o histopatolégico sdo essenciais para o diagnéstico.

Exame direto

Ao exame direto com KOH 10-40% de qualquer material biol6gico sdo observa-
das hifas demdiceas com aspecto toruloide.

No exame histopatologico, as coloragoes mais utilizadas sdo a HE ou PAS para
procurar a pigmentacao castanha das hifas. A coloragéo prata ndo permite visualiza-
¢do, mascarando, portanto, a presen¢a de fungos demaéceos.

Cultura

Cresce bem em dgar Sabouraud dextrose sem ciclo-heximida, entre 25 e 30°C, em

periodo de 5 a 30 dias. O fungo Xylohypha batiana suporta bem temperatura de até 42
a 43°C. As macro e micromorfologias coloniais fornecem o diagnéstico.

Tratamento

O tratamento depende da localizagao da doenga e do fungo envolvido. A tera-
péutica antifingica varia de uso tépico, oral, intravenoso e outros. Em algumas apre-
sentagoes clinicas, o tratamento cirtirgico € a opgao de escolha. Os antifiingicos mais
usados sdao anfotericina B, 5-fluocitosina, itraconazol e fluconazol.

PNEUMOCISTOSE

Consideracdes gerais

O agente da pneumocistose, o Pneumocystis jiroveci, foi descrito como agente de
infec¢do humana em 1952. Microrganismo extracelular que se desenvolve nos alvé-
olos pulmonares de animais domésticos e vertebrados selvagens, € o agente causador
de pneumonia em prematuros e criancas desnutridas. Tem distribui¢do universal com
facilidade de transmissdo e acentuado tropismo pulmonar.
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E adquirido no ambiente por inalagio, causando pneumocistose pulmonar. Cerca
de 75% das criancas sadias, nos primeiros anos de vida, apresentam titulos de anticor-
pos detectdveis para o P, jiroveci. A infecgiio primdria é assintomadtica ou subclinica
no individuo imunocompetente. Permanece latente em lesdes granulomatosas. Na
alteracdo do sistema imunologico, pode manifestar-se como pneumonia ou disse-
minacdo. Tem alta frequéncia em pacientes com Aids. Além da forma pulmonar ou
disseminada, o P. jiroveci também pode provocar lesdes cutdneas, coriorretinites e
processos perirretais.

O género contém uma espécie com variagoes genotipicas e fenotipicas na estru-
tura antigénica, sugerindo a existéncia de espécies ou cepas diferentes. Acomete, de
forma esporddica, individuos HIV negativos que apresentem algum tipo de imunode-
ficiéncia, como transplante, uso de drogas imunossupressoras ou outros. Casos raros
ocorrem em individuos imunocompetentes. Em criangas, ocorre em prematuros ou
mal nutridos, de forma epidémica.

Diagnéstico laboratorial
Exame direto

O exame direto é o método de diagndstico definitivo para o P, jiroveci, porque nio
ha possibilidade de cultivo do fungo. Sédo usadas coloragdes como prata, giemsa, Pa-
panicolaou e outros. O material bioldgico usado para o diagnéstico pode ser biopsia,
escarro, lavado broncoalveolar (LBA), escovados ou outros.

As técnicas de diagndstico para o P, jiroveci ainda apresentam pouca sensibilidade
e especificidade. Recentemente, técnicas que utilizam anticorpos monoclonais como
a PCR, as que pesquisam dcidos nucleicos e a genotipagem tém sido utilizadas na bus-
ca de melhores resultados que as coloragées convencionais. Porém, a especificidade
diagndstica ainda necessita de melhoras.

Tratamento

Como o fungo ndo apresenta ergosterol na membrana celular, o uso de antiftiin-
gicos é inadequado. O tratamento de escolha tem sido o sulfametoxazol-trimetoprim,
também usado como profilaxia em pacientes que recebem transplantes ou terapia
antineoplasica.

Qutras drogas sdo utilizadas como segunda alternativa, a pentamidina ou a dap-
sona e como terceira escolha a clindamicina e primaquina.
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Prognaostico

Nos pacientes nio tratados, a mortalidade atinge 100% e em pacientes tratados
em torno de 15%.

Para diminuir a incidéncia de pneumocistose, tem-se usado a quimioprofilaxia
para prevenir a doenga, isto se deve ao alto indice de mortalidade.

Nos pacientes imunodeprimidos que nao apresentam a doenca, deve-se evitar o
contato com os portadores da micose, pois o fungo ja foi detectado no ar exalado por
pacientes com pneumocistose.

FUNGOS EMERGENTES

ConsideracOes gerais

Os fungos patogénicos representam hoje uma importante causa de morbimorta-
lidade em pacientes com imunodeficiéncias primaria e adquirida. Vérios agentes fiin-
gicos patogénicos estio com os mecanismos de viruléncia muito bem compreendidos
na atualidade, auxiliando no entendimento do desenvolvimento dos processos infec-
ciosos, principalmente os invasivos. Candida albicans, por exemplo, é o mais comum
agente causal da infecgdo fingica nosocomial disseminada; Aspergillus fumigatus, por
sua vez, 0 mais comum agente associado a pneumonia fiingica nosocomial; e, por fim,
Cryptococcus neoformans, hoje o trivial agente causal da meningite em HIV-positivos.

Entretanto, a partir dos anos de 1990 observou-se crescente aumento de casos de
micoses por fungos néo relacionados como patogénicos, mas somente como saprofiticos.
Esses agentes mais comumente representados por leveduras de Candida nao albicans e
mais raramente por fungos filamentosos, como Fusarium spp., zigomicetos e fungos de-
matidceos, sdo hoje os principais responsaveis pela incerteza no sucesso da terapéutica em
infecgdes fingicas invasivas ou disseminadas. O padréo futuro de patégenos emergentes
ainda é incerto, ja que o uso descontrolado de antifiingicos para fins terapéuticos ou como
agrotdxicos vem proporcionando seletiva pressao de fungos antes inécuos ao homem.

Rhodotorula sp.

Consideracoes gerais

Rhodotorula rubra e R. glutinis sdo as espécies mais isoladas em material bioldgi-
co, como pele, urina, fezes e escarro. Rhodotorula sp. é uma levedura presente no solo,
na dgua, no ar, em suco de frutas e outros.
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Os imunodeprimidos sdo os mais atingidos, podendo haver dissemina¢io com
manifestagées de fungemia, endocardite, meningite e peritonite. O uso de cateter ve-
noso ou outros procedimentos invasivos sdo fatores de risco para a infec¢éo.

Diagnéstico laboratorial

Exame direto

Ao exame direto do material clinico com tinta da China (nanquim) sdo observa-
das células esféricas alongadas, brotamento simples, rodeadas por cdpsula que podem
ser confundidas com C. neoformans.

Cultura

A cultura em dgar Sabouraud dextrose com cloranfenicol e sem ciclo-heximida
em 48 a 72 horas, a temperatura entre 32 e 35°C contribui para o diagnéstico. As co-
l6nias apresentam cor vermelho-coral e mucoide.

Como teste confirmatorio, a assimilagiao de carboidratos e a redugio do nitrato
ajudam no diagnastico definitivo.

Tratamento

O rdpido diagnéstico, a retirada do cateter e o uso do 5-fluorocitosina séo as al-
ternativas mais eficientes no manejo da infecgio por Rhodotorula sp.

Trichosporon spp.

O Trichosporon spp., fungo patogénico emergente, pode causar infecgio sistémica
oportunista fatal em pacientes imunocomprometidos. A mortalidade associada a fungo
leveduriforme alcangou quase 80% no fim da década de 1980. Desde entio, o prognos-
tico para a infecgdo com esse agente oportunista tem melhorado muito, alcangando
hoje aproximadamente 80% de sobrevivéncia, gragas aos avangos no conhecimento
quanto ao diagnostico, ao tratamento e a prevencio. As espécies dessa levedura apre-
sentam elevada resisténcia 4 anfotericina B, sendo caracterizadas hoje como importante
modelo para a compreensio da resisténcia aos antibiéticos poliénicos pelas leveduras.

Trichosporon spp. sdo caracterizados pela presenca de hifas, pseudo-hifas, blas-
toconidios e artroconidios, bem como sdo bioquimicamente distintos de outras leve-
duras conhecidas. Nos tltimos anos, apds o advento da taxonomia genética sobre os
microrganismos, diversas reclassificagdes ocorreram nesse género, sendo atualmente
extinta a espécie T. beigelii, um importante patégeno superficial no Brasil, que se sub-
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dividiu em seis espécies (T. ovoides, T. inkin, T. asahii, T. asteroides, T. cutaneum e T.
mucoides). Trichosporon asahii com T. inkin sdo as espécies encontradas com mais
frequéncia nas micoses superficiais de pelos, também denominadas piedra branca.

Na regido asidtica, ambas as espécies também tém sido caracterizadas como a
causa da hipersensibilidade do tipo verdo, raramente diagnosticada no Brasil em vir-
tude da confusdo do diagndstico empirico pelos clinicos. No entanto, apesar deste
espectro aparentemente indcuo para doencas em humanos, Trichosporon tem como
consequéncia infec¢des com efeitos devastadores em pacientes neutropénicos e imu-
nocomprometidos.

Tricosporonose disseminada ocorre em pacientes de alto risco, em especial aque-
les com neutropenia e ruptura da mucosa, devidas & quimioterapia citotoxica. As
usuais portas de entrada sdo o TGI e os cateteres vasculares; entretanto, aspiracio
dos blastoconidios pode também ocorrer e conduzir para quadro de broncopneu-
monia tricosporondtica. A partir dessas portas de entrada, o microrganismo pode
disseminar-se amplamente pelo organismo do hospedeiro, resultando em caracte-
ristica infecgdo sistémica, incluindo fungemia, faléncia renal, infiltracdio pulmonar,
lesdes cutdneas multiplas e retinite. Se o paciente encontra-se em avancado quadro de
neutropenia, hd grande probabilidade de tricosporonose hepatica cronica.

Dada a estreita relacdo taxondémica com Cryptococcus neoformans e C. gattii, os
patégenos do género Trichosporon expressam aumentadamente um antigeno que rea-
ge com a glucuronoxilomanana (GXM) em fungemias, quando em comparagio com
isolados ambientais. Esse antigeno demonstrou ser também capaz de suprimir a fago-
citose, particularmente na populacdo de mondcitos, contribuindo para o fenémeno
de persisténcia da fungemia, mesmo apés o tratamento com anfotericina B e mesmo
que os isolados sejam suscetiveis em testes in vitro.

Paecilomyces spp.

Paecilomyces spp. (Figura 13) sio também fungos hialinos que podem causar
infeccoes emergentes em pacientes imunocomprometidos. Essas infecgbes podem
manifestar-se como fungemias, micoses subcutineas e do TRI. As principais portas
de entrada no organismo sdo o proprio trato respiratério superior (TRS) e a pele, por
traumatismos, caracterizando uma micose subcutinea oportunista. P lilacinus é o
principal representante emergente do género.

E importante salientar que nos quadros de suspeita de fungemia, durante o iso-
lamento desse género, bem como de Fusarium spp. e Acremonium spp., deve ser
descartada a hipdtese de contaminacdo da amostra pelo ambiente, por causa da alta
concentra¢io de esporos aéreos desses tipicos representantes dos fungos anemofilos.
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Figura 13 Micromorfologia do Paecifomyces sp.

Diferentemente dos representantes do género Aspergillus, quando Fusarium, Pae-
cilomyces e Acremonium invadem os tecidos, nao ocorre somente a produgéo de hifas,
mas também peculiares estruturas macroconidiais, que facilmente alcancam a circu-
lacdo dos tecidos, disseminando-se pelo organismo. A Ginica excegao a essa regra € o
A. terreus, a emergente espécie das aspergiloses invasivas.

Algumas espécies de Paecilomyces, tais como P, lilacinus, podem ser resistentes in
vitro e in vivo para anfotericina B, fluconazol e itraconazol.

Trichoderma spp.

Género fungico até entao considerado de baixa patogenicidade, recentemente va-
rios centros de pesquisa distribuidos mundialmente tém relatado infec¢bes devidas
principalmente ao Trichoderma longibrachiatum. Embora esse género seja compos-
to por numerosas espécies, recentes estudos taxonémicos com o auxilio da biologia
molecular indicam que todas as infecgdes em humanos sdo causadas pela espécie T.
longibrachiatum. Essa particular especificidade ¢ também observada em outros fun-
gos filamentosos hialinos oportunistas, como o Penicillium marneffei, a inica espécie
patogénica do género Penicillium. Paecilomyces lilacinus e P. variotii representam hoje
as duas 1inicas espécies patogénicas do género Paecilomyces.

O T. longibrachiatum tem sido reportado como agente de micoses sistémicas e
subcutineas em pacientes com imunodeficiéncias primarias e secunddrias. Nas lesdes
teciduais, o fungo aparece como um emaranhado de hifas hialinas no corte tecidual.
A falha na suscetibilidade desse agente a quimioterapia antifiingica condiz com as
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elevadas concentragdes inibitérias minimas para os antifiingicos convencionais nos
testes in vitro, incluindo anfotericina B, fluconazol e itraconazol.

Bipolaris spp.

Sao reconhecidos como os mais comuns agentes da sinusite feo-hifomicética, que

tradicionalmente é resistente a anfotericina B. Recentes publicacdes indicam que o
itraconazol possui boa atividade nesses quadros, sem nenhum relato de resisténcia.
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Capitulo 9

Micetomas

EUMICETOMAS E ACTINOMICETOMAS

ConsideracOes gerais

Infec¢ao cronica de tecidos cutineos e subcutineos, resultante da implantagiao
direta do agente na regiao do membro afetado.

Caracteriza-se pelo aumento de volume da regido ou membro atingido pelo apa-
recimento de nddulos, que progridem até haver a formacao de fistula e drenagem
de secre¢do sanguinolenta e seropurulenta contendo grios do agente. Os grios sio
microcoldnias do agente infeccioso e apresentam cor amarela, vermelha, branca ou
preta. Os micetomas tém origem bacteriana, os actinomicetos, ou por fungos fila-
mentosos hialinos ou deméceos. Quando o micetoma for formado por actinomicetos
serd denominado micetoma actinomicético ou actinomicetoma e quando formado
por fungns, micetomas eumicotico ou eumicetoma. Geralmente, ocorre nos pés e nas
maos. A doenca resulta de traumatismo pela implantagio dos microrganismos do
solo para o tecido.

Os eumicetomas estdo mais presentes em regides tropicais e subtropicais, e os ac-
tinomicetomas sdo mais cosmopolitas. A maioria dos casos acomete individuos entre
20 e 50 anos de idade, sendo raros em criancas e idosos. Ndo h4 relatos de transmissio
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de homem para homem nem de homem para animal ou vice-versa. Os micetomas,
quando ndo tratados adequadamente, progridem lentamente e em casos excepcionais
podem chegar & invalidez parcial ou total e ao 6bito.

Os micetomas eumicoticos sdo formados por griaos brancos produzidos por fun-
gos filamentosos hialinos ou grios negros dos fungos demdceos. Os fungos mais en-
volvidos na causa de graos brancos sido Aspergillus nidulans, Acremonium falciforme,
Fusarium moniliforme e outros. Os graos negros sdo formados principalmente pe-
los fungos demaceos Madurella micetomatis, Madurella grisea, Exophiala jeanselmei,
Leptosphaeria senegalensis e Curvularia lunata.

Os micetomas actinomicéticos causados por bactérias, os actinomicetos, pro-
duzem graos que podem ser agrupados em brancos ou amarelos e em vermelhos e
pretos. Os graos brancos ou amarelos sdo produzidos pelos actinomicetos, mais fre-
quentemente Actinomadura madurae, Streptomyces somaliensis, Nocardia brasiliensis,
Nocardia asteroides e Nocardia caviae e os produtores de graos vermelhos e pretos
mais frequentes sio Actinomadura pelletieri e o Streptomyces paraguayensis.

Os actinomicetos sdo bactérias gram-positivas e filamentosas sendo encontradas
no ambiente e sdo exdgenas e aerdbias pertencendo aos géneros Nocardia, Actinoma-
dura e Streptomyces. As espécies do género Nocardia sio moderadamente acidorresis-
tentes & coloracio de Kinyoun ou Ziehl-Neelsen modificada, ao passo que os géneros
Actinomadura e Streptomyces ndo apresentam essa caracteristica.

Manifestacoes clinicas

Os micetomas eumicoticos sdo infecgdes podais, excepcionalmente em outras
regioes do corpo. A maioria se apresenta na forma de lesoes localizadas, simples ou
multiplas, com tumefa¢io deformante, aspecto elefantidsico fistulizadas, duras a pal-
pac¢do, pouco doloridas e drenam secrecao serossanguinolenta.

Os actinomicetomas ndo atingem somente as regides podais, também outros lo-
cais, como bragos, pernas e ossos, Clinicamente, os dois tipos de micetomas sdo pra-
ticamente impossiveis de serem diferenciados, necessitando do diagndstico laborato-
rial por meio de exames direto e histopatologico. A identificagio do microrganismo
s € possivel por cultura e provas bioquimicas.

Diagnoéstico laboratorial

O diagndstico de um micetoma ¢ feito pela observagdo clinica e pelos exames
micoldgico e histopatologico.
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Exame direto

O diagnostico inicia-se com a coleta do material bioldgico através de swab em
que haja secrecdo espontinea. Em lesoes ainda fechadas, sdo realizadas puncdes para
se obter o grao visto na secrecao. Alternativa de coleta é a bidpsia em lesdes ainda
fechadas.

Os graos podem ser vistos em KOH 10-40%, em colora¢oes como HE, prata para
fungos e gram ou Ziehl-Neelsen, nos casos de bactérias.

Os exames macro € microscopico do grao ajudam na diferenciacido dos miceto-
mas. Quando o grio é formado por filamentos micelianos caracteriza a presenca de
fungo filamentoso. No entanto, quando o grao é formado por estruturas filamentosas
finas é sugestivo de bactéria filamentosa, os actinomicetos (Figura 1).

Cultura

A semeadura dos graos € realizada em meios de cultura conforme a suspeita ob-
servada no exame direto do grio.

Quando o grdo € formado por fungo, o material é semeado em agar Sabouraud
dextrose sem ciclo-heximida, incubados entre 25 e 30°C. A identificacdo é feita me-
diante a descri¢do do grio e complementada com morfologias macro e microscopicas
da coldnia. Crescimento em trés a quatro semanas.

Se o grio for formado por bactérias, a semeadura é realizada em meios de cultura
para identificagdo bacteriana. Temperatura entre 35 e 37°C e provas bioquimicas.

Figura1 Exame direto do gréo.
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Tratamento

O tratamento cirtrgico € a primeira opgiao recomendada, pois a reagio tecidual
do hospedeiro e a fibrose dificultam a agio da droga na concentragio adequada.

A associagdo da cirurgia com exerese total da lesdo e o tratamento clinico au-
mentam o indice de cura. Nos casos de actinomicetoma, é recomendado o uso de an-
timicrobianos, como o sulfametoxazol-trimetoprim, rifampicina e tetraciclina. Para
os eumicetomas sdo usadas as drogas antifiingicas, como cetoconazol e miconazol,

PSEUDOMICETOMA

Consideracdes gerais

Séo micetomas causados por dermatofitos, como Trichophyton mentagrophytes, T.
verrucosum, T. violaceum, T. tonsurans, Microsporum canis, M. audouinii, M. ferrugineum
e outros. Apresentam reacio eosinofilica periférica caracteristica da reagdo de Splendore-
-Hoeppli. O micélio apresenta, no grio, pequenas quantidades sem formar o entrelacamen-
to compacto dos graos dos eumicetomas. Sdo, portanto, graos moles e lobulados. A reagao
tecidual é eritematosa, descamativa, supurada e crostosa, raramente com granuloma.

Excepcionalmente, os dermatoéfitos invadem as camadas profundas ndo querati-
nizadas da pele. Quando isso ocorre, formam-se abscessos ou reagdo granulomatosa.

Diagnostico laboratorial

Exame direto

Os graos sao observados em material biolégico como cortes histologicos, interior
do extrato cérneo e do foliculo piloso na forma de hifas ou cadeias de artrésporos. As
coloracdes usadas podem ser a hematoxilina-eosina ou outras especiais para fungos.

Cultura

Identificacdo do dermatofito conforme rotina ja preconizada.

Tratamento

Tratamento cirdrgico conservador, mutilante ou debridamento, associado a an-
tifingico.
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BOTRIOMICOSE

Consideracoes gerais

Infec¢do bacteriana crdnica que se localiza no tecido subcutineo e na pele do
homem e de animais. A disseminacdo pode ocorrer em imunocomprometidos.

Os agentes da botriomicose sdo bactérias nao filamentosas que formam graos.
Sio agentes etiologicos Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aerugi-
nosa, Streptococcus sp., Proteus sp. e outros. O griao apresenta consisténcia mole, cor
branco-amarelada com cerca de 1 mm de tamanho. Produz a reacdo imunolégica de
Splendore-Hoeppli. Manifesta-se com reacdo inflamatéria purulenta com presenca de
neutroéfilos, linfécitos, eosindfilos, plasmdcitos, fibroblastos e histidcitos.

Diagndéstico laboratorial

Exame direto

Os graos botriomicéticos sdo indistinguiveis dos actinomicdticos, as bactérias
nido sdo visualizadas no interior do grio quando corado pela hematoxilina-eosina,

Gridley ou PAS. Coloragdes como Brown-Brenn ou giemsa sdo usadas para visualiza-
¢do dos cocos e bacilos permitindo a diferenciacao com micetomas.

Cultura

As bactérias sao identificadas em meios de cultura bacteriologica e posterior
identificacdo com provas bioquimicas.

Tratamento

Tratamento cirtrgico, conservador, mutilante ou debridamento associado a tera-
pia antibiotica.

ACTINOMICETOS

No passado, os actinomicetos eram considerados fungos, porque podem formar
grios e micetomas actinomicéticos. Atualmente sdo classificadas como bactérias
gram-positivas filamentosas, tanto aerébios quanto anaerébios, e alguns sdo acidor-
resistentes. Os aerdbios sdo encontrados no ambiente, e os anaerébios, no TGI, abdo-
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minal e genital. Habitam as céries dentdrias e criptas amigdalianas, como comensais
no homem e em outros animais, e crescem entre 35 e 37°C.

Sdo actinomicetos clinicamente importantes os géneros Actinomyces, Nocardia,
Actinomadura, Streptomyces e Actinomadura.

Actinomicose

Consideracoes gerais

O Actinomyces sp., agente etiolégico da actinomicose, infec¢do anaerébia, com as
espécies A. israelii, A. viscosus, A. meyeri e A. odontolyticus. Essa infeccdo bacteriana
é endégena, cronica, de ocorréncia esporddica e ndo contagiosa. Ndo estd associada
a imunodepressio, mas a falta de higiene oral e ao uso de contraceptivo intrauterino,
o DIU. Esta presente na saliva, lavado brénquico, placas dentérias, amidalas e criptas
tonsilares. O agente mais comum no homem ¢é o A. israelii. A forma cervicofacial é
a mais frequente e raramente a intratoracica. Actinomicose em crianga é incomum.

As espécies de Actinomyces niao tém vida livre na natureza. Fazem parte da flora
residente na cavidade oral, TGI e genital feminino, incapazes de penetrar na mucosa
integra. O trauma inicial viabiliza a invasdo. As manifestagdes clinicas mais frequen-
tes sdo cervicofacial, tordcica e abdominal.

O diagnoéstico do Actinomyces geralmente é simples. O achado do Actinomyces,
principalmente A. israelii, em material biologico ndo é suficiente para o diagndstico
de doenca, € necessdria a confirmacéo clinica.

Diagnostico laboratorial

Exame direto

No exame direto corado pelo gram, aparecem como filamentos gram-positivos e
nio acidorresistentes ao método Ziehl-Neelsen modificado (Tabela 1).

O grdo, quando presente, € branco composto por entrelagado de filamentos finos,
com clavas na periferia, sem estrutura interna.

Cultura

Crescem bem entre 35 e 37°C, durante 24 a 48 horas, em condig¢des de anaerobio-
se. As colonias sdo diminutas, multiplas e de consisténcia dura.

Provas bioquimicas, como a fermentacdo dos aguicares, caracterizam e diferen-
ciam as espécies de Actinomyces sp.
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Tabela 1 Caracteristicas morfoldgicas do Nocardia versus Actinomyices

Coloracdo gram Coloracdo Ziehl-Neelsen modificada
Nocardia sp. Filamentos bacterianos gram-positivos Alcool acidorresistente
Actimomyces sp. Filamentos bacterianos gram pasitivos Alcool ndo acidorresistente

Tratamento

A droga de escolha para a actinomicose € a penicilina G.
Em mulheres com uso de DIU e com esfregacos positivos, mesmo assintomadticas,
sugere-se a remogdo do dispositivo.

Nocardiose

Consideracoes gerais

O agente Etinlé-gicn € a Nocardia com as espécies patogénicas N. asteroides, N.
farcinica, N. nova, N. brasiliensis, N, otitidiscaviarium e outras menos frequentes. Ha-
bitam o solo e sdo Actinomycetes aerébios. A nocardiose é uma infec¢io oportunista,
exdgena, sistémica com porta de entrada pelo pulmao ou a localizada por penetrar na
pele ou tecido subcutaneo por alguma forma de trauma, causando infecgdo subcuta-
nea e quando houver a formacao de grao determina o actinomicetoma. A nocardiose
¢ caracterizada pela infeccdo sem a formacio de graos e ndo é contagiosa. Podem
ser inalados, causando infec¢do viceral, permanecendo circunscrito ao pulmio ou se
espalhar via hematica a outros érgaos ou sistemas do organismo.

A nocardiose causa pneumonia e empiema, principalmente em individuos imu-
nocomprometidos. A coleta deve ser em condigoes adequadas para evitar contami-
nacdo do TRS.

Clinicamente, a nocardiose viceral ou sistémica se manifesta como pulmonar,
cerebral ou disseminada e a nocardiose subcutdnea sob a forma de micetoma acti-
nomicédtico, nocardiose linfocutineo ou nocardiose cutinea generalizada. A forma
pulmonar se confunde com a tuberculose.

Petrillo et al. (1978) relataram os dois primeiros casos de nocardiose pulmonar
humana no Brasil,

A Nocardia sp. € uma bactéria acidorresistente, aerdbia, filamentosa e nao é um
comensal normal no trato respiratério do homem, € encontrada no solo e vegetais. As
espécies de importéincia clinica sdo N. nova e N. farcinica, as quais formam o comple-
xo N. asteroides.
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Quando hd formagdo de graos estes sdo compostos por filamentos finos com cla-
vas na periferia e sem estrutura interna.

Diagnaéstico laboratorial

Exame direto

Ao exame direto corado pelo gram, aparecem filamentos bacterianos ramificados
gram-positivos e acidorresistentes quando corados pelo Ziehl-Neelsen modificado. O
contrario ocorre com os outros actinomicetos que também se apresentam no gram
como filamentos gram-positivos, porém nao sdo, ou sdo fracamente acidorresistentes
quando corados pelo Ziehl-Neelsen modificado.

E importante o diagnédstico diferencial com o bacilo da tuberculose por ser tam-
bém acidorresistente.

Cultura

Cresce bem entre 25 e 30°C em agar Sabouraud dextrose sem ciclo-heximida. A
colonia € leveduriforme, glabrosa com sulcos e dobras e/ou granulosa. A cor é geral-
mente laranja, mas pode variar de amarelo a rosa ou marrom, que se difunde no meio
de cultivo com “cheiro de terra molhada’, o reverso da coldnia é alaranjado.

Provas bioquimicas como a hidrélise da caseina, tirosina e xantina, crescimento
em gelatina 0,4%, identificam e diferenciam as espécies de Nocardia sp.

Tratamento

O tratamento de escolha ¢ o sulfametoxazol-trimetoprim. Em alguns casos de
abscessos, devem ser removidos cirurgicamente.

Rodococose

Consideracées gerais

A rodococose tem como agente o Rhodococcus sp. que € frequentemente con-
fundido com Nocardia e Mycobacterium por apresentar caracteristicas semelhantes
incluindo acidorresisténcia. As duas espécies mais frequentes sdo o R. equii e o R.
rhodochrous e sao considerados patdgenos emergentes. A infec¢ao tem como fator de-
sencadeante o contato com o ambiente. A via mais comum € a inalatéria, mas podem
ocorrer lesdes cutdneas a partir de contaminacio por ferimentos.
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A rodococose pode apresentar pneumonia, abscesso renal, hepitico, cerebral, os-
teomielite ou outros. Vem aumentando o nimero de casos em pacientes com Aids ou
em outros individuos imunodeprimidos.

O primeiro caso de rodococose na América Latina foi relatado por Severo et al,,
em 1981.

Diagnéstico laboratorial

Exame direto

A pesquisa direta de secre¢des e fragmentos de tecido € realizada com coloragdes
de gram, acidorresisténcia (Zihel-Neelsen ou Kinyoun) e os graos com hematoxilina-
-eosina. O Rhodococcus é gram-positivo e fracamente acidorresistente.

Cultura
Cresce bem em meios de cultura para bacteriologia em dois a quatro dias na tem-
peratura entre 35 e 37°C. As coldnias apresentam a cor salmao.

Iratamento

O Rhodococcus sp. € sensivel a varios antimicrobianos, como aminoglicosideos,
vancomicina, ciprofloxacina, imipenem, eritromicina ou outros. E resistente s cefa-
losporinas. Deve-se realizar o antibiograma para a escolha da droga a ser administra-
da. Para maior eficicia, deve ser administrada via parenteral.

Além da antibioticoterapia, é indicada também a cirlrgica em tecido necrotico,
drenagem de lesoes supurativas.

Qutras doencas causadas por actinomicetos

= Eritrasma: Corynebacterium minutissimum.

= Tricomicose axilar: Corynebacterium tenuis.

" Queratolise plantar: Corynebacterium sp., Dermatophilus sp., Nocardia sp. e Acti-
nomyces sp.

Eritrasma

Infeccio causada pelo actinomiceto Corynebacterium minutissimum e localiza-se
no extrato corneo das regides axilares, genitais e interdigitos dos pés. E mais frequente
nos homens. Ocorre em clima quente e imido.
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Caracteriza-se por manchas acastanhadas com bordas bem nitidas. Os fatores
que contribuem para a infeccdo sdo sudorese, maceracio da pele e outros.

Diagndstico laboratorial

Exame direto No exame direto das lesdes com KOH 10-40% ou coloragio de
gram, observam-se formas cocoides e filamentos, sido gram-positivos.

Fluorescem de vermelho-coral com a limpada de Wood.

Cultura Em meios de cultura para bacteriologia entre 35 e 37°C, e diagnostico
com provas bioquimicas.

Tricomicose axilar

Doenca de clima tropical. Caracteriza-se por formar nddulos amarelos, verme-
lhos ou negros nos pelos axilares e em menor frequéncia nos pubianos.

O C. tenuis se manifesta nos pelos sob trés variedades: amarela (flava), vermelha
(rubra) e preta (nigra). A variedade flava € a mais frequente.

Diagnostico laboratorial
Exame direto No exame direto com KOH 10-40%, sio observados nddulos
amorfos com estruturas filamentosas curtas e entrelagadas. Sdo gram-positivos.
Cultura Meios de cultura para bacteriologia entre 35 e 37°C e diagnostico com
provas bioquimicas.

Queratdlise plantar

Vérios actinomicetos sdo os agentes da doenca. Caracteriza-se por lesdes em for-
mas circulares e pequenas na regido plantar. Infeccoes secunddrias por bactérias po-
dem resultar em fissuras na drea atingida.

Diagndstico laboratorial

Exame direto No exame direto com KOH 10-40% sido observadas estruturas co-
coides e filamentosas. Sdo gram-positivos.

Cultura Em meios de cultura para bacteriologia entre 35 e 37°C e com confirma-
¢do do diagndstico por meio de provas bioquimicas.
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Capitulo 10

Fungos anemofilos

INTRODUCAO

Os fungos, por meio de seus elementos de disseminacdo, propagulos ou esporos,
sdo dispersados na natureza por vias como ar, agua, insetos, homem e animais. Os
que sio dispersados pelo ar denominam-se fungos aneméfilos. Os conhecimentos
qualitativo e quantitativo desses fungos em determinada regiao sao importantes por
serem aeroalérgenos desencadeadores de doengas respiratérias, como rinite e asma,
quando inalados.

Os fungos anemofilos podem provocar patologias por colonizagio tecidual ou
por indugdo a quadros de hipersensibilidade.

Os grupos de fungos que liberam esporos no ar e que sdo importantes aeroalérge-
nos sdo: Oomycetes; Zygomycetes, representados pelo Rhyzopus e Mucor; Ascomycetes,
liberam ascos que contém ascosporos e sdo representados pela Leptosphaeria, Chae-
tomium, Venturia, Alternaria, Phoma, Aspergillus e Penicillium; e Basidiomycetes, que
liberam basidiosporos, cujos representantes sao os fungos patégenos de plantas, Rusts
e Smuts. Ascomycetes, Basidiomycetes e Zigomycetes contém o maior numero de géne-
ros conhecidos que produzem reagdes alérgicas.

Para diagnosticar os fungos anemofilos sio preconizadas técnicas de coleta com
pesquisa qualitativa (cultura em placa ou pesquisa em lamina) e quantitativa utilizan-



Fungos anemdfilos 145

do equipamentos capazes de quantificar os esporos de fungos aneméfilos por metros
ctbicos de ar medido, em 24 horas. As técnicas qualitativas, ou seja, cultura em pla-
ca ou pesquisa em lamina, sdo realizadas com exposi¢io durante algum tempo no
ambiente. Esse método de identificagio baseia-se nas caracteristicas de esporulagio
dos fungos, nio permitindo identificd-los quando ndo se reproduzem em cultura, e
também ndo possibilita quantifici-los.

O estudo quantitativo desses fungos requer coleta continua, permitindo amos-
tragem desses elementos. Sdo utilizados equipamentos como o Burkard® e o Rotorod
Sampler® para a coleta dos esporos. Posteriormente pelas caracteristicas morfologicas
podem ser identificados por microscopia éptica e quantificados por metros ctlibicos
de ar medidos, em 24 horas, conforme padrao do fabricante do equipamento.

A formacéo dos esporos pelos fungos passa por varios processos, ocorre a produ-
¢do de diferentes tipos de esporos pelo mesmo fungo, ao mesmo tempo em resposta
a diferentes condi¢bes ambientais. Os esporos sao formados pela reprodugio sexual
(fase teleomorfica ou estigio perfeito) por meio de fissao nuclear, exemplo Ascomyce-
tes e Basidiomycetes, ou sem fissdo nuclear, o que produz o estigio anamarfico ou
imperfeito, exemplo filo Deuteromicotina (Fungi imperfecti). Assim, alguns esporos de
diferentes fungos, apresentam morfologia semelhante, tornando sua identificagao in-
vidvel em nivel de género, por exemplo, Aspergillus e Penicillium. Outros esporos sio
tio pequenos, transparentes ou sem caracteristicas individuais que impossibilitam a
identificacdo, por exemplo, Phoma, Neurospora e Candida. Muitos outros esporos,
especialmente ascosporos e os basidiosporos, ndo sio identificados como particulas
especificas (Figura 1).

No Brasil, as pesquisas realizadas sio qualitativas, ndo havendo dados de pesqui-
sas quantitativas em equipamentos de coleta continua de fungos aneméfilos, como
Rotorod Sampler® ou o Burkard®.

Poucas sao as publicagdes sobre a prevaléncia de fungos na atmosfera de cidades
brasileiras, apesar de ser qualitativa a maior frequéncia pertence aos géneros Cla-
dosporium, Penicillium, Aspergillus, Rhodotorula, Aureobasidium, Candida, Fusarium,
Curvularia, Rhizopus, Helminthosporium e Trichoderma.

E importante ressaltar que existe diferenca entre fungos predominantes no am-
biente domiciliar e no ar. Naturalmente, as condi¢es da moradia determinam maior
ou menor probabilidade de desenvolvimento de colonias de fungos. Cerca de 300 es-
pécies ja foram descritas como alergizantes. No mundo, as espécies pertencentes aos
géneros Alternaria, Cladosporium, Aspergillus e Penicillium sao as mais frequentes.

O conhecimento dos fungos anemofilos de determinada cidade ou regido é im-
portante para o diagndstico etiologico e o tratamento especifico de manifestagbes
alérgicas provocadas por alérgenos inalantes.
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Figura 1 Fungos aneméfilos de interesse clinico. (I) Alternania spp.; () Aureobasidium pullufans, (IIl)
Bipolaris spp.; (V) Botrytis spp.; (V) Chaetemonium sp., (Vl) Chrysosporium sp.; (Vi) Cladophialophora
bantiana; (VIll) Cladophialophora carrionii; (IX) Cladospaorium sp.; (X) Cunninghamella sp.; (XI) Curvularia
sp.; (XIl) Emmonsia sp.; (XI) Epicoccum sp.; (XIV) Exophialla jeanselmei, (XV) Fonsecaea compacta, (XV1)
Geomyces sp.; (XVIl) Malbranchea sp.; (XVIl) Nigrospora sp.; (XIX) Phaecacremonium sp.; (XX} Phaeoan-
nelomyces werneckii; (XXI) Phoma sp., (XXIl) Scedosporium apiospermum; (O Soytalidium sp., (OAV)
Stachybotrys chartarurm; (XXV) UWocladium sp.; (XXVI) Paecilomyces sp.; (XXVII) Scopulariopsis sp.; (XKW
Veerticillium sp.; (XXIX) Trichoderma sp.; (XXX) Gliocladium sp.; (XXXI) Absidia corymbifera; (}X00(I) Mucor
sp., (XXX Rhizomucor, (XCKIV) Rhizopus sp.; (XXXV) Scopulariopsis spp.; OOV} Scyncephalastrum sp.
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Mecanismos ativos na natureza, como temperatura, umidade relativa do ar e
chuvas, sdo condicionantes da variacdo de fungos na atmosfera. A intensidade da
exposi¢do pode determinar a relevancia clinica. Segundo Horner et al. (1995), nos
Estados Unidos e outros paises industrializados, 20% da populacao apresenta doengas
alérgicas.

COLETA E IDENTIFICAGAQ DE ESPOROS DE FUNGOS ANEMOFILOS

Diversas técnicas sao preconizadas para coleta e identificagido de fungos anema-
filos, dependendo do local estudado. Em ambientes fechados, empregam-se os mé-
todos qualitativos, como o cultivo em placa ou pesquisa do esporo em ldmina, para
a identificagdo desses fungos. O cultivo em placa, que se baseia nas caracteristicas
de esporulagio, nao permite identificar os fungos que ndo se reproduzem em cul-
tura. Um dos métodos mais utilizados ¢ o da gravidade, que consiste em expor uma
limina ou uma placa de Petri com meio de dgar Sabouraud, durante algum tempo
no ambiente. As particulas se depositam no meio de cultivo, germinam e crescem,
formando col6nias que podem ser isoladas e identificadas. Essa técnica permite veri-
ficar a variagdo sazonal e os fungos mais frequentes nessa via de dispersao, mas nio
possibilita quantifica-los.

As placas de cultura tém a desvantagem de poder ser rapidamente cobertas por
contaminantes do ambiente e de as colonias de fungos que nelas se formam ndo in-
dicarem a quantidade real do nimero de esporos de fungos por unidade de volume
de ar. A exposic¢do tem que ser limitada a poucos minutos. Os resultados obtidos das
amostras em cultura dependem de alguns fatores, como viabilidade e facilidade de
cultivo dos microrganismos, o meio de cultura utilizado e as condigoes de incubagao.
A média de temperatura de incubagdo utilizada fornece ampla variedade de condi-
¢oes de crescimento. Alguns esporos de fungos nao germinam, sendo necessdria a
identificacéo pela microscopia, caso de rusts e smuts, que ndo crescem em meios de
cultura; outros fungos somente podem ser identificados pelo isolamento em cultura.

Quando se pretende caracterizar a composi¢ao de fungos no ar sdo realizadas ou-
tras formas de coleta. Nesse caso, sdo utilizados métodos de pesquisa direta em amos-
tra volumétrica de ar. Assim, o estudo da periodicidade dos fungos aéreos requer uso
de coleta continua, a qual permite amostragem de 24 horas ou mais. Ha aparelhos que
permitem definir a periodicidade dos fungos no ar. Atualmente, as técnicas de identi-
ficagdo de esporos e sua quantificagdo utilizam principalmente equipamentos como o
Burkard® e o Rotorod Sampler®, que permitem identificar, pelas caracteristicas mor-
foldgicas, os esporos dos fungos anemofilos e quantifica-los por metros cibicos de ar
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medidos em 24 horas. Ambos sdo instrumentos volumétricos, porém, os principios
de operagio e recolhimento de particulas sdo diferentes.

O aparelho Burkard® é orientado pelo vento e seu principio basico de coleta é a
sucgdo, Uma fita pldstica recebe as particulas suspensas na atmosfera. Apds a remocgio
da fita do equipamento, ela é corada com Calberla e analisada no microscdpio dptico
com aumento de 40 ou 100 vezes (imersdo). O total de particulas por dia (p/m?) pode
ser determinado pelo comprimento da fita (48 mm) examinada. O volume de ar é
calculado por um fator normal padrio de 10 litros por minuto (1 X 107 m*/ min). Tal
volume de ar corresponde a velocidade de 6 m/s (Frenz, 1999).

O Rotorod Sampler® (Figura 2) é constituido de um coletador de impacto para
coletar particulas na superficie de bastoes (hastes) presos em um prendedor de metal
de aproximadamente 10 cm de comprimento, montado em um pequeno motor. O
volume de ar que passa sobre a superficie dos bastdes permite o célculo da média de
rotacdo dos bastdes (geralmente em torno de 2.500 rotagbes por minuto).

O Rotorod Sampler® retira a amostra do ar através do bastdo (haste) de plastico,
com dimensoées de 1,52 X 1,52 X 32 mm (Figura 3). Antes de ser fixado no equipa-
mento, o bastido é lubrificado com silicone sélido. A agio de um motor elétrico faz
com que gire rapidamente e as particulas suspensas na atmosfera sejam recolhidas.
Apds completar o ciclo definido de coleta, o bastdo é retirado, colocado sobre um su-
porte e corado com Calberla. Uma laminula de 22 X 22 mm ¢ sobreposta sobre o con-
junto, que é, entdo, observado ao microscépio Optico em aumento de 40 ou 100 vezes
(imersdo). O nimero total de esporos dos fungos, que deve corresponder a toda a
extensdo da laminula, é posteriormente calculado pelo volume de ar de determinado

Figura 2 Equipamento Rotorod Sampler® para coleta de esporos de fungos aneméfilos.
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Figura 3 Haste coletora de esporos de fungos do equipamento Rotorod Sampler®,

periodo, conforme o ciclo que foi definido. A concentracao é expressa pelo niimero
de particulas por metro ciibico de ar (p/m?).

O volume de ar medido no Rotorod Sampler® pode ser calculado pelas condigoes
padrdes do fabricante. Um ciclo de 10% do total equivale a 1 minuto (60 s) de coleta e
9 minutos (540 s) de pausa (600 s — 60 s = 540 s), em um periodo de 24 horas de coleta.
Para a determinacédo padrdo do volume de ar, é necessério calcular conforme o modelo
do equipamento, que pode ser Rotorod Sampler® 20 ou 40. No modelo Rotorod Sampler®
40, adotado para o presente trabalho, o volume constante medido, conforme o fabricante,
foi de 3,12 m’ de ar. O resultado final é calculado mediante divisdo do niimero de esporos
de fungos contados no bastao coletor pelo volume padrao de 3,12 m* de ar, o que resulta
na quantidade de esporos por m’? de ar em 24 horas. A amostra assim coletada corres-
ponde ao nimero de particulas encontradas na atmosfera. A concentragdo € expressa
pelo nimero de particulas por metro ctibico (p/m?). O volume de ar medido pelo equi-
pamento ¢ calculado pelo padrao: 10% do ciclo completo em 24 horas de coleta. Nessas
condigGes e nesse equipamento Rotorod 40, o volume corresponde a 3,12 m® de ar, como
ja se viw. O niimero de esporos € obtido pela seguinte férmula: nimero de esporos = ni-
mero esporos contados X 3,12 m’; o resultado € expresso em niimero de esporos/m’* de
ar em 24 horas. Os pardmetros padroes fornecidos pelo fabricante podem ser alterados
conforme as necessidades da pesquisa. Neste capitulo, optou-se pela adogao dos padroes
de coleta e dos cdlculos padrdes do equipamento Rotorod Sampler® modelo 40.

Ambos os equipamentos, Burkard® e Rotorod Sampler®, sio fidedignos em cole-
tar amostras de pélens e esporos de fungos no ar. Segundo Frenz (1999), o Burkard®
tem sido mais eficiente para detectar particulas menores que 10 micras, ao passo que
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o Rotorod Sampler® tem sido igual ou superior ao Burkard® em coletar particulas
maiores que 10 micras.

A identificagdo de fungos oferece algumas dificuldades priticas. A observagio
microscopica dos esporos de fungos nem sempre permite identifici-los pelo género
ou espécie. A maior parte dos esporos nio identificados sao basidiésporos, ascéspo-
ros, esporos hialinos de fungos anamdrficos e zigésporos.

As caracteristicas avaliadas para identificar um grupo de esporos de fungos in-
cluem cor, tamanho, forma, septagio e aspecto da superficie. Quanto a cor, os esporos
podem apresentar-se como sem cor (hialinos) ou com leve bronzeado, verdes, amarelos,
marrons ou pretos. O tamanho dos esporos varia de 1 até mais de 100 micras, sendo a
meédia de 7 a 12 micras. A maioria dos esporos apresenta forma esférica, oval, eliptica ou
cilindrica. Alguns sdo em forma de fio (filiformes), espiral, curvados ou apendiculados.
Quanto a septacio pode estar ausente (ndo septado) ou haver somente septo transver-
so ou transverso e longitudinal (moriforme). A superficie dos fungos aneméfilos pode
ser lisa, pregueada, puntiforme, verrucosa, espinhosa ou reticulada. Alguns esporos de
fungos apresentam morfologia semelhante, o que torna a identificagio inviavel em nivel
de género, a exemplo do Aspergillus sp. e do Penicillium sp. Outros esporos sio muito
pequenos, transparentes ou nao tém caracteristicas individuais que possibilitem a iden-
tificagdo, caso de Phoma sp., o Neurospora sp. e a Candida sp. Outros esporos, especial-
mente os ascosporos e os basidiosporos, ndo sdo identificados como particulas especi-
ficas, por pertencerem ao filo Deuteromycota (Fungi Imperfecti), cujas formas liberadas
nem sempre apresentam caracteristicas individuais capazes de serem identificadas.

Os esporos também diferem entre si quanto ao tamanho; assim, os do Aspergillus
sp. e Penicillium sp. tém aproximadamente 2,5 micras, os da Alternaria sp. entre 20
e 63 micras e os do Helminthosporium sp., cerca de 160 micras. Segundo Emberlin
(2000), o mais abundante e ubiquo género de fungo anemofilo em todo 0 mundo € o
Cladosporium. O tamanho de seu esporo € varidvel, 10 a 25 micras, e sua forma, tam-
bém varidvel, pode ser de ovoide a cilindrica, “forma de limdo” ou irregular. O mesmo
autor refere que os esporos de Alfernaria sio os segundos mais abundantes, podendo
exceder as concentragoes do Cladosporium em algumas regides secas e imidas. Eles
apresentam a forma eliptica ou oval, possuem septos transversais e verticais e medem
de 60 a 500 micras.

FUNGOS E HIPERSENSIBILIDADE

A importancia do estudo da flora fiingica anemofila baseia-se no fato de que esses
fungos podem provocar doengas tanto por colonizagdo tecidual quanto por indugdo
de quadros de hipersensibilidade.
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Os fungos do ar, quando inalados, podem atuar como alérgenos, desencadeando
manifestagGes clinicas tipicas de hipersensibilidade. As reagbes alérgicas normalmen-
te ocorrem no ponto de deposicdo do alérgeno. De modo geral, particulas maiores
que 10 micras sdo depositadas na conjuntiva e na nasofaringe, provocando sintomas
nasais e oculares caracteristicos da rinoconjuntivite. Particulas menores do que 10
micras, especialmente aquelas com menos de 5 micras, podem atingir as vias aéreas
inferiores, onde as reacGes alérgicas tendem a se manifestar como asma.

As reagoes de hipersensibilidade sdo didaticamente classificadas em quatro ti-
pos. O tipo I compreende as rea¢des provocadas pela producao de anticorpos IgE. A
expressio clinica da sensibilizacdo atdpica é constituida por manifestacdes de rinite,
asma, eczema e, eventualmente, urticaria. A reagdo alérgica envolve a participacao de
IgE e a ativagdo de mastdcitos sensibilizados, o que resulta liberagdo de mediadores
farmacolégicos, como histamina, leucotrienos, prostaglandinas e citocinas.

O efeito da produgéo de IgE é principalmente local, no ponto de entrada do alér-
geno no organismo, ou seja, nas superficies de mucosas. A sensibilizacio ocorre apos
muiltiplas exposigoes a pequenas quantidades de alérgenos depositados na superficie
de mucosas. O nivel sérico de IgE pode aumentar em individuos alérgicos.

A caracteristica fundamental da sensibilizacao alérgica € a presenca de anticorpos
IgE especificos para determinado antigeno. Dessa forma, a identificagéo de hipersen-
sibilidade tipo I estd baseada na detecgio da presenca desses anticorpos. Isso pode ser
realizado por meio de provas séricas (identificagdo de IgE especifica no soro) ou por
testes cutdneos de leitura imediata, identificando a IgE fixada aos mastdcitos. A prova
clinica clissica para o diagnostico € o teste cutineo de leitura imediata.

Os trés outros tipos de hipersensibilidade ndo tém participagio significativa na
fase efetora das condigoes alérgicas objeto deste capitulo. A reagao citotdxica (tipo II)
refere-se a agdo de anticorpos contra componentes da membrana celular ou adsorvi-
dos a ela. O tipo III de hipersensibilidade caracteriza as reagdes por complexos imunes
e consequente ativacdo do sistema do complemento. Os mecanismos de hipersensibili-
dade tardia envolvendo a participacdo de linfécitos T estdo compreendidos no tipo IV.

Aproximadamente 300 espécies de fungos ja foram descritas como alergizantes.
No mundo, as mais frequentes sdo as pertencentes aos géneros Alternaria, Cladospo-
rium, Aspergillus e Penicillium.

Existem dificuldades na padronizagio de alérgenos de fungos para aplicacio
diagnéstica. Isso ocorre porque os fungos apresentam variabilidade em sua composi-
¢do bioquimica. Existe divida sobre qual a melhor fonte de alérgenos: esporos, coni-
dios ou micélio. Muitos extratos sdo preparados do micélio, e uma pequena quanti-
dade de esporos. Os extratos de fungos, quando preparados sem esporos, podem ser
inadequados se o micélio ndo contiver os mesmos alérgenos dos esporos. Assim, é
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importante comparar a composicio antigénica e alergénica do micélio e dos esporos
de diferentes fungos. Atualmente, os extratos alergénicos utilizados para fins diag-
nosticos sdo preparados a partir do micélio vegetativo e reprodutivo do fungo, isso
porque os elementos de reproducio sdo formados a partir da modificacio do micélio
vegetativo. A caracterizacao dos extratos, no entanto, apresenta dificuldades por cau-
sa de fatores como variagbes entre os extratos da mesma espécie de fungo, alteracdes
nos meios de cultivo, tempo de crescimento, fracdes do fungo (micélio ou esporos) e
determinantes antigénicos comuns entre espécies ou géneros.

Os extratos fungicos disponiveis, em geral, sdo substancias brutas extraidas do
fungo mediante processos simples em que se empregam liquidos extratores (solugdes
de coca, Evans, Frugoni, solucdes bicarbonatadas e outras). Esses extratos alergénicos
constituem-se de misturas heterogéneas de diferentes proteinas, carboidratos e outras
substincias nao identificadas. Nos ultimos anos, surgiram preparagoes padronizadas
utilizando antigenos purificados e especificos de cada espécie flingica, com vistas a
obter resultados mais especificos. Existem no mercado alérgenos especificos de fun-
gos que podem ser pesquisados por meio da detecgao de IgE especifica. Entre eles,
Aspergillus niger, A. fumigatus, A. oryzae, A. terreus, A. nidulans, A. flavus, A. clava-
tus, Penicillium notatum, P. brevi-compactum, Cladosporium herbarum, Helminthos-
porium halodes, Fusarium moniliforme, Stemphylium botryosum, Rhizopus nigricans,
Aureobasidium pullulans, Phoma betae, Epicoccum purpurascens, Trichoderma viride,
Curvularia lunata, Pityrosporum orbiculare, Barley smut, Cephalosporium acremo-
nium, Trichosporon pullulans, Ulocladium chartarum, Trychophyton sp., Chaetomium
globosum e Eurotium.

DIAGNOSTICO DA SENSIBILIZACAO ALERGICA

O diagnéstico da sensibilizacao alérgica a fungos pode ser efetuado pela identi-
ficagdo de IgE especifica no soro ou do teste cutidneo. Os testes sorologicos detectam
IgE especifica para determinado alérgeno. A IgE participa da defesa contra micror-
ganismos como fungos, virus, bactérias e parasitas. Isoladamente, o nivel sérico de
IgE ndo discrimina o individuo atépico. Pacientes atopicos podem ter niveis de IgE
normais, enquanto individuos nio atépicos podem apresentar niveis elevados.

No soro, reagoes imunoenzimadticas sdo utilizadas para o diagndstico de doencas
flingicas. O antigeno (Ag) é marcado por substincias nao radioativas, como substin-
cias fluorescentes, enzimas e outras. O método que utiliza tal reacdo é denominado
ELISA e é aplicado para dosagem de anticorpo. Com o avango da tecnologia, o teste
ELISA cldssico recebeu um complemento, o ELISA de captura, que é extremamente
sensivel, pelo qual é possivel detectar e dosar Ac especificos contra um componente
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antigénico em especial. Outros testes utilizados para esse diagnéstico sdo contraimu-
noeletroforese (CIE), contrarrddio imunoeletroforese (Crie), radioallergosorbent test
(Rast) e fluorimunoenzimatico.

Atualmente, o método fluorimunoenzimdtico estd sendo muito utilizado para
diagnéstico, ele faz uso de uma pequena cdpsula e de uma malha de celulose que
prende, covalentemente, anti-IgE (na pesquisa de IgE total) ou o alérgeno de interesse
(na pesquisa de IgE especifica). A reacao é revelada por anti-IgE marcada com a enzi-
ma betagalactosidase, que age sobre o substrato 4-metil-umbeliferil fosfato.

A prevaléncia de sensibilizacdo a fungos, segundo Gompertz et al. (1999), apon-
ta varia¢do entre 5 e 86% dos casos de asma brénquica ou rinite alérgica. A Tabela
1 representa um exemplo. Essa grande diferenca de resultados pode ser atribuida a
auséncia de uniformidade nos estudos realizados.

Tabela 1 Frequéndia de positividade de testes cutdneos com alérgenos de fungos aneméfilos em pacientes com
asma brénquica e rinite alérgica

Extrato alergénico Positivos (%)
Candida 58,6
Aureobasidium 371
Penicillium 30
Cunvularia 18,6
Fusarium, Mucor e Phoma 24,3
Aspergillus, Epicoccum e Pestalotia 22,9
Alternaria, Trichoderma e Helminthosporium 214
Cladosporium, Geotrichum, Rhodotorula, Rhizopus e 20
Scopulariopsis

Chaetomium 18,5
Circinella e Nigrospora 171
Neurospora 15,7
Cephalosporium e Paecilomyces 14,3

Fonte: Gambale {1983).

O teste cutdneo € realizado na face volar do antebrago. A leitura dos resultados é
feita em torno de 15 minutos apds a aplicacio do teste. A presenca de anticorpo IgE
para o alérgeno aplicado induz ativagao local de mastdcitos e liberagio de mediadores
pré-formados, aumentando a permeabilidade vascular e provocando edema e pruri-
do local, manifestados na forma de pdpula e eritema. O teste cutineo é um método
simples, rapido, indolor, de baixo custo e seguro, de sensibilidade e especificidade
elevadas, sendo muito boa a correlagdo entre o teste cutdneo positivo e os sintomas
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relacionados a exposi¢io a alérgenos inalados. Reagdes cruzadas com antigenos de
espécies diferentes de fungos podem ocorrer.

As preparagdes dos extratos de alérgenos para uso em teste cutineo foram padro-

nizadas pela WHO International Union of Immunological Societies, cujos critérios
basearam-se na pureza, na atividade, na esterilidade e na estabilidade dos extratos

alergénicos. Foi estabelecida a poténcia de 100.000 UT para uso como teste cutineo
em pacientes alérgicos a fungos.
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Capitulo 11

Algas

INTRODUCAO

As algas se assemelham as leveduras e foram primeiramente descritas como fun-
gos. Atualmente, as algas que podem causar doencas no homem sdo descritas como
microrganismos eucariontes, membros da divisdo Clorophyta, aclorofiladas, o género
Prototheca, e clorofiladas, o género Chlorella.

PROTOTHECA

Consideracbes gerais

As algas Prototheca tém sido descritas como originadas da Chlorella, por mu-
tagdo. Ainda existem controvérsias em relagdo a sua origem e caracteristicas. Sdo
microrganismos ubiquos, encontrados em latex de plantas (Ulmus americana), solo,
caldos de destilaria, fezes, escarro, dgua doce e salgada, leite, teteiras de ordenhadeiras
mecinicas e outros.

O género Prototheca contém as espécies P. stagnora, P. wickerhamii e P. zopfii.
A prototecose manifesta-se no homem na forma geralmente cutanea e excepcional-
mente como bursites, enterites e disseminada. No Brasil, o primeiro caso de protote-



Algas 157

cose humana foi registrado em 1983, na cidade de Passo Fundo (RS), onde o paciente
apresentava um nédulo de crescimento rapido no cotovelo. Posteriormente, em 1995,
outro caso descrito no Brasil foi de um paciente que havia ingerido queijo fresco con-
taminado com Prototheca zopfii.

Nos animais, a prototecose é mais frequente que no homem. A mastite bovina,
por exemplo, € um problema para a pecudria pela perda da produgio de leite e conse-
quentemente prejuizo econdmico.

A infec¢do ocorre por inoculagdo do agente através de trauma ou exposi¢ao pro-
fissional.

Diagnéstico laboratorial

Exame direto

O exame direto é realizado a fresco ou corado com o material biologico a ser
pesquisado. As algas apresentam estruturas unicelulares, com endosporulagio po-
dendo serem confundidas com leveduras e sio definidas como mérula ou esporingio.
Utiliza-se KOH 10-40%, coloracdes de PAS, Gomori ou Gridley e outros.

Cultura

Semeado em dgar Sabouraud dextrose sem suplemento, temperatura entre 25 e
30°C, durante 48 horas. Confirmacio com a macro, micromorfologia colonial e pro-
vas adicionais (Tabela 1).

Tabela 1 Caracteristicas bioquimicas das espécies

Assimilacao

Espécie Sacarose Trealose Inositol N-propanol
P. wickerhamii = + = =

P. zoopfii - - - +

P. stagnora + - - -

= [eagao negativa; +. reacao positiva.

Tratamento

As drogas ndo estdo ainda preconizadas para o tratamento da prototecose. Tém
sido utilizados a anfotericina B, a nistatina e agentes antimicrobianos, como gentami-
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cina e kanamicina. Os antifiingicos cetoconazol, fluconazol e itraconazol tém apre-
sentado sucesso terapéutico em alguns casos.
A exérese cirurgica ou debridamento dos tecidos com associagio ao tratamento

clinico tem sido indicado.

CHLORELLA

ConsideragOes gerais

Sao algas clorofiladas. Raramente infectam o homem, mais comum em animais.
As lesdes apresentam tonalidade esverdeada nos ginglios, ndédulos linfaticos da farin-
ge, figado, pulmdes e pele.

As Chliorelas sio semelhantes as Protothecas no tamanho, na forma e no tipo de
reproducdo por endosporulagio. Sdo diferenciadas pela presenga de cloroplastos e
granulos de amido no citoplasma e dos endosporos.

A fonte, as vias de infeccao e o periodo de incubagao da infeccio sdo ainda des-
conhecidos.

Diagnéstico laboratorial
Exame direto

Em cortes histologicos, cora-se por PAS, Gridley e prata Gomori com formas se-
melhantes a Prototheca, que se caracterizam pela presen¢a da moérula ou esporangio.

Cultura

Niao obtido ainda o cultivo in vitro.
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Capitulo 12

Terapéutica e resisténcia aos
antifungicos

TERAPEUTICA ANTIFUNGICA

Consideracgdes gerais

O aumento da variedade de patogenos associados a infecgoes flingicas graves nao
tem encontrado correspondéncia com o niimero de agentes antifingicos disponiveis
para terapéutica. Limitagoes na eficicia e na tolerdncia dos agentes antifiingicos em
uso, falha na resposta clinica, resisténcia adquirida e grande toxicidade tém estimula-
do a pesquisa de novas formulagdes que possam ser mais eficientes para o tratamento
de pacientes com infecgoes por fungos filamentosos ou leveduras. Agentes antiftingi-
cos convencionais sdo geralmente fungistiticos e apenas impedem o crescimento fiin-
gico, proporcionando rapido relapso ou incompleta erradicacdo do microrganismo,
dependendo muito da efetiva acao da resposta imune do hospedeiro. Somente a inibi-
¢ao do crescimento antifiingico pode nao ser suficiente para prevenir a disseminagio
do microrganismo em pacientes imunocomprometidos.

O inicio da terapéutica antifingica corresponde ao uso tdpico de solucées com-
postas de acido salicilico, 4cido benzoico e iodo. Posteriormente, a solugdo saturada
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de iodeto de potdssio, via oral, no tratamento da esporotricose, que ainda hoje é in-
dicada na dose de 3 g ao dia de solugdo saturada, até a cura das lesdes. O iodeto de
potédssio é também utilizado nas entomoftoromicoses, tanto na conidiobolomicose
quanto na basidiobolomicose. Para o tratamento da pitiriase versicolor sdo usados,
ainda, hipossulfito de sédio e sulfeto de selénio, em uso topico.

Os estudos mais recentes exploram as vias metaboélicas na busca de antifiingicos.
As pesquisas focam a sintese da quitina na parede celular, a producéio tubular na re-
plicagdo do DNA, a sintese do ergosterol na membrana celular e a sintese de 4cidos.

Atualmente, o arsenal terapéutico vem aumentando muito e ja estd bastante va-
riado com novos antifiingicos surgindo com o objetivo de serem cada vez mais efica-
zes e com menos efeitos colaterais.

Historicamente, os antifiingicos surgiram ap6s as drogas antibacterianas. O pri-
meiro antifingico foi preparado em 1939, a griseofulvina, e usado clinicamente em
1958, ap6s comprovacao da aplicacdo no tratamento de dermatofitoses em animais
de laboratério.

No inicio dos anos 1950, foram preparados os poliénicos, originando a nistati-
na, em 1951. Esse antiftingico foi utilizado para o tratamento de Candida spp. Em
1956, surgiu a anfotericina B, quando entdo houve um grande avanco na terapéutica
antifungica. A flucitosina surgiu em 1964, e ambas sdo usadas no tratamento de mi-
coses sistémicas. A flucitosina, no entanto, apresenta ripido mecanismo de resisténcia
quando administrada sozinha, necessitando ser associada 4 anfotericina B.

A partir dos anos 1960, surgiram os derivados azolicos, entre eles miconazol
(1967) e clotrimazol (1969), e desde entao outros foram preparados, como econazol
(1975), isoconazol (1979), ticonazol (1979), cetoconazol (1981), tioconazol (1984) e
oxiconazol (1986). Posteriormente também foram preparados os derivados triazoli-
cos, como fluconazol (1990) e itraconazol (1992), e, a partir do ano 2000, voriconazol,
ravuconazol e posaconazol. Esses antifingicos apresentam menos efeitos colaterais e
propriedades terapéuticas mais seguras e eficazes.

Na década de 1990, surgiram também os derivados morfolinicos, a amorolfina,
em 1994, e também as alilaminas representadas pela naftifina e terbinafina, em 1993,
usadas em dermatomicoses. Em 2001, surgiu a caspofungina, uma equinocandina
com ac¢do importante no tratamento da aspergilose e candidiases invasivas.

Para resumir, atualmente as drogas antifiingicas utilizadas na terapéutica das mi-
coses humanas incluem as derivadas de microrganismos, nos derivados poliénicos,
nistatina e anfotericina B e também griseofulvina. Como agentes quimicos iodeto de
potassio, flucitosina; derivados azdlicos, alilaminas, naftifina e terbinafina; derivados
morfolinicos, amorolfina; e, por fim, equinocandina, representada pela caspofungina.
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Antifungicos
Poliénicos (anfotericina B, nistatina)

Os antibidticos poliénicos, os polienos, sio compostos por uma grande familia
de drogas produzidas por espécies de Streptomyces e, entre eles, os mais conhecidos e
utilizados na terapéutica de doengas humanas sdo a anfotericina B e a nistatina. Essas
moléculas se ligam ao ergosterol, esteroide exclusivo da membrana celular fiingica,
induzindo a formacio de poros na membrana, tendo como consequéncia o aumen-
to da permeabilidade e o extravasamento de ions, principalmente potdssio, levando
eventualmente a morte celular.

A anfotericina B foi isolada em meados da década de 1950 e, mesmo com elevada
toxicidade, sua poténcia, seu espectro de agdo e os 50 anos de experiéncia clinica tém
assegurado que este antifingico permaneca como fairmaco de escolha no tratamento
da maioria das micoses sistémicas. A anfotericina B é associada a efeitos adversos
significativos, como nefrotoxicidade e quadros febris.

A nistatina é frequentemente utilizada no tratamento de infecgdes flingicas da
pele ou membranas mucosas, na forma de cremes, pomadas e pastas. Desde que foi
comprovada sua compatibilidade nesse tipo de aplicacio, essa substincia tem sido
usada no tratamento de candidiase em criancas. Existem também relatos do uso tépi-
co da nistatina em tratamentos de dermatofitoses da pele.

Nao poliénicos (griseofulvina)

Em 1958, a griseofulvina tornou-se o primeiro agente antifiingico oral disponi-
vel comercialmente para o tratamento de micoses superficiais. Essa droga foi isolada
como um produto do fungo Penicillium griseofulvum, em 1939, A griseofulvina inibe
a sintese dos acidos nucleicos e a mitose, paralisando a divisdo celular na metéfa-
se. Também pode interferir nas fun¢des dos microttibulos do fuso, causar mudangas
morfogenéticas nas células dos fungos e antagonizar a sintese da quitina na parede
celular dos fungos. Griseofulvina é uma droga fungistitica e geralmente efetiva em
peles, pelos e unhas infeccionadas por dermatéfitos dos géneros Trichophyton, Mi-
crosporum e Epidermophyton.

Sabe-se também que essa droga é pouco absorvida no trato gastrointestinal e ndo
ha informacdo sobre os mecanismos de transporte até as unhas e os cabelos. Além de
ser uma droga fungistitica, a griseofulvina possui atividade anti-inflamatdria e algu-
mas propriedades vasodilatadoras, cujo efeito foi observado apds a administracio de
altas doses.
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A griseofulvina ¢ indicada para o tratamento de infec¢des micéticas de pele, pe-
los e unhas. Seu mecanismo de agdo atua nos microtibulos, prejudicando a sintese e
polimerizac¢io dos dcidos nucleicos, inibindo a multiplicagio dos fungos.

Alilaminas

Os antibidticos derivados de alilaminas, terbinafina e naftifina, representam uma
classe de agentes antifiingicos com grande espectro de atividade, incluindo dermat6-
fitos, leveduras, bolores e fungos dimorficos (Histoplasma e Blastomyces).

A terbinafina é empregada tanto tépica quanto oralmente no tratamento de infec-
¢oes de pele, unhas e cabelos, causadas por fungos. Comparada com outros fungici-
das, essa droga, cuja atividade é mais fungicida que fungistatica, pode ser utilizada em
concentragdes menores, por tempo reduzido e, supostamente, com minimos efeitos
colaterais. Por isso, a terbinafina € ainda considerada um antimicético de primeira li-
nha para o tratamento de onicomicoses. O modo de agéo da terbinafina é semelhante
aos dos agentes antifingicos tiocarbamatos (como tolnaftato) que bloqueiam a sintese
do ergosterol inibindo a esqualeno epoxidase. Além da falta do ergosterol, o acimulo
do esqualeno pode ser um dos fatores que levam a morte celular.

Derivados azo6licos

Os azois (cetoconazol, miconazol, fluconazol, voriconazol, isoconazol, econazol,
tioconazol, clotrimazol, posaconazol, ravuconazol e outros) sdo compostos totalmen-
te sintéticos. O mecanismo de acdo baseia-se na inibicdo da esterol-14-alfa-desmeti-
lase, um sistema enzimatico microssomal dependente do citocromo P450, prejudi-
cando a sintese do ergosterol na membrana citoplasmdtica e levando ao acimulo de
14-alfa-metilesterois. Esses metilesterois ndo possuem a mesma forma e propriedades
fisicas que o ergosterol e levam a formagdo da membrana com propriedades alteradas,
que ndo desempenha as fungdes bdsicas necessdrias ao desenvolvimento do fungo. Os
azOis causam menos reagoes adversas que a anfotericina B, mas sio menos potentes.
Podem ter agio fungistatica ou fungicida. O uso excessivo dos azois leva ao apareci-
mento de resisténcia em espécies suscetiveis.

Os primeiros azolicos foram o miconazol e o cetoconazol, denominados imida-
zdlicos. O cetoconazol ainda estd no mercado, mas é uma droga com certa toxicidade,
podendo interferir na esteroidogénese humana e, raramente, causar hepatite fulmi-
nante. Seu uso atual restringe-se ao tratamento tépico de infec¢oes gineco e derma-
tolégicas, como candidiases e dermatofitoses. Na década de 1980, surgiram novos
derivados azélicos, os triazélicos de primeira geragio. Os novos compostos resultam
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de modificagdes moleculares de fluconazol e itraconazol. Voriconazol é o primeiro
triazélico de segunda geragio, deriva do fluconazol e inicialmente recebeu aprovagio
pelo Food and Drug Administration (FDA) para tratamento de aspergilose e outras
infeccoes invasivas por fungos filamentosos emergentes pertencentes aos géneros Fu-
sarium e Scedosporium.

Entre as trés novas drogas azdlicas, no presente momento, o voriconazol foi apro-
vado, para uso clinico, pelo FDA, nos Estados Unidos, e pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (Anvisa), no Brasil, e o posaconazol, na apresentagio de suspen-
sdo oral, foi aprovado pelo FDA para uso profilatico de infeccdes flingicas, incluindo
aspergilose invasiva, em pacientes imunossuprimidos. A anidulafungina e o posaco-
nazol encontram-se em andlise pela Anvisa para sua aprovagio no Brasil.

Ciclopirox (ciclopiroxolamina)

Apresentado nas formas farmacéuticas creme, solugdo e xampu, € indicado para
o tratamento das tinhas de corpo, pés, candidiase e pitiriase versicolor. O mecanismo
de a¢do da ciclopiroxolamina consiste na inibi¢do do transporte de substincias essen-
ciais, como aminodcidos, para o interior das células fingicas. A ciclopiroxolamina
interfere na biossintese de proteinas, RNA e DNA desses microrganismos.

Candinas

Equinocandinas (caspofungina e micafungina) sao drogas que inibem a sintese
da beta-(1,3)-D glucana que ¢ um componente da parede celular de muitos fungos
filamentosos e de leveduras. Sdo drogas que agem seletivamente na parede celular e
ndo na membrana celular do fungo. Assim, ndo ocorrem os efeitos na membrana ce-
lular do hospedeiro, tornando melhor a tolerdancia. As equinocandinas sao fungicidas
de efeito rapido contra muitas Candida spp. e fungistatica contra Aspergillus spp. Elas
ndo sdo muita ativas contra Zygomycetes, Cryptococcus neoformans (esse organismo
tem baixo contetido betaglucana na parede celular) ou Fusarium spp. Para aspergilose
refratdria, a taxa de resposta estd por volta de 40%. A caspofungina pode também ser
atil no tratamento do Pneumocystis carinii, por causa do alto contetido de betaglucana
na parede celular de organismo.

A caspofungina € a tnica equinocandina aprovada nos Estados Unidos, sendo
indicada no tratamento de candidiase. Sua agdo € discutida na Candida parapsilosis.
Resultados de estudos de caspofungina na candidiase invasiva e na candidemia suge-
rem equivalente eficicia da anfotericina B, mas com efeitos tdxicos substancialmente
menores. A caspofungina sé estd disponivel por via endovenosa.
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Nucleosideos pirimidinicos

Outro agente antifiingico sistémico utilizado é o pré-farmaco flucitosina. Todos
os fungos sensiveis sdo capazes de desaminar a flucitosina em 5-fluorouracila, um po-
tente antimetabdlito; como resultado final, a sintese do DNA destes fica prejudicada.
Embora as células dos mamiferos ndo convertam a flucitosina em fluorouracila, o que
é crucial para a acio seletiva do composto, alguns microrganismos da flora intestinal
o fazem, causando certa toxicidade aos humanos. A flucitosina tem espectro de agéo
restrito, com atividade clinicamente util somente contra Cryptococcus neoformans e
os agentes da cromomicose. A resisténcia medicamentosa que surge durante a terapia
¢ causa importante de fracasso terapéutico.

A flucitosina é um andlogo fluorado da citosina que se converte em fluorouracil
no organismo, O fluorouracil inibe a timidilato sintetase, alterando a sintese de DNA
e a sintese proteica do fungo. Esta disponivel somente por via oral.

TESTES DE SUSCETIBILIDADE AQS ANTIFUNGICOS

Consideracdes gerais

O namero de firmacos disponiveis para o tratamento de infeccoes flingicas,
sejam elas superficiais, cutdneas, subcutaneas, sistémicas ou oportunistas ¢ limita-
do quando comparado com os antibacterianos disponiveis no mercado. Associado
a iss0, nas ultimas décadas diversos fungos patogénicos desenvolveram a capacidade
de superar a a¢do inibitoria das drogas antifiingicas através de diferentes mecanismos
de resisténcia adquirida. O nimero crescente de infecgoes flingicas em todo o mun-
do tem favorecido potencialmente a ocorréncia desse fendmeno, principalmente pelo
crescente aumento de tratamentos concomitante ao incorreto uso dos antifingicos
em relacdo ao tempo e dose recomendada para a eficicia esperada.

Evolucao da resisténcia aos antifungicos

A indicagdo de profilaxia e terapia empirica ou preventiva antifungica tem sido
cada vez mais frequente, dada a gravidade das infec¢oes fiingicas e sua alta morta-
lidade. No entanto, cabe ressaltar que o uso profilitico ou empirico de antifingicos
tem sido indicado como um recurso para o médico que, na tentativa de salvar a vida
de seu paciente grave e na falta de recursos diagndsticos, lan¢a mio do uso de anti-
fungicos de modo precipitado, induzindo a resisténcia. O especialista deve sempre
buscar o diagnéstico da infec¢do fiingica e lutar pelo aprimoramento dos recursos



166 Micologia no Laboratério Clinico

laboratoriais em sua instituicio, no sentido de oferecer terapéutica antifiingica e an-
timicrobiana adequada.

Entre os principais mecanismos bioquimicos que contribuem para o apareci-
mento do fendtipo de resisténcia a drogas estdo redugio da captagdo ou aumento
do efluxo celular, modificacdo ou degradacdo da droga dentro da célula, mudangas
na intera¢do da droga com o seu sitio alvo ou ainda a interagdo com outras enzimas.

O antifungigrama, ou teste de suscetibilidade aos antifiingicos, ainda nao pode
ser empregado rotineiramente da mesma forma que ocorre com o antibiograma para
patogenos bacterianos.

Embora tenha o respaldo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
o antifungigrama ainda é recomendado para situagoes mais especificas, por exemplo,
quando o paciente portador de fungemia e/ou imunocomprometido nao responde
bem ao tratamento e existe a necessidade de se detectar o desenvolvimento de resis-
téncia ou avaliar uma alternativa terapéutica.

Somente em 1982 o National Committee for Clinical of Laboratory Standards
(NCCLS, atualmente CLSI) organizou um subcomité para padronizacgao do teste de
suscetibilidade a antifiingicos para leveduras, pelo método de microdiluigio em cal-
do. Em 1985, foi liberado, ainda sujeito a modificagdes. Os fatores pré-analiticos mais
relevantes foram estudados e, em 1992, foram definidos e publicados no documento
M27-P, depois adaptado para M27-T (tentativa). Em 1997, foi liberado o documen-
to NCCLS M27-A, referente ao teste de suscetibilidade a antifingicos pelo método
de macrodilui¢do e microdiluigdo em caldo para leveduras e, em 1998, foi editado
o NCCLS M38-P, especifico para formas de conidios de fungos filamentosos. Foram
publicados, em 2002, dois documentos: M27-A2, que preconiza para leitura da CIM
para fungos leveduriformes no periodo de 24 e 48 horas em microdiluigao; e M38-A,
como referéncia para o teste de suscetibilidade de dilui¢do em caldo para fungos fi-
lamentosos, para os agentes causais de infec¢des flingicas invasivas como Aspergillus,
Fusarium, Rhizopus arrhizus, Pseudallescheria boydii e Sporothrix schenckii. No ano de
2008, foram publicados mais dois documentos de atualizagio, o M27-A3 para fungos
leveduriformes e 0 M38-A2 para fungos filamentosos.
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Capitulo 13

Controle de qualidade

Em micologia, como nas demais dreas das doencas infecciosas, é fundamental
um perfeito relacionamento entre o médico e o laboratério. Muitos pacientes nio tém
as enfermidades etiologicamente caracterizadas pela falta dessa interacio.

Para que seja realizado o adequado exame micoldgico, é preciso iniciar com a
suspeita clinica, seguida de adequada coleta de material biolégico e, consequente-
mente, culminar com o diagnéstico micologico evidenciando o agente etiolégico.

Em todas as etapas do diagnéstico micolégico, € preciso o permanente controle
dos procedimentos técnicos e cuidados com a biosseguranga de todos os profissionais
envolvidos.

Finalmente, o resultado do exame micolégico deve estar em concordincia com
a suspeita clinica evidenciada pelos sintomas do paciente. Pois agentes etiolégicos
inusitados podem surgir na rotina e dificultar o diagnéstico micolégico, tendo como
consequéncia o comprometimento da resolucdo do caso clinico em evidéncia.
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Capitulo 14

Soluc¢oes e meios de cultura

SOLUCOES

Clareadores e corantes

Hidréxido de potassio a 10-40%

No exame direto da amostra biolégica, a estrutura fiingica pode ser confundida

com resquicios de material celular de consisténcia fibrosa, proteindcea ou pigmen-
tada. O KOH consegue dissolver as estruturas teciduais e clarear os pigmentos sem
alterar as estruturas flingicas, tornando as células flingicas visiveis.

Procedimento

1
73
3

Colocar uma gota de KOH sobre uma lamina de microscopia.

Adicionar sobre a gota uma aliquota ou fragmento da amostra clinica.

Misturar bem, com a al¢a de platina e, se necessdrio, promover o desbridamento
do material com uma limina de bisturi estéril.

Cobrir a preparac¢do com uma laminula e a pressionar suavemente com a base de
uma alca de metal, para alcancar uma monocamada de células.
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5. Deixar a montagem em repouso por 10 a 30 minutos 4 temperatura ambiente para
clarificar do material ou acelerar o processo por maceragido por meio de rapidas
passagens da preparagdo sobre a chama do bico de Bunsen.

6. As estruturas fliingicas serdo visualizadas por caracteristica refratdria.

Lactofenol azul-algodao (lactofenol de Amann)

Tem a finalidade de visualizar o micélio vegetativo e reprodutor de um fungo
filamentoso, bem como as caracteristicas da célula vegetativa e reprodugio por bro-
tamento de leveduras.

Procedimento

1. Colocar uma gota de lactofenol azul-algodio sobre a lamina.

2. Retirar pequeno fragmento da cultura do fungo filamentoso ou da levedura, uti-
lizando al¢a ou fio de platina e colocar sobre a gota de lactofenol e homogeneizar.

3. Cobrir com uma laminula e examinar ao microscépio nas objetivas de 10 e 40

VEZES.

Coloragdo com acido periédico de Schiff (PAS)

A coloragédo pelo PAS é uma técnica histolégica para detecgido de fungos em teci-
dos. Essa técnica cora os polissacarideos presentes na parede celular fliingica, deixando
os fungos corados de vermelho sobre um fundo verde. Proteger a montagem da luz.

Procedimento

1. Esfregaco do espécime clinico:

= Para escarro, liquido cefalorraquidiano (LCR), liquido pleural, pus e outros deve-
-se empregar os métodos usuais de fixagdo: secar ao ar ou na chama do bico de
Bunsen.

= Para pele, pelos e unhas, fixar com albumina de Meyer: ovo branco, 50 mL; e
glicerina, 50 mL. Misturar o ovo com a glicerina e filtrar em papel de filtro ou
passar através de uma gaze estéril espessa. Adicionar cristais de timol para preser-
var a albumina. Colocar uma pequena quantidade de albumina de Meyer sobre o
centro de uma limina de microscopia, espalhando de maneira a formar um filme
uniforme. Com uma al¢a de metal, colocar os espécimes dermatologicos sobre o
filme de albumina. A fixacdo pode ser feita por secagem ao ar ou por passagens
rapidas na chama do bico de Bunsen (ndo superaquecer).

2. 'Técnica de coloracio:
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Deixar o esfregaco por 1 minuto em dlcool etilico absoluto. Drenar o excesso de
alcool e colocar o esfregago em dcido periddico 5%, por 5 minutos.

Lavar o esfregaco em dgua corrente por 2 minutos e deixar em fucsina bésica por
2 minutos.

Lavar o esfregaco em dgua corrente por 2 minutos e deixd-lo por 3 a 5 minutos
em metabissulfito de sodio. Em seguida, lavar o esfregaco em dgua corrente por
5 minutos.

Deixar o esfregago em verde-claro por 5 segundos e lavar em dgua corrente por 5
a 10 segundos.

Desidratar o esfregaco por passagens em alcool etilico 85%, 95% e absoluto com
intervalos de 2 minutos.

Deixar em xileno por 2 minutos. Cobrir a preparacdo com laminula e observar
com iluminagao normal.

Montagem com giemsa

As coloragoes pelo giemsa ou Wright sdo aplicadas para esfregacos de sangue

com a finalidade de evidenciar a presenca de formas leveduriformes de Histoplasma
capsulatum intracelulares que aparecem como células de coloragio purpura com ha-
los hialinos (este halo ndo é uma cdpsula, mas sim um artefato de coloragio).

Procedimento

1.
2.
A

Fixar o esfregaco com dlcool metilico absoluto durante 3 a 5 minutos.
Cobrir o esfregaco com o corante de giemsa e deixar por cerca de 15 minutos.
Lavar em agua corrente. Secar a limina com papel absorvente.

Coloragao de Wright

Baseia-se na mistura de Romanowsky: azul de metileno (corante bdsico) + eosina

(corante dcido), permitindo a coloragido simultianea do nucleo e do citoplasma das
células.

Procedimento

1.
2.
=k

Fixar o esfregaco com dlcool metilico absoluto durante 3 a 5 minutos.

Cobrir o esfregaco com a solugio do corante de Wright durante 1 minuto,
Adicionar cuidadosamente igual volume da solu¢do-tampdo sobre a lamina e dei-
xar por 3 minutos.
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4. Lavar rapidamente com dgua corrente e secar.

Coloragdo com nigrosina ou tinta da China

Este procedimento é empregado para a observacio das capsulas de Cryptococcus
neoformans que eventualmente estejam presentes em liquor. A nigrosina ou tinta da
China (nanquim) nao cora efetivamente as estruturas fiingicas; na verdade, essa téc-
nica produz contraste, no qual as cdpsulas transhicidas ou hialinas se destacam em
um fundo negro. Existem numerosos artefatos que lembram as leveduras encapsula-
das de C. neoformans. A maioria destes é de células brancas e vermelhas, células da
glia e macréfagos. Somente quando tipicas leveduras gemulantes com halos hialinos
sdo vistas contra um fundo escuro é que se pode considerar o exame positivo. Mon-
tagens com KOH 10% devem ser usadas como controle. Se a quantidade de liquor for
pequena para o processamento (centrifugacio), apenas corar com nanquim o espé-
cime cru, antes do cultivo. A vantagem da nigrosina sobre nanquim ¢ a produgao de
um fundo mais homogéneo, o que facilita a pesquisa da capsula.

Procedimento

1. Colocar uma gota de nigrosina ou nanquim sobre uma lamina de microscopia.

2. Misturar uma pequena por¢io de LCR a nigrosina (a preparacio deve ser fina e de
colora¢do amarronzada).

3. Cobrir com uma laminula e aguardar por 10 minutos para permitir a acomodagio
das estruturas.

4. Examinar com objetivas de baixo e alto poder e com média a forte intensidade
luminosa.

Coloracao com branco de calcofitor

O branco de calcoflior € absorvido especificamente pela quitina da parede celular
fingica. Como a célula humana néo contém quitina, os tecidos do hospedeiro ndo sio
corados. Esta substincia produz fluorescéncia esbranquicada ou esverdeada, depen-
dendo do comprimento de onda usado (habitualmente 340 nm), quando observado
sob microscopio de UV (fluorescéncia). Em espécimes consistentes, o calcofliior pode
ser misturado ao KOH no momento da preparacdo microscopica. O calcoflior nao
fluoresce em esférulas de Coccidioides immitis e, em preparagoes vaginais, apresenta

certa dificuldade de interpretacio.
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Procedimento

1. Colocar uma gota de branco de calcofliior sobre uma limina de microscopia (po-
de-se acrescentar uma gota de KOH a 10% a gota de branco de calcofltior deposi-
tada sobre a lamina, para melhorar a preparagio).

2. Colocar o espécime na solugio de branco de calcofliior e KOH a 10%.

3. Cobrir com uma laminula e examinar em microscépio com fonte de UV para
elementos fingicos fluorescentes.

MEIOS DE CULTURA

Agar Sabouraud dextrose (ASD)

Indicagio Meio bdsico em laboratério de micologia, também denominado sim-
plesmente agar Sabouraud. Trata-se de meio dcido e nutricionalmente pobre. Nessas
condi¢des, impede o desenvolvimento de bactérias; entretanto, fungos oportunistas e
alguns patogénicos crescem sem maiores problemas. A composi¢ao contendo 4% de
glicose ou dextrose e pH 5,5 ¢ indicada para o estudo morfologico dos dermatéfitos;
entretanto, a com 2% de glicose (ou dextrose) e pH 6,5 € de escolha para o isolamento
de primirio de fungos patogénicos, com exce¢io apenas do Histoplasma capsulatum.

Composi¢do  Peptona (10 g), glicose ou dextrose (20 a 40 g), 4gar (20 g), d4gua
destilada (1.000 mL)

Forma de preparo  Misturar os ingredientes na dgua destilada e aquecer para dis-
solver. Dispensar em tubos e autoclavar a 121°C, por 15 minutos. Inclinar e deixar
solidificar. Placas podem também ser empregadas.

Caldo Sabouraud dextrose (CSD)

Indicacdo  Trata-se do mesmo meio, entretanto sem a adigdo de dgar.

Composicdo 20 ou 40 g de dextrose, 10 g de peptona e 1.000 mL de dgua destilada.

Forma de preparc  Misturar os ingredientes na dgua destilada e aquecer para dis-
solver. Dispensar em tubos e autoclavar a 121°C, por 15 minutos.

Agar ou caldo Sabouraud dextrose com cloranfenicol

Indicacdo Trata-se de dgar ou caldo Sabouraud acrescido de um potente anti-
bacteriano.

Composicdo  Peptona (10 g), glicose (20 g), dgar (20 g), 4gua destilada (1.000 mL),
cloranfenicol (100 a 200 mg).
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Forma de preparo  Dissolver 100 mg de cloranfenicol em 10 mL de dlcool 95°C.
Adicionar em um litro de ASD antes da autoclavacio.

Agar ou caldo Sabouraud com gentamicina

Indicagdo Trata-se de dgar ou caldo Sabouraud acrescido de um potente anti-
bacteriano.

Composicio Peptona (10 g), glicose (20 g), dgar (20 g), 4gua destilada (1.000
mL), gentamicina (40 mg)

Forma de preparo Dissolver 40 mg de gentamicina em 10 mL de édlcool 95°C.
Adicionar um litro de ASD antes da autoclavagio.

Agar Mycosel® ou micobiético

Indicacio E a variante do ASD com cloranfenicol e ciclo-heximida (meios co-
merciais Mycosel®, Micobiotic® Agar ou Meio Seletivo® para fungos) e é comumente
utilizado para isolamento de fungos patogénicos, principalmente dermatofitos. A ci-
clo-heximida € utilizada para selecionar dermatofitos, inibindo parcial ou totalmente
o crescimento de fungos aneméfilos; ja o cloranfenicol inibe o crescimento de bacté-
rias e de alguns fungos filamentosos. Seu uso também estd indicado para cultivo de
materiais coletados de lesdes com suspeita de dermatofitose, uma vez que aumenta
a sensibilidade no isolamento desses fungos, como ja citado. No entanto, deve-se ter
em vista que essa substancia poderd inibir o isolamento de fungos oportunistas, como
Aspergillus sp., Histoplasma capsulatum na fase leveduriforme e certas leveduras pato-
génicas dos géneros Candida, Rhodotorula, Trichosporon e Cryptococcus.

Composicdo Peptona (10 g), glicose (10 g), agar (15 g), 4gua destilada (1.000
mL), cloranfenicol (100 a 200 mg), ciclo-heximida (500 mg).

Forma de preparo  Diluir separadamente 400 mg de ciclo-heximida (actidione)
em 10 mL de acetona. Diluir 100 mg de cloranfenicol em 10 mL de dlcool 95°C, Mis-
turar as solugdes e adicionar 1 litro de ASD antes da esterilizacdo. Acertar o pH em
5,6.

O dgar Mycosel® pode ser suplementado, antes de ser autoclavado, com 6leo de
oliva (0,5 a 1 mL) para isolamento da levedura lipofilica Malassezia furfur.

Agar infusdo de cérebro-coracao (brain heart infusion agar — BHIA)

Indicagio  E um meio rico utilizado para a recuperagéo de fungos, principalmen-
te de dimorficos,
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Composicdo  Brain heart infusion (BHI) (37 g), dgar (20 g), 4gua destilada (1.000 mL).

Forma de preparo  Misturar os ingredientes na agua destilada e aquecer para dis-
solver. Dispensar em tubos e autoclavar a 121°C, por 15 minutos. Inclinar e deixar
solidificar. Placas podem também ser empregadas.

Caldo infusdo de cérebro-coracao

Indicagdo  Trata-se do mesmo meio, entretanto, sem a adi¢io de dgar.

Composicio BHI (37 g), 4gua destilada (1.000 mL).

Forma de preparo  Misturar os ingredientes na dgua destilada e aquecer para dis-
solver. Dispensar em tubos e autoclavar a 121°C, por 15 minutos.

Agar Sabouraud - infusao de cérebro-coracao (Sabouraud brain heart infusion
— SABHI)

Indicagde Combinacio entre ASD e BHI em partes iguais. A adicdo do BHI suple-
menta o meio de Sabouraud e permite que fungos de crescimento lento ou fastidioso se
desenvolvam. Crescem nesse meio fungos oportunistas e patogénicos, agentes de micoses
subcutineas ou profundas. Dermatdéfitos também podem ser isolados a partir desse meio,
porém ndo ¢ um meio recomendado para cultura de espécimes de pele, pelos e unhas.

Composicdo Dextrose (40 g), peptona (10 g), BHI (37 g), 4gar (20 g), 4gua des-
tilada (1.000 mL).

Forma de preparo  Misturar os ingredientes na dgua destilada e aquecer para dis-
solver. Dispensar em tubos e autoclavar a 121°C, por 15 minutos, inclinar e aguardar
solidificar. Também podem ser utilizadas placas.

Agar Sabouraud - infusao de cérebro-coracdo com sangue de carneiro
(SABHI com sangue)

Aumenta a possibilidade de isolamento de Histoplasma capsulatum, pela adicio
de 5 a 10% de sangue de carneiro desfibrinado ao SABHI autoclavado e fundido a 45
a 50°C. Meio de escolha para conversio a fase leveduriforme do fungos Histoplasma
capsulatum e Blastomyces dermatitidis.

Caldo BHI-sangue com cloranfenicol

Indicagdo Meio especialmente indicado para o isolamento primdrio de Histo-
plasma capsulatum.
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Composicio BHI (37 g), 4gar (20 g), 4gua destilada (1.000 mL), cloranfenicol
(100 a 200 mg), sangue desfibrinado de carneiro estéril (5 a 10%).

Forma de preparo Misturar o BHI e o dgar a dgua destilada e aquecer para dis-
solver. Autoclavar a 121°C, por 15 minutos. Acrescentar os antibacterianos. Deixar
esfriar até 50°C e adicionar de 50 a 100 mL de sangue desfibrinado de carneiro estéril,
agitando o frasco. Dispensar em tubos inclinados ou em placas de Petri.

Caldo BHI-sangue com cloranfenicol e ciclo-heximida

Mesma fungdo que o caldo BHI-sangue com cloranfenicol, entretanto inibindo o
crescimento de fungos anemdofilos.

Agar extrato de levedura e fosfato

Indicacdo  Purificagdo de culturas de Histoplasma capsulatum e Blastomyces der-
matitidis acentuadamente contaminadas.

Composicdo  Extrato de levedura (1 g), solugdo concentrada de fosfato (2 mL),
agar (20 g), agua destilada (1.000 mL).

Forma de preparo Em volume de 400 mL de dgua destilada dissolver o dgar e o
extrato de levedura e adicionar 2 mL da solugio de fosfato (dissolver 40 g de fosfato
de sédio dibasico em 300 mL de 4gua destilada e adicionar 60 g de fosfato de potassio
monobdsico). Distribuir em tubos e autoclavar a 121°C, por 20 minutos. Placas po-
dem ser empregadas.

Meio de Czapeck-Dox

Indicagdo Meio bastante utilizado no estudo das Aspergilaceas (Aspergillus, Pe-
nicillium e outros) e dos agentes da cromomicose (Fonsecaea, Phialophora, Cladospo-
rium),

Composicdo  Sacarose (30 g), nitrato de sédio (3 g), fosfato de potassio dibasico
(1 g), sulfato de magnésio 7H,0O (0,5 g), cloreto de potissio (0,5 g), sulfato ferroso
7H,0 (0,01 g), agar (15 g), dgua destilada (1.000 mL).

Forma de preparo Aquecer a dgua destilada para dissolver o dgar, adicionar os
sais, agitando e, em seguida, misturar a sacarose, dissolvendo-a completamente. Dis-
tribuir e autoclavar a 121°C, por 15 minutos.
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Agar fubé

Indicagdo  Meio geralmente utilizado para o crescimento de fungos filamentosos
e Zygomycetes. Também ¢ utilizado para diferenciagio de espécies de Candida por
microcultivo.

Composicio  Fubd (50 g), 4gar (15 g), 4gua destilada (1.000 mL).

Forma de preparo  Adicionar o fubd em 250 mL de agua e ferver até borbulhar.
Filtrar o fubd em gaze dobrada em quatro. Dissolver o dgar em 250 mL de dgua e
restaurar o volume da infusido de fuba para 250 mL com agua quente e juntar as sus-
pensdes. Ajustar o pH para 6,6 a 6,8.

Agar batata dextrose (BDA)

Indicagdo Identificacdo de fungos hialinos, demiéceos e Zygomycetes. O BDA ¢
um dos meios mais comumente utilizados em micologia médica para esporulagao e
produgio de pigmentos de diversos fungos oportunistas e patogénicos.

Composicdo  Glicose (10 g), infusdo de batatas (200 a 500 mL), 4gar (20 g), 4gua
destilada (1.000 mL).

Forma de preparo  Misturar os ingredientes na dgua destilada e aquecer para dis-
solver. Dispensar em tubos e autoclavar a 121°C, por 15 minutos. Inclinar e deixar
solidificar. Placas podem também ser empregadas.

Dermatophyte test medium (DTM)

Indicagdo O DTM s6 € recomendado para a recuperagao de dermatofitos de es-
pécimes de pele, pelos e unhas acentuadamente contaminados. A viragem da cor do
meio de amarelo para vermelho indica o crescimento de dermatéfitos. Outros fungos
também podem produzir a mudanca da cor, determinando falso-positivos.

Composicdo  Fitona (10 g), glicose (10 g), solugdo de vermelho de fenol (40 mL),
acido cloridrico 0,8 N (6 mL), ciclo-heximida (500 mg), sulfato de gentamicina (100
mg), tetraciclina (100 mg), dgar (20 g), 4gua destilada (1.000 mL), pH 5,5.

Forma de preparo  Inicialmente misturar a solugio de vermelho de fenol (500 mg
de vermelho de fenol + 15 mL de hidréxido de sédio 0,1 N + 100 mL de dgua desti-
lada) ao dgar e ciclo-heximida, e aquecer para dissolver em dgua destilada. Dispensar
em tubos e autoclavar a 121°C, por 15 minutos. Adicionar solugio de tetraciclina (100
mg de cloridrato de tetraciclina dissolvida em 10 mL de dlcool absoluto) somente no
meio autoclavado e resfriado a 45 a 50°C. Inclinar e deixar solidificar. Placas podem
também ser empregadas.
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Agar acidocafeico

Indicagio O meio é recomendado para o isolamento quando o agente suspeito
for do género Cryptococcus. A produgido de colénias negras auxilia no reconhecimen-
to dessa levedura.

Composi¢do  Dextrose (50 g), sulfato de amdnia (5 g), extrato de levedura (2 g),
fosfato de potassio dibasico (0,8 g), sulfato de magnésio 7H,0 (0,7 g), 4cido cafeico
(0,18 g), cloranfenicol (50 mg), solugdo de citrato férrico (4 mL), dgar (15 g) e dgua
destilada (1.000 mL).

Forma de preparo Pela mistura dos ingredientes em 4gua destilada com aque-
cimento para dissolver, acrescentar o cloranfenicol e posteriormente dispensar em
tubos para autoclavar a 121°C, por 15 minutos. Inclinar e deixar solidificar. Placas po-
dem também ser empregadas. A solucio de citrato férrico € preparada pela dissolugio
de 10 mg de citrato férrico em 20 mL de dgua destilada.

Agar semente de niger

Indicagdo O meio é recomendado para o isolamento quando o agente suspeito
for do género Cryptococcus. A produgio de col6nias negras auxilia no reconhecimen-
to dessa levedura.

Composicdo  Glicose (1 g), extrato de semente de niger (200 mL), cloranfenicol
(50 mg), gentamicina (40 mg), difenil (10 mL), 4gar (20 g), 4gua destilada (800 mL).

Forma de preparo
1. Preparo do extrato de niger: triturar 70 g de semente (alpiste) em liquidificador,

ressuspendendo em 350 mL de agua destilada, para autoclavar a 121°C, por 15
minutos. Na sequéncia, o contetido deve ser filtrado em gaze por trés vezes até que
a mistura fique aparentemente homogénea.

2. Preparagdo do meio: dissolver a quantidade proporcional de agar puro para mis-
turar ao extrato de niger. Em seguida deve ser aquecido rapidamente (em torno de
trés minutos) em forno micro-ondas para dissolver o dgar com o extrato de niger
para obter uma mistura homogénea. Finalmente, autoclavar a mistura a 121°C,
por 15 minutos.

Agar extrato de malte

Indicacdo Identificagdo de fungos leveduriformes e hialinos {(Aspergillus, Peni-
cilliun e Fusarium) e Zygomycetes.
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Composicio Peptona (10 g), glicose (20 g), extrato de malte (20 g), dgar (20 g),
agua destilada (1.000 mL).

Forma de preparo  Misturar os ingredientes em dgua destilada e aquecer para dis-
solver. Dispensar em tubos e autoclavar a 121°C, por 15 minutos. Inclinar e deixar
solidificar. Placas podem também ser empregadas.

Agar extrato de malte — extrato de levedura

Indicacdo Identificagdo de fungos leveduriformes.

Composicao  Extrato de malte (3 g), extrato de levedura (3 g), peptona (5 g), dex-
trose (10 g), agar (15 g), dgua destilada (1.000 mL).

Forma de preparo  Misturar os ingredientes em dgua destilada e aquecer para dis-
solver.

Dispensar em tubos e autoclavar a 121°C, por 15 minutos. Inclinar e deixar soli-
dificar. Placas podem também ser empregadas.

Finalidade dos meios de cultura

De acordo com a finalidade micoldgica os meios especiais podem ser classifica-
dos em:

= Meios de pré-enriquecimento: sio aqueles que permitem a dessensibilizacdo de
microrganismos injuriados, como para amostras que sofreram algum tipo de tra-
tamento (térmico ou quimico), por exemplo: agua peptonada e dgua glicosilada.

= Meios de enriquecimento: quando proporcionam nutrientes adequados ao cres-
cimento de microrganismos presentes usualmente em numero baixo ou de cres-
cimento lento. Esses meios tém a propriedade de estimular o crescimento de
determinados microrganismos, mas existem alguns que também podem inibir o
crescimento de outros, por exemplo: caldo Sabouraud e caldo YM (extrato de le-
vedura e extrato de malte).

= Diferenciais: quando contém substincias que permitem estabelecer diferengas en-
tre microrganismos muito parecidos, como meio CHROMagar® Candida.

= Seletivos: os que contém substincias que inibem o desenvolvimento de determi-
nados grupos de microrganismos, permitindo o crescimento de outros, por exem-
plo: dgar canavanina-glicina-azul de metileno (CGB). A maioria deles é também
diferencial, permitindo diferenciar as colonias (s6lidos) dos microrganismos.

= Identificacdo: prestam-se a realizacido de provas bioquimicas e verificacio de fun-
¢oes fisiolégicas de organismos submetidos a identificacio, por exemplo: dgar ureia.
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Dosagem: empregados em determina¢des de vitaminas, antibiéticos e aminodci-
dos.

Contagem: empregados em determinagdo quantitativa da populagio microbiana,
por exemplo: dgar de contagem em placas e dgar batata dextrose,

Estocagem ou manutencio: utilizados para conservacio de microrganismos no
laboratorio, garantindo sua viabilidade, por exemplo: dgar Sabouraud dextrose 4%
e agar YM.
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CAPITULO 3 — ROTINA DE DIAGNQSTICO

Figura2 Tubo germinativo.
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CAPITULO 5 — MICOSES CUTANEAS

Figura2 Micromorfologia colonial do E. floccosum.

Figura 8 Frente e verso da coldnia do Trichophyton rubrum, comparando com colbnias de Epidermo-
phyton floccosum (A) e Microsporum canis (B).
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CAPITULO 6 — MICOSES SUBCUTANEAS

Figura 4 Reproducao tipo cladosporium.

Figura 5 Estrutura moriforme, corpo esclerdtico ou corpo fumagoide. Fonte: Salgado et al. (2004).
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Figura 6 Exame direto: formas arredondadas, membrana dupla, catenular. Fonte: Talhari et al. (2010).
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CAPITULO 8 — OUTRAS MICOSES

Figura2 Cultura de Cryptococcus sp. em agar niger. Fonte: Lugarine (2007).
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Figura3 Célula leveduriforme em brotamento e pseudo-hifa.
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Figura5 Exame direto dos fungos da classe Zygomycetes. Fonte: Malhotra et al. (2009).

Figura 12 Micromorfologia colonial do Fusarium sp.
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