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INTRODUCAO

Durante muitos anos a Micologia teve pouca expressdo na area
médica, possivelmente pela falta de diagndstico adequado. Ultimamente, o
nimero de pacientes suscetiveis aos mais variados tipos de infec¢des tem
aumentado significantemente. Com esse crescimento, as infec¢des flingicas
vém se tornando mais freqlientes.

Com o aparecimento da antibioticoterapia, utilizacdo de métodos
imunossupressores, surgimento da AIDS e melhora nos métodos
diagndsticos observamos aumento no numero de casos de infecgdes
fangicas.

O diagnéstico de uma infeccao flingica tem por base a combinacdo
de dados clinicos e laboratoriais. O processo laboratorial inclui:
demonstra¢do do fungo no material examinado por microscopia e cultura,
deteccdo de anticorpos especificos e detec¢do de antigenos e metabdlitos
liberados pelo fungo nos liquidos corpéreos ou tecidos.

Tendo em vista a importancia do diagndstico micoldgico, a disciplina
objetiva desenvolver no aluno a capacidade de identificacdo de fungos
filamentosos e leveduriformes assim como introduzir os principais aspectos

da Micologia Médica. Portanto, torna-se imprescindivel o bom



conhecimento das principais estruturas fingicas e das técnicas utilizadas
em sua identificacao.

As micoses podem ser divididas em:

Superficiais:

e Pitiriase versicolor
e Piedra branca
¢ Piedra negra

Cutaneas:

e Dermatofitoses
e (Candidiase

Subcutaneas:

Cromomicose,

Esporotricose

Micetoma (eumicetoma e actinomicetoma)
Zigomicose

Rinosporidiose

Doencga de Jorge Lobo

Feo-hifomicose

Hialo-hifomicose

Sistémicas:

e Paracoccidioidomicose
e Histoplasmose

Oportunistas:

¢ Criptococose
e Aspergilose



PARTE I

MICOSES SUPERFICIAIS

Micoses que desenvolvem alteracdes apenas na camada mais
superficial do estrato cérneo e ndo induz, na maioria das vezes, qualquer
resposta inflamatdria no hospedeiro.

Principais Doengas e agentes etioldgicos:
Pitiriase versicolor — Malassezia furfur
Piedra negra — Piedraia hortae

Piedra branca — Trichosporon beiguele

- Pitiriase versicolor:

Infec¢do geralmente assintomadtica, mas, em raras ocasides, pode ser
relatado pelo paciente um discreto prurido. Apresenta-se como manchas
hipo ou hiperpigmentada, descamativas geralmente no térax, pescoco e
bracos em adultos jovens, sem distingdo de sexo. Os principais fatores
endégenos para o aparecimento das lesdes sdo: Pele gordurosa, elevada
sudorese, fatores hereditdrios e uso de terapia imunossupressora.

Ag. Etiologico: Malassezia furfur

Diagnéstico:

Raspado de pele clareado com KOH.

Escamas de Pele com Malassezia Furfur

Coradas pelo P.A.S: Leveduras arredondadas, formando aglomerados em
forma de cachos de uva ou mosaico; hifas curtas e grossas, em forma de Y
ou L, de cor vermelha.

Isolamento: Para isolamento primdrio de fungo de material clinico, com
suspeita de petiriase versicolor, devemos utilizar um meio especialmente

preparado para o isolamento dessas leveduras, visto que sdo
lipodependente.



- Piedra Negra

Micose que se caracteriza clinicamente pelo aparecimento, nos
cabelos e raramente em outros pé€los do corpo humano, de noddulos
endurecidos e de coloracdo escura. Doenca benigna, baixo contdgio, carater
cronico, freqiientemente recidivante que afeta ambos os sexos.

Ag. Etiolégico: Piedraia hortae

Diagnéstico:
Piedraia hortae

Em pélo: Produz a piedra negra. Numero varidvel de nédulos duros,
escuros (marrons e negros), localizados ao longo do pélo.
Microscopicamente observam-se hifas, formando um pseudo-tecido (ou
pseudoparénquima), devido a justaposicao das mesmas. O aspecto é de
mosaico, com areas mais claras, onde se localizam os ascos contendo
ascosporos, s6 visiveis apos esmagamento e clareamento com KOH.

- Piedra Branca:

Nédulos fracamente aderidos aos cabelos ou pélos de cor branca-
amarelado. Doenca de distribuicdo geogrifica com predile¢ao por climas
tropicais e temperados, de cardter assintomdtico, benigno e de baixo
contdgio, que acomete indistintamente cabelos e pélos das regides axilares,
pubianos, perianal, barba e bigode.

Agente etiolégico: Trichosporon beigelli

Diagnéstico:
Trichosporon beigelii
Em pélo: Produz a piedra branca, geralmente localizada na extremidade do

pelo. A superficie ¢ homogénea, devido a massa de leveduras. A cor varia
de branco a amarelo.



MICOSES CUTANEAS

e Dermatofitose
e (Candidiase

Dermatofitos:

Pertencem ao grupo dos fungos denominados de dermatéfitos os
fungos filamentosos, hialinos, septados, algumas vezes artroconidiados,
queratinofilicos, passiveis de colonizar e causar lesdes clinicas em pélos
e/ou extrato cérneo de homens e animais. Sao divididos em trés géneros:
Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. Em relacdo ao seu habitat
podem ser divididos em geofilicos- vivem em solos, zoofilicos — vivem em
animais e antropofilicos — vivem no homem.

Os aspectos clinicos das lesdes dermatofiticas sao bastante variados e
resultam da combinagdo de destruicdo da queratina associada a uma
resposta inflamatéria, mais ou menos intensa, na dependéncia do binémio
parasito/hospedeiro. Na classificacdo clinica das dermatofitoses sao
utilizadas as denominagdes Tinea seguidas do sitio anatdomico das lesdes,
exemplo: Tinea capitis (couro cabeludo).

Descricdo das principais dermatofitoses e seus agentes mais frequentes:

e Tinea pedis (tinha do pé): T. rubrum, T. mentagrophytes,
E.floccosum
¢ Tinea ungueum (tinha da unha, onicomicose) : T. rubrum, T.
mentagrophytes
e Tinea corporis, Tinea circinada (tinha de pele glaba): T. rubrum, T.
mentagrophytes, M. canis
¢ Tinea barbae (tinha da barba): T. verrucosum, M. canis, T. violaceum
e Tinea cruris (tinha da regido inguino-crural): 7. rubrum, E.
floccosum
¢ Tinea favica (tinha alopeciante): T. schoenleinni
¢ Tinea capitis (tinha do couro cabeludo): endotrix: 7. mentagrophytes,
T. violaceum, T. tonsurans — ectotrix: M. canis, M. gypseum
Obs.: endotrix: parasitismo no interior dos pé€los — ectotrix: parasitismo
fora do pélo



Descrevemos as principais caracteristicas diferenciais dos géneros e
espécies mais comuns encontradas parasitando o homem:

Género Trichophyton;

Género mais freqiientemente isolado de material clinico, acometendo tanto
a pele glaba como os cabelos e unhas.

T. rubrum;

Espécie antropofilica cosmopolita. Sua transmissado é exclusivamente
inter-humana ou por fomites contaminados.
Crescimento em 12-16 dias em agar Sabouraud. Coldnias com textura
algodonosa, apresentam tonalidade branca que, com o passar do tempo,
pode tornar-se avermelhada e reverso avermelhado. Apresenta grande
quantidade de microconideos, regulares e piriformess. Os macroconideos,
quando presentes, podem apresentar-se como clavas alongadas, quase com
um aspecto cilindrico e com duas a nove septagdes.

T. rubrum

T.tonsurans:

Parasita antropofilico. Apresentam crescimento intermedidrio, com
maturacdo 12-16 dias apds semeadura primdria, colonias bastante varidveis
que pode variar do algodonoso ao veludoso. Verso com coloracao branco e
reverso apresenta tons variados de castanho-avermelhado. Apresenta
numerosos microconideos dispostos em aclddio e de formas variadas.



T. tonsurans

T. mentagrophytes:

Pode apresentar variedades : T. mentagrophytes var. mentagrophytes
espécie zoofilica em agar Sabourad apresenta textura pulverulenta de
coloragao que pode variar do branco-amarelado ao castanho-avermelhado —
reverso avermelhado e T. mentagrophytes var. interdigitale espécie
antropofilica col6nia veludosa ao algodonosa, de coloracdo branco-
amarelado, reverso acastanhado ou avermelhado. A diferenciacdao das
variedades ndo € evidente.

Microscopicamente, as colonias apresentam grande quantidade de
microconideos arredondados e agrupados, o que lhes confere o aspecto em
cacho. Os macroconideos, quando presentes, mostram um aspecto
semelhante a um charuto, som um a seis septos transversais. Com
freqiiéncia observam-se estruturas de ornamentacdo, tais com hifas em
espiral.



T. mentagrophytes

T. verrucosum:

Trata-se de um fungo cosmopolita que parasita principalmente
bovinos, podendo esporadicamente causar lesdes em humanos.
Clinicamente pode causar lesdes bastante inflamatérias do couro cabeludo,
pele glaba, barba e bigode. Crescimento lento que varia de 13-25 dias.
Macroscopicamente, a colonia caracteriza-se por uma textura veludoso,
pigmentacdo do verso que varia do branco ao amarelo ocre. O reverso
apresenta-se em de amarelo com pigmento ndo difusivel pelo meio. A
microscopia Optica, de material proveniente de Agar Sabouraud ndo
apresenta microconideos nem macroconideos. O que chama a atengio e a
quantidade de cadeias formadas por clamidoconideos grandes.

T. verrucosum
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T. schoenleinii:

Crescimento lento que varia de 14 a 30 dias. Coldnias com textura
veludosa e pigmentacdo que varia do bege ao castanho escuro. O reverso
segue o mesmo tom do verso ndo se observa pigmento difusivel no meio.
Na microscopia geralmente ndo sdo observados macroconideos nem
microconiseos; entretanto, véem-se numerosas hifas septadas e em
bifurcacdo, associadas a hifas em forma de candelabro e a hifas em forma
de cabeca de prego.

T. schoenleinii

Género Microsporum:
M.canis:

E um dermatéfito zoofilico transmitido ao homem por diversos
animais domésticos principalmente felinos jovens. Clinicamente, &
responsavel por lesdes do couro cabeludo, caracterizada por grandes placas
de alopécia, principalmente em criangas. Crescimento rdpido de 6-10 dias.
Textura algodonosa de tonalidade branca. O reverso apresenta-se de
coloracdo amarelo-limdo. A microscopia direta da col6nia mostra na
maioria das vezes grande quantidade de macroconideos fusiformes
verrucosos, de paredes grossas € com numerosas septagcdes, que variam
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de 5 a 7. Os microconideos sem em quantidade variadas e sem nenhum
valor diagnostico.

M. gypseum:

Espécie geofilica, que infecta o homem através do contato com o
solo contaminado. Coldnia de crescimento rdpido 3-5 dias.
Macroscopicamente a colonia possui textura pulverulenta com pigmentacao
amarelo-acastanhado. O reverso pode apresentar variagdes de cores que vao
do alaranjado ao marrom. Microscopicamente apresentam macroconideos
simétricos, com 3-7 septos de paredes finas, extremidade arredondada e
superficie levemente rugosa.

M. gypseum

=B B
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Género Epidermophyton;
E. floccosum:

Dermatéfito  antropofilico. Crescimento rdpido 7-10 dias.
Macroscopicamente essas colOnias apresentam textura algodonosa. A
coloracao dos bordos e do verso € amarelo-esverdeada. O reverso da
colonia tende a acompanhar a coloracdo do verso. Pigmento difusivel no
meio. Microscopicamente, caracteriza-se pela presenca de macroconideos
de parede fina, com 2 a 5 septos e agrupados em cachos.

E. floccosum

-Candidiases:

Nome de conotacdo genérica para denominar doencas causadas por
Candida albicans e outras espécies. O habitat da Candida € bastante amplo,
no homem essa levedura habita a mucosa digestiva e por contigiiidade a
mucosa vaginal. A infeccdo pode atingir mucosas, tecido cutineo e em
alguns casos pode ser sist€émica. As manifestacdes clinicas apresentam
grande diversidade de quadros, podendo ser divididas em trés grandes
grupos: Candidiase cutdneo-mucosa, Candidiase sistémica e candidiase
alérgica. As principais espécies patogénicas sao:

C. albicans
C. tropicalis
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C. pseudotropicalis
C. guilliermondi

C. parapsilosis

C. krusei

MICOSES SUBUTANEAS

Micoses subcutineas sdo infeccdes causadas por um grupo
diversificados de fungos que ataca o homem e os animais . As lesdes
aparecem inicialmente a partir de um ponto de inoculacdo de estruturas
fingicas, através de traumatismos diversos. Podem permanecer localizados
ou se espalhar pelos tecidos adjacentes, por via linfatica ou hematogénica.
As maiorias dos fungos envolvidas sdo saprobios habituais do solo e
vegetais em decomposi¢ao.

As principais micoses subcutaneas sao; Cromoblastomicose, esporotricose,
micetoma (eumicetoma e actinomicetoma), zigomicose, rinosporidiose,
doenca de Jorge Lobo, feo-hifomicose e hialo-hifomicose.

Cromoblastomicose:

Infeccdo crdnica, granulomatosa, caracterizada por lesdes nodulares,
verrucosas, papilomatosas, por vezes ulceradas, localizadas,
preferencialmente nos membros inferiores, tendo como agente etiolégico
fungos de coloracdo escura (demacidceos), distribuidos por diversas
espécies. Os principais sdo: Fonsecaea pedrosoi, F. compacta,
Phialophora verrucosa, Clodophialophora carrionii e Rhinocladiella
aquaspersa.

A principal via de contégio se faz através de solucdo de continuidade
produzida na pele por fragmentos de vegetais ou madeira contaminados.

Diagnéstico:

Exame direto: Material proveniente das lesdes (escamas, crostas ou pus)
ou pequeno fragmento de bidpsias clarificado com KOH. Observam-se
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células arredondadas de contornos bem nitidos, acastanhados, algumas se
mostrando em processo de reproducao bindria (células esclerdticas).

Cultura: Em dgar Sabouraud crescimento em torno de 7 a 15 dias de
colonias escuras. O aspecto microscopico da cultura ndo é o mesmo em
todos os casos, sofrendo variacdes na morfologia, fato que leva a
identificacdo das espécies.

Fonsecaeatype Rhinocladiella-type Phialo, i

a6 : phora-type Cladosporium-t
conidiation conidiation conidiation conlljdia’:g; pe
Esporotricose:

A esporotricose € uma infeccao de evolucdo sub-aguda ou cronica,
caracterizada por pequenos tumores subcutineos (gomas), que tendem a
supuragdo e ulceragdo. O agente etiologico € o Sporothrix schenckii, fungo
dimérfico, que se introduz nos tecidos organicos através de traumatismo
ou, raramente, por inalagdo. Esse fungo € encontrado em vida saprofitica
em vegetais, solo, dguas contaminadas e animais. A forma clinica mais
freqiiente da micose € a linfangite nodular ascendente, que se inicia pela
inoculacdo do agente, geralmente nas extremidades (cancro de inoculagdo),
atingindo os glanglios linfaticos.

Diagnéstico:
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Exame direto: “A fresco” ndo revela nenhuma forma conclusiva do S.
schenckii. Esfregacos de pus corados pelo Gram, PAS ou Gomori,
raramente permitem a visualizacio do fungo. As células fiingicas
observadas nas lesOes sdo raras, € quando presentes sao vistas pequenas
leveduras com ou sem brotamento em forma de navete, ou sob a forma de
corpo asterodide.

Cultura:

Macromorfologia: Culturas de crescimento rdpido (4 dias). Apresentam
dimorfismo térmico. A 25-30° C, coldnias inicialmente lisas e brancas, que
se tornam Umidas, enrugadas ou aveludadas, e, com frequéncia, escurecem
apresentando coloracdo marrom ou preta. Alguns isolados sdo inicialmente
escuros. A 35- 37°C colonias de cor creme ou bronzeada, lisas, macias e
leveduriformes.

Micromorfologia: 25-30°C - Hifas septadas, delgadas, conidiéforo
verticilado, sessil ou pedunculado, com conidios alongados, afilados nas

duas extremidades, pequenos e unicelulares. Fracamente ligados as hifas,
tendo uma disposi¢do com aspecto de “margarida”.

\o
-,ﬁ

25°C on SDA . 37°C on BHI

Micetomas:

Defini¢do: Micetoma € uma sindrome clinica, de evolucdo cronica,
caracterizada pelo aumento de volume de uma regido ou 6rgdo, com a
presenca ou nao de fistulas que drenam um material seroso ou sero-
purulento no qual podem ser encontrados “graos”. A triade de tumefacao,
fistulas que drenam e a presencga de graos € usada no sentido restrito para
definir o termo micetoma. O Grao é um aglomerado de microrganismos.
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O micetoma pode ser provocado tanto por bactérias como por fungo
verdadeiro.

Os micetomas sao classificados em dois grupos: actinomicéticos ou
actinomicose € maduromicéticos ou maduromicose. O primeiro grupo,
mais numeroso, estdo o0s micetomas produzidos por bactérias, os
actinomicetos. No segundo estdo os micetomas provocados por fungos
verdadeiros, ou eumicetos.

Ainda os micetomas actinomicéticos (de origem bacteriana) podem
ser divididos em dois grupos, segundo a origem enddégena ou exdgena do
agente:

- Actinomicose, de origem enddgena, provocada por actinomicetos
anaerdébicos, sendo os mais freqiientes o Actinomyces israelli, e
Arachnia propionica.

- Nocardiose, de origem exdgena, provocada por actinomicetos
aerobios, sendo os mais freqlientes a Nocardia asterides, N.
brasiliensis e vérias espécies do género Streptomyces,
principalmente o S. somaliensis.

Os micetomas maduromicéticos, causados pelos eumicetos sao

provocados principalmente pelo Madurella grisea, M. mycetomatis e

Pyrenochaeta romeroi.

Diagnéstico:

O diagndstico laboratorial dos micetomas € baseado na observacao
dos graos, que drenam espontaneamente das lesdes, ou que sdo
extraidos através de punc¢do ou biopsia.

Grado de actinomiceto

Em corte de tecido: O grio aparece no meio de uma drea com grande
infiltracdo linfocitdria, sem forma regular e sem estrutura interna bem
definida. E constituido de massas de finissimos filamentos. Nas bordas
freqiientemente formam-se massas irregulares ou expansdes com forma de
clava . A cor varia muito devido a diversidade dos agentes causais (desde
azul a vermelho claro), variando também conforme a técnica de coloracao.

Grdao maduromicotico

Em corte de tecido: Graos grandes, de forma irregular, contorno bem
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nitido, com estrutura interna constituida de hifas cortadas em diversas
posi¢des, dando um aspecto do mosaico irregular. Nao apresentam clavas e
a coloragdo varia de marrom a preto.

Zigomicose:

Zigomicose sdo infeccdes causadas por fungos pertencentes a classe
dos Zygomycetes. Em sua maioria, esses organismos sdo saprofiticos,
vivendo no solo, dgua e nos vegetais em decomposicdo. Sdo fungos
filamentosos constituidos de hifas largas e sem septo. A zigomicose ¢
dividida em duas entidades clinicas distintas: a mucormicose, também
conhecida apenas como zigomicose; e a entomoftoromicose, cujos agentes
etioldgicos pertencem as ordens dos Mucorales e Entomophtorales,
respectivamente.

A mucormicose € uma infeccdo, em geral, de evolucdo ripida e
fulminante. Os agentes etioldgicos mais freqiientemente isolados nos
quadros de mucormicose sdo os seguintes: Mucor sp., Rhizopus sp.,
Rhizomucor sp. e Absidia sp.. As principais formas clinicas dessa doenca
sdo: Zigomicose cutinea (trauma mecanico), zigomicose pulmonar (bola
fungica), zigomicose rinocerebral (forma clinica mais comum- inicia-se nos
seios paranasais e evolui para o celebro) e zigomicose sistémica (estd
relacionada com a forma primdria pulmonar).

Diagnéstico:

Exame direto: KOH, observam-se hifas largas, ndo septadas, irregulares.
Cultura; Meio Sabouraud — Nao usar meio com cicloeximida pois impede o
crescimento do fungo.

Rhizopus sp

Macromorfologia: Colonia de crescimento rdpido, cotonosa, inicialmente
branca, passando para acinzentada ou amarronzada, recoberta de pontos
negros.

Micromorfologia: Hifas vegetativas largas, cenociticas (septos ausentes),
hialinas. Esporangiéforos ligados por estolones que conectam as bases das
estipes (hastes) nos pontos de fixagcdo sobre a superficie. As estipes podem
ser tnicas ou faciculadas (formando feixes), sem ramificacdo, tendo na
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base os rizoides ou rizomorfas que sdo 6rgdos com aspecto de raiz e tém
por funcao fixar sobre superficies e absorver alimentos. A extremidade da
estipe alarga-se como ‘“‘guarda chuva’(columela) de onde sai a membrana
formadora do esporangio. Este é globoso, inicialmente incolor, passando a
preto com a idade da cultura. No interior do esporangio formam-se os
esporangidsporos que , quando maduros, sdo liberados em grande ntimero
apOs a ruptura da membrana.

Mucor (p. 107) Rhizopus (p. 108)
\
X
Rhizomucor (p. 110) Absidia (p. 111)

Y A

. VA
o

Entomoftoromicose:

E uma infecgdo cronica do tecido subcutineo e mucosa, causada por
fungos que vivem saprofiticamente no solo , vegetais em decomposi¢io e
fezes de répteis e anfibios. A infec¢do ocorre com maior freqiiéncia através
da inalacdo ou inoculacdo de esporos. Os principais agentes etiolgicos
sdo; Delacroixia coronata e o Basidiobolus ranarum.

Feo-hifomicose:

A designacgao feo-hifomicose foi proposta por Ajello, em 1974, para
denominar infec¢des cutineas, subcutaneas e profundas, agudas ou
cronicas, causadas por uma grande variedade de fungos escuros com
excecdo dos agentes da cromoblastomicose. Os principais agentes
etioldgicos sdo; Bipolaris oregonensis, Cladosporium bantianum e
Exophiala jeanselmei.
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Exophiala jeanselmei. Bipolaris oregonensis

Cladosporium bantianum

Hialo-hifomicose:

Esse termo foi proposto por Ajello, 1982, para agrupar as infec¢oes
ocasionadas por fungos filamentosos hialinos, septados, ndo formadores de
estruturas especificas (como os graos dos eumicetomas) e que, até entao,
ndo eram patdgenos cldssicos. A maioria dos fungos produtores dessa
micose sao saprofiticas habituais do solo, parasitas de vegetais e
degradadores de materiais organicos. Grande parte desses fungos ¢é
oportunista, com limitado poder patogénico. Os principais sdo;
Acremonium falciforme, Penicillium marneffei, Scedosporim apiospermum
e Scopulariopsis brevicaulis.
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Penicillium sp Scopulariopsis

Scedosporium Acremonium

Rinosporidiose:

E uma infeccdo micdtica submucosa, cronica, de evolucdo lenta e
granulomatosa, causada pelo Rinosporidium seeberii. Essa infeccdo €
caracterizada pela formacdo de podlipos vegetantes localizados,
principalmente nas mucosas nasal e conjuntival. O fungo é um provavel
habitante de dguas estagnadas, pocos e acudes, sendo uma das possiveis
vias de aquisi¢ao da infeccao.

Diagnéstico:

Exame direto: KOH do material biolégico (pdlipos) observa-se células
arredondadas (esporangio) de parede espessura variando de 10 a 100 m
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de didmetro. Nos cortes histolégicos corado por HE PAS e Gomori
observa-se grande quantidade de esporangio com numerosos ndosporos em
seu interior.

-Doenca de Jorge Lobo

2

E uma doenca cronica, localizada, caracterizada pela presenca de
lesdes semelhantes a um queloide, lesdes verrucosas ou vegetantes,
nodulares ou tumorais. O agente etiologico da micose € o fungo
denominado de Loboa loboi. A contaminagdo acredita-se que seja através
da inoculagdo acidental do parasita por traumatismo.

Diagnéstico:

E realizado basicamente pelo exame direto e histopatolégico.

No exame direto com KOH observa-se célula globosa leveduriforme de
tamanho uniforme com inclusdes lipidicas em seu citoplasma e com parede
espessa. No exame histopatolégico observa-se células arredondadas, de
parede espessa, isoladas em cadeias com intensa reag¢do inflamatoria.

Nao € possivel cultivar o fungo.

MICOSES PROFUNDAS

Paracoccidioidomicose (PCM):

Trata-se de infeccdo granulomatosa de evolucao cronica, com grande
polimorfismo crlinico, onde as formas pulmonares e cutaneo-mucosas
predominam, seguindo-se outros 6rgaos, como ganglios linféticos, supra-
renal, baco figado, intestinos, ossos, etc. Na grande maioria dos casos, 0s
pulmdes estdo comprometidos e, em geral, tal localizacao é acompanhada
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de lesdes em outros locais. A paracoccidioidomicose é de distribui¢ao
geografica restrita aos paises latino-americanos. Atinge freqiientemente
individuos do sexo masculino entre 30-40 anos. Quanto ao modo de
contigio da doenca, admite-se, atualmente, que € adquirida pela inalagcao de
esporos que vivem na natureza, no solo, vegetais ou na dgua, determinando
lesdes primdrias pulmonares.

A classificacao clinica na paracoccidioidomicose pode ser:

PCM-infeccdo: estdgios assintomdticos e subclinicos. Contatos com o
fungo sem desenvolver sintomas. Testes intradermico positivos.
PCM-doenga; Doenga clinica sintomatica

Aguda ou juvenil: Evolugado rdpida, dissemina-se para 6rgaos e sistemas
Cronica: Origina-se da PCM-infeccao, leva muitos anos para se manifestar.
Pode disseminar para outros 6rgaos.

Agente etiolégico: Paracoccidioides brasiliensis. Fungo dimoérfico térmico
—a 25°C —forma micelial — 37 °C forma de levedura.

Diagnéstico laboratorial;

E realizado pela pesquisa direta do agente em escarro, biopsia de
lesdo, pus de linfonodos ou pesquisa de anticorpos no soro.

Exame direto: Material da lesdo ou escarro com KOH. Sao encontradas
formas caracteristicas de leveduras com parede dupla e multiplos
brotamentos (em roda de leme).

Em pus: Células arredondadas (na sua maioria), ovaladas, com parede
grossa bem refringente. Tamanho varidvel. Formagdo de brotos unicos,
duplos ou miltiplos (em roda de leme). Disposi¢do catenulada ou
aglomerada. Pequenos vacuolos aparecem no citoplasma.

Em material corado pela hematoxilina-eosina: Apresenta-se como
formas arredondadas, de 1 a 20 um, com parede grossa e refringente,
isoladas ou agrupadas, com brotamento tnico ou multiplo (em roda de
leme). A coloracdo do citoplasma varia de levemente azulada e levemente
avermelhada, podendo ser incolor. Com frequéncia, aparecem fagocitadas
por células gigantes (Langhans).

Em material corado pela prata: O aspecto é o mesmo da preparacao
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anterior, mas a coloragdo das células fungicas varia de amarelo claro
passando pelo marrom, até preto. Observa-se com maior nitidez as formas
com brotamentos multiplos.

Cultura: Cultivo em agar Sabouraud e agar Mycosel a 25°C. Ap6s 20-30
dias, crescimento de coldnias brancas que a andlise micromorfoldgica
apresentam clamidésporos intercalados ou terminais nas hifas. O
diagnéstico pode ser feito se observado a conversao da forma micelial para
leveduriforme cultivando-se a 37°C.

25°C on SDA 37°C on BHI

Histoplasmose:

E uma doenca granulomatosa, tendo como agente etiolégico o fungo
Histoplasma capsulatum, que apresenta especial afinidade pelo sistema
reticulo endotelial, produzindo diversas manifestacdes clinicas.

Classificagdo das formas clinicas;

Assintomatica: Individuos que entram em contato com o fungo mais nao
desenvolvem sintomas. Algumas vezes podem aparecer sintomas que se
assemelham desde uma tuberculose a um resfriado. Os glanglios
mediastinais podem estar envolvidos. Quando ndo ocorre a cura
espontanea, evolui para a forma generalizada.

Generalizada: Ocorre por disseminagdo pulmonar apresentando sintomas
de acordo com o 6rgdo afetado principalmente os que fazem parte do

sistema reticulo endotelial como figado, baco e linfonodos.

O contdgio ¢é através da inalacdo de esporos do fungo.
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O Histoplasma capsulatum também € um fungo dimoérfico térmico.

Diagnéstico;

Exame direto: Material biologico com KOH — as formas de leveduras
dificilmente sdo encontradas por este método.

Em corte de tecido corado pela H.E.: Células parasitdrias arredondadas,
aparecendo como elementos intracelulares, de parede grossa e citoplasma
retraido. Observa-se uma zona clara entre a parede e o citoplasma, o que
simula uma cépsula.

Q9
O &

25°C on SDA 37°C on BHI

MICOSES OPORTUNISTAS

Criptococose:

Infec¢do subaguda ou cronica, de comprometimento pulmonar, sistémico e
do sistema nervoso central, causado pelo Cryptococcus neoformans. A
infeccdo primdria no homem é sempre pulmonar, devido a inalagdo do
fungo da natureza. A infec¢do pulmonar é quase sempre subclinica e
transitéria; entretanto, pode emergir ao lado de outras doengas que
debilitem o individuo, tornar-se rapidamente sist€émica e fatal. Portanto é

conhecida como infeccdo oportunista. O fungo possui forte
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neurotropismo.
Diagnéstico:

Materiais bioldgicos: liquor, escarro, pus ganglionar, exudatos de lesdes
cutaneas € mucosas, urina € sangue.

Exame direto: A fresco com tinta nanquim. O fungo € visualizado como
uma célula arredondada.

Macromorfologia: Culturas de crescimento rdpido (3 dias). Colonia plana
ou levemente elevada, brilhante, imida, com frequéncia mucéide. Cor
inicialmente creme tornando-se bronzeada.

Micromorfologia: Células arredondadas ou ovalada, isoladas ou com
brotamento unico; parede grossa, bem refringente e vacuolos no
citoplasma. Capsula bem nitida em prepara¢des com tinta nanquim.

Aspergilose:

A arpergilose no seu sentido amplo € definida como um grupo de doencgas
na qual fungos do género Aspergillus estdo envolvidos. Esses fungos sdo
cosmopolitas e extremamente presentes na natureza, sendo encontrados em
restos organicos, no solo, no ar e sobre a superficie de seres vivos, etc. Por
essas razdes, representa no laboratério de micologia, uma fonte freqiiente
de contaminacdo dos meios de cultura e de espécimes clinicos a serem
analisados. No homem a doenca depende do estado fisiolégico geral ou
local do hospedeiro.

As principais manifestagdes clinicas sao:

Aspergilose pulmonar: Aspergiloma (bola fiungica), Aspergilose invasiva,
Aspergilose alérgica, Aspergilose bronco-pulmonar

Aspergilose disseminada

Otomicose

Onicomicose

Diagnéstico:

Exame direto: Em KOH hifas hialinas
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Cultura:

Macromorfologia: Coldnia de crescimento rdpido, inicialmente branca,
passando a azul, verde, amarela ou preta. Reverso incolor, amarelo ou
preto. Pulvurulenta ou granulosa, com borda franjada e contorno circular
ou lobado, mas limitado.

Micromorfologia: Hifas vegetativas, ramificadas, septadas, incolores e
refringentes. Conidiéforo, com haste simples, saindo de uma célula base, e
extremidade globlosa (vesicula). Da superficie da vesicula saem fidlides ou
esterigmas, em forma de garrafas e disposi¢do radiada no seu conjunto. Na
extremidade de cada fidlide forma-se uma cadeia de esporos basipetos
(conidio ou fialosporo), globosos, de cor varidvel.

5 f 2 2
‘\‘.f:*,

conidia —
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(no metula) H
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PARTE 11
Técnicas para identificacao de fungos

Técnicas para identificacdao de fungos filamentosos

1- Técnica de esgarcamento:

Utilizada como primeira tentativa (mais rapida) para identificacdo de
colonias filamentosas. As estruturas flingicas sdo quebradas, tornando-se

mais dificil a identificacao.

e Com alca de platina em “L”, retirar um pedaco da coldnia de bolor
crescida no agar.

e Colocar 1 a 2 gotas de Lactofenol azul-algoddo. Cobrir com
laminula, comprimindo levemente. Observar em microscépio com

aumento de 400X.

2- Microcultivo em lamina:

No microcultivo em lamina, as estruturas permanecem integras além
de ser utilizado um meio de cultura (4gar batata), que estimula a
producdo de macro e microconideos, que na maioria das vezes

identificam o fungo. Estimula, também, a formag¢do de pigmento.
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Esterilizar placas de Petri com 3 1aminas no interior (duas servem
para suporte e a outra para realizar o microcultivo).

Preparar 4gar batata em placa

Cortar em quadradinhos

Colocar um pedaco de 4gar batata no centro da lamina do
microcultivo

Com a al¢a em “L”, cortar pedacos bem pequenos da coldnia do
bolor, crescidos no 4gar e colocar nos quatro lados do pedaco de
agar batata

Cobrir com laminula estéril, pressionando levemente

Colocar um pouco de dgua destilada estéril e deixar “a 25°C,
repondo a 4gua estéril, sempre que necessdrio. Deixar por 10-15
dias, dependendo da velocidade do crescimento do fungo.

Para montar, retirar a laminula com pinca estéril. Fixar o fungo na
laminula colocando 1 a 2 gotas de alcool e esperar secar. Montar
essa laminula em lamina limpa, com 1 gota de Lactofenol azul-
algodao.

A laminula pode ser vedada com esmalte de unha ou Entellan

para conservar por mais tempo.
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l[amina

colénias do
fungo - 4
exfremidades
do agar

laminula

placa de Petri Agar batata

Reagentes e meios de cultura:

Lactofenol azul-algodao:

Fenol cristalizado 20g

Acido lactico 20ml
Glicerina 40ml
Agua destilada 20ml
Azul-algodao 0,05¢g

Fundir o fenol separadamente. Misturar o dcido l4ctico, glicerina e

agua com o fenol. Colocar o corante e filtrar em papel.

Agar Batata:
Batata 10g
Glicose Sg

Agar 10g
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Agua 500ml

Ferver bem a batata cortada em pedacinhos e descascadas. Amassar
bem e completar o volume para 500ml. Adicionar a glicose e o agar e
deixar em Banho-Maria até dissolver completamente.

Colocar em frascos com aproximadamente 20ml.

Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

IDENTIFICACAO DE LEVEDURAS

1- PROVA DO TUBO GERMINATIVO:

A prova do tubo germinativo € um teste que caracteriza rapida e
presuntivamente a levedura da espécie Candida albicans.

A técnica € muito simples e baseia-se, fundamentalmente, na
semeadura de um pequeno inéculo dessa levedura em soro, que pode ser
de vdérias espécies animais. Os soros recomendados sdo o humano, o

fetal bovino ou de cavalo, podendo-se, ainda, utilizar albumina de ovo.

Técnica:

a. Com a ponta de uma pipeta Pasteur estéril, ou ainda, com uma alga
de platina calibrada (0,001ml), retirar uma pequena porcdo de uma
colonia de levedura e emulsiond-la de forma asséptica em 0,5 ml de
soro. Evitar, se possivel, o uso de soro humano, que pode ter

anticorpos ou ainda antifiingicos.
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b. Incubar a 37°C por um periodo de 1,5-2 horas, em banho-maria, ou
até 3 horas em estufa bacterioldgica.

c. Findo este periodo, deve-se remover uma gota da suspensao e montar
uma preparagdo do tipo lamina-laminula, para observacao
microscopica. O tubo germinativo, quando o teste for positivo,
aparecerd como filamento fino e cilindrico, originado do
blastoconidio da levedura, no qual ndo se observa nenhuma zona de

constric¢do, quer na base ou ao longo de sua extensao.

2- MICROCULTIVO DE LEVEDURAS

Esta técnica baseia-se no principio de que leveduras, quando
incubadas num meio com Tween-80 apresentam a capacidade de
filamentar, formando pseudo-hifas e/ou hifas verdadeiras. Assim, pelas
caracteristicas morfoldgicas diferenciadas das estruturas filamentosas,

pode-se sugerir a espécie de levedura implicada na identificacao.

Técnica:

Preparar 4gar Fubd e colocar 3 ml de meio, ainda liquido, sobre a
lamina do microcultivo, com pipeta estéril. Esperar solidificar. Com
alca de platina, pegar um pouco da coldnia de levedura crescida no dgar
e semear em estria no dgar Fub4d. Cobrir com laminula estéril. Deixar 2 a
3 dias a 25°C e observar a preparagio, da forma como estd, em

microscépio com aumento de 400x.
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laminula

Material:

Agar Fubi:

Farinha de milho amarela
Agua
Agar

Tween 80
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6,25¢
150 ml
19¢
1,5 ml

Aquecer em banho-maria 60°C por 1 hora a farinha de milho e a

dgua. Filtrar. Completar o volume, com 4gua, para 150 ml. Acrescentar

o 4gar e o Tween e deixar em banho-maria fervendo até dissolver.

Colocar em frascos com aproximadamente 3-5 ml.

Autoclavar 121°C por 15 minutos.
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Filamentacao de Candida sp em agar fuba com Tween-80:

Pseudohyphae with blastoconidia
Candida albicans (p. 63) Candida tropicalis (o. 65)

Candida lusitaniae (p. 69)

Candida krusei (p. 70)
(p.71)

Candida guilliermondii (p. 72)

3- Auxanograma (Assimilacao de Carboidratos e Nitrogénio)

Assimilacao de Carbiodratos:

Esta técnica baseia-se na capacidade que as leveduras apresentam de
utilizar determinado carboidrato como udnica fonte de carbono, para sua
viabilidade celular. Desta forma utiliza-se, nesta técnica, um meio basal
destituido de qualquer fonte de carbono (sem o qual a célula flingica nao

pode crescer), onde serd semeada a levedura que se deseja identificar.
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Ap6s a semeadura, adiciona-se ao cultivo um carboidrato e observa-se a
capacidade de utilizacdo deste como fonte de carbono. Quando o
carboidrato € assimilado pela levedura, observa-se crescimento desta ao

redor da fonte de carbono.

Técnica:

Preparar o meio Yeast Nitrogen Base de acordo com as normas

preconizadas pelo fabricante.

Simultaneamente, preparar uma suspensdo de leveduras com turvacao
equivalente ao tubo nimero 5 da escala de MacFarland

e Toma-se uma aliquota de 1 ml da suspensdo de leveduras e adiciona-se
a 20 ml de meio basal fundido e resfriado. Transfere-se esta suspensao

para uma placa de Petri homogeneizando suavemente.

Aguarda-se a solidificacdo do meio e adiciona-se pequenas quantidades

de aguicares em posi¢Oes previamente demarcadas.

e Incubar as placas a 30°C por 24-48 horas.

e QObservar regides opacas ao redor dos actuicares adicionados
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Assimilacao de Nitrogénio:

A assimilagdo de nitrogénio demonstra a capacidade que algumas
leveduras apresentam de assimilar nitrato de potédssio (nitrogénio
inorganico), como unica fonte de nitrogé€nio utilizado na sua viabilidade

bioldgica.

Técnica:

® Prepara-se o meio Yeast Carbon Base, de acordo com as indica¢des do
fabricante.

e Apés a preparacdo e autoclavacdo, o meio deve ser estocado em
geladeira, até o momento do uso.

e No momento do uso, fundem-se 20 ml do meio, e apds resfriar a uma
temperatura de 45-50 °C acrescenta-se a este 1 ml da suspensio de
levedura previamente preparada (com uma turvacdo correspondente ao
tubo 5 da escala de MacFarland)

® Apds movimentos ndo muito bruscos de agitacdo para homogeneizar o
indculo, despeja-se o meio numa placa de Petri

e Apéds solidificacio do meio, distribuir pequenas quantidades de
compostos nitrogenados (nitrato de potdssio e peptona)

® A peptona € aqui empregada como controle da viabilidade do indculo,

visto que todas as leveduras a utilizam como fonte nitrogenada.
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nitrato
de
potassio

peptona

4- FERMENTACAO DE CARBOIDRATOS:

A capacidade de uma levedura fermentar determinado carboidrato
estd diretamente ligada a habilidade desta de possuir sistemas enzimaticos
eficientes, capazes de permitir, em baixas tensdes de oxigénio, degradar
aclcares para producdo de energia, formando, entre outros metabdlitos,
etanol e gas carbonico.

Assim, utiliza-se também na identificacdo das leveduras essa
caracteristica fenotipica, onde se investiga a habilidade que uma
determinada levedura possui de fermentar um agucar, através da

demonstragcdo da producao de CO,.
Técnica:
® Prepara-se o meio basal para fermentacdo e distribuidos em tubos de

ensaio, contendo um tubo de Durham invertido em seu interior, em

aliquotas de 3 ml.
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e QOs tubos sdo autoclavados e estocados na geladeira por até um més.

¢ No momento da execug¢do do teste, adiciona-se ao meio basal, 1,5 ml da
solucdo de agucares (6% em dgua destilada), mantendo sempre a relacdo
de 2 da solugdo de agucares para meio basal.

¢ Adiciona-se 0,2 ml da suspensdo de levedura (escala 5 — MacFarland),

no meio basal e incubam-se os tubos a 37°C por 10-14 dias.

alteracéo da
bolha de /tonalidade do meio
gas

\ -~
/ tubo de
\jj Ciurhan

Material:

Meio de cultura

Azul de bromotimol 0,03 ¢
Extrato de levedura 27¢g
Peptona 45¢g
Agua destilada 600 ml
Etanol a 95% 1,8 ml

Dissolver o extrato de levedura e a peptona em 4gua destilada.
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Separadamente dissolver completamente o azul de bromotimol em etanol.
Adicionar o azul de bromotimol dissolvido a mistura inicial e
homogeneizar. Distribuir 3 ml do meio em tubos de ensaio com tampa
roscavel contendo um tubo de Durhan na posicdo invertida. Autoclavar a
121°C, por 15 minutos. Deixar resfriar. Adicionar a cada tudo, 1,5 ml de

uma das solugdes de agicares. Estocar a 4°C.

IMPORTANTE: Observar na Parte IV desta apostila o

“Protocolo para identificacao de leveduras”.

ISOLAMENTO DE FUNGOS DO AR

A. Finalidade: O isolamento de fungos anemofilos € importante na
determinacdo da flora do ar de uma drea, nos estudos sobre alergia a
fungos, na determinacdo do grau de contaminacdo de ambientes, para
obtenc¢do de amostras de interesse industrial, etc.

B. Fundamento: Usando-se a técnica de exposi¢do de placas com meio de
cultura durante tempos pré-fixados, os esporos em flutuagdo no ar
sedimentam sobre o meio e ai germinam.

C. Material:

a. Placa com 4gar Sabouraud ou 4gar batata dextrose.
b. Lactofenol azul algodao

c. Laminas, laminulas, alcas, etc.

d. Tubos com 4gar-Sabouraud ou dgar batata inclinado.

D.Execucao da técnica:
1. Abrir a placa e expor durante 20 minutos
2. Fechar, identificar e incubar a temperatura ambiente
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3. Acompanhar o desenvolvimento das culturas
4. Examinar a0 microscopio
5. Repicar em tubos

E. Resultado
PESQUISA MICROSCOPICA DE DERMATOFITOS EM PELO
A. Finalidade: Diagndstico das tinhas do couro cabeludo.

B. Fundamento: O diagnéstico laboratorial das tinhas do couro cabeludo
baseia-se no exame microscopico de pélos e cultura dos mesmos em dgar
Sabouraud. Os pélos com microsporia apresentam esporos ectotrix na base
e os pélos com tricoficia apresentam parasitismo endotrix e/ou ectotrix em
formas artrosporadas.

C. Material:
1. Lamina, pin¢a, microscépio, etc.
2. Solugao de KOH a 20%

D. Execucao:

1. Colher, com uma pin¢a de ponta chata (pin¢a de depilacdo), pélos
danificados das bordas da lesao.

2. Colocar os pélos entre 2 laminas de vidro bem limpas (ou em placa
esterilizada em caso de transporte).

3. Pingar uma gota de solucdo de KOH sobre os pélos em uma lamina e
cobrir com laminula.

4. Aquecer levemente, passando a lamina vdrias vezes sobre a chama,
evitando-se rigorosamente a fervura do liquido.

5. Examinar ao microscopio.

a. Os pélos parasitados por Microsporum apresentam bainha externa de
esporos pequenos ao redor do mesmo na regido do foliculo.

b. Os pé¢los parasitados por Trichophyton apresentam formas filamentosas e
artrosporadas externa e internamente.

E. Resultado
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A. Exame direto B. Cultura

PESQUISA MICROSCOPICA DE DERMATOFITOS EM PELE E
UNHA

A. Finalidade: Diagnéstico de dermatofitoses de pele e unha: tinea
corporis, tinea cruris, tinea manum, tinea ungueum e tinea imbricata.

B. Fundamento: O exame microscopico baseia-se no encontro de
filamentos septados e ramificados, muitas vezes artrosporados, em escamas
de pele e unha clareados com KOH.

C. Material:

1. Escamas de pele

2. Laminas, laminulas, alca, etc.
3. Solucdo de KOH a 20%

4. Bisturi ou lamina de barbear
5. Agar Sabouraud-cloranfenicol

D. Execucao:

1. Raspar a pele ou a unha com bisturi ou ldmina.

2. Misturar uma parte das escamas com KOH sobre uma lamina de
microscopio e cobrir com laminula.

3. Aquecer levemente evitando a fervura.

4. Comprimir levemente a laminula.

5. Retirar o excesso de KOH.

6. Examinar ao microscopio.

F. Resultado:
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DEMONSTRA(;AO DO DIMORFISMO DOS FUNGOS
(Transformacao M -Y)

A. Finalidade: E caracteristica de alguns fungos patogénicos, servindo
para sua identificagdo e para estudos morfologicos ou de atividade
antigénica, bioquimica etc.

B. Fundamento: A transformacdo M - Y ocorre com a mudanca na
composi¢do do meio e na temperatura (ou apenas na temperatura).

C. Material:

1. Agar Sabouraud e dgar BHI

2. Cultura de Sporothrix schenckii ou Paracoccidioides brasiliensis
3. Alga de platina, lamina e laminula etc.

D. Execucao:

1. Repicar a cultura filamentosa no meio 4gar BHI

2. Incubar a 37°C, durante periodo suficiente para crescimento, mantendo
Umido o meio com pequeno volume de caldo Sabouraud (ou colocar
vasilha com 4dgua na estufa).

3. Examinar ao microscépio.

4. Repicar, em dgar Sabouraud, a cultura da fase levedufirorme

5. Incubar a temperatura ambiente por periodo suficiente para crescimento

6. Examinar macro e microscopicamente.
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PESQUISA DE LEVEDURAS EM PELE E UNHA
A. Finalidade: Diagndstico das leveduroses de pele e unha.

B. Fundamento: O exame microscépico € realizado pesquisando-se em
escamas de pele e unha, clareadas com KOH, as formas arredondadas ou
ovaladas, formando, as vezes, aglomerados e filamentos. Isola-se o agente
em agar Sabouraud.

C. Material:

1. Escamas de pele e unha

2. Solugdo de KOH a 20 ou 30%
3. Laminas, laminulas, etc.

4. Agar Sabouraud-cloranfenicol

D. Execucao:

. Raspar a pele ou a unha para obter escamas

. Colocar uma gota de KOH sobre a lamina

. Misturar uma parte das escamas com KOH

. Cobrir com laminula

. Aquecer levemente

. Examinar ao microscépio

. Cultivar a outra parte do material em dgar Sabouraud-cloranfenicol.

. Fazer as provas de tubo germinativo, clamidosporo (clamidoconidio) e
bioquimicas.

0O\ WD K~ W~

E. Resultado
a. Exame direto b. Cultura

E. Resultado: anotar, conforme tabela:
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PESQUISA DE Malassezia furfur
A. Finalidade: Diagndstico da pitirfase versicolor

B. Fundamento: O diagnéstico da pitiriase versicolor € realizado pela
pesquisa microscopica de aglomerados de esporos, em forma de cacho de
uva, ao lado de filamentos grossos, septados, curtos, com ramificagdes
tendo aspecto de Y ou L.

C. Material necessario:
1. Fita adesiva transparente
2. Solu¢do de KOH a 20%

3. Laminas, laminulas, microscépio, etc.

D. Execucao:

1. Pesquisa com fita adesiva:

a. Colocar a face colante da fita sobre a pele em descamagao

b. Retirar e colar a face colante da fita sobre a 1amina

c. Examinar ao microscopio, procurando retirar e colar principalmente os
esporos arredondados formando aglomerados em mosaico ou cacho de
uvas.

2. Pesquisa apés clareamento com KOH:

a. Raspar a pele em drea com descamacgdo, usando bisturi ou lamina de
vidro.

b. Misturar parte das escamas com KOH e cobrir com laminula.

c. Aquecer levemente a lamina, evitando fervura.

d. Examinar ao microscopio, procurando os esporos aglomerados em forma
de mosaico e os filamentos.

E. Resultado:
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PRODUCAO DE UREASE
A. Finalidade: Identificacdao de C.neoformans.

B. Fundamento: Produzindo urease, C. neoformans decompde a uréia
com formacdo de amonia que alcaliniza 0 meio, provocando a viragem do
indicador.

C. Material:
1. Meio de Christensen
2. Amostra de levedura

D. Preparo do material:
Meio de Christensen:

Uréia agar base (Difco).......c............ 29¢
Agua destilada............cocooeveveueennn... 100 ml
Esterilizar por filtracao
AT, I5¢
Agua destilada.............cccooveunenn... 900 ml

Autoclavar 115°C - 15 minutos.
Esfriar até 50 - 55°C, misturar a base e distribuir esterilmente em tubos.
Solidificar inclinado.

E. Execucio da técnica:

1. Semear na superficie

2. Incubar a 37°C

3. Observar a viragem do indicador (hidrélise da uréia= viragem para
vermelho)

F. Resultado:



45

DIFERENCIACAO DE Trichophyton rubrum e T richophytom
mentagrophytes PELO TESTE DA UREASE E PERFURACAO EM
PELO

Meio de cultura utilizado:

Peptona Ig
NaCl S5¢g
KH2PO4 2g
Glicose S5¢g
Agar 15¢

Agua destilada 1000ml

Procedimento: Adicionar 6ml de solucdo de vermelho de fenol (0,2% em
etanol-50%). Autoclavar a 115°C por 15 minutos. Esfriar a 50°C e
adicionar 100ml de solucao aquosa a 20% de uréia esterilizada por filtragao
e inclinar.

Resultado:

Trichophyton rubrum: Urease fraca ou ausente (ndo hd mudanca antes de
14 dias)

Trichophyton mentagrophytes: Pulverulento — fortemente positivo (antes de
7 dias)

TESTE DE PERFURACAO:

Usar cabelo pré-pubere e colocar em placas de Petri
Esterilizar o cabelo por autoclavegem a 120°C por 10 minutos
Colocar 25 ml de dgua destilada estéril

Adicionar 2 a 3 gotas de estrato de levedura

Fazer leitura em 4 semanas

Resultado:

O T. mentagrophytes penetra perpendicularmente dentro do pelo, formando
orificios em forma de cunha. O 7. rubrum nao perfura o pelo.
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MEIOS DE CULTURA E CORANTE MAIS COMUNS EM
MICOLOGIA

Agar Sabouraud (AS)

Peptona..........cccevveeiiiiiiiiiiiiis 10 g
DexXtrose......cooevvvevivciiiiiiiiiiieeeeen. 20g
AT I5¢
Agua destilada............c.ccooveunnen. 1000 ml

Dissolver o 4gar em dgua fervente e acrescentar os outros componentes .
Distribuir e autoclavar a 115°C por 15 minutos.

Agar Sabouraud + Antibiéticos

Gentamicina.........cceceeeeevvveeeeeennnnne. 25 mg
Cloranfenicol..........ccooccuieeeiinnnnnne. 140 mg
AICOOL.....eivieieeeeeeeeeeeee, 10 ml
AS ou ASD fundido..................... 1000 ml

Dissolver o cloranfenicol no dlcool e depois misturar com AS ou ASD agar
fundido. Distribuir e autoclavar a 115°C por 15 minutos.

Corante

Lactofenol azul algodao (Lactofenol de Aman)
Fenol......ccooiiiiiiiiiis 20¢g

Acido T4CHCO. v, 20 ml
Glicerina........ccccveeeeeeecvieeeeeee, 40 ml
Agua destilada............cococovvnnn.... 20 ml
Cotton blue (azul algodao)........... 0,05¢

a. Misturar: 4cido lactico, glicerina e dgua.
b.Acrescentar fenol e dissolver com calor uniforme.
c. Acrescentar azul algodao.

d. Filtrar em papel.

KOH
Hidréxido de Potassio diluido a 10 ou 20% em 4gua destilada

KOH + tinta
Hidroxido de Potassio 10 ou 20%, adicionado de Tinta Parker Permanente,
na proporcao de 2:1.



PARTE III
FLUXOGRAMAS
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FLUXOGRAMA | (CARACTERIZAGAO GERAL DE
DIAGNOSTICO MICOLOGICO)

(LAMINAS COM LACTOFENOL
AZUL DE ALGODAO)

CLiNniCOm! ¢

A FLUXOGRAMA V

2. TESTE DE DIFERENCIACAO

DERMATOFITO

[FEO—HIFOMICOSE‘ ’ H)ALOHWOM\COSEW

1. MACROSCOPIA E MICROSCOPIA — Crescimento (24 h—48 h) (5 -10 - 15-20 - 30 DIAS)

LEVEDURA SUGESTIVA DE FILAMENTOSO —>‘ NA DEPENDENCIA *
|—|‘ MALASSEZIA SP.? :DOMATERIAL  Hp| PIMORFICO

v

REVERSAO
A37°C

v
FLUXOGRAMA

e lv 47

MICROCULTIVO EM
AGAR BATATA FLUXOGRAMA
Il

3. OBSERVAGOES




48

FLUXOGRAMA I (IDENTIFICAGf\O DE DERMAT()FITOS)
1. CARACTERES MACROMORFOLOGICOS E MICROMORFOLOGICOS

DERMATOFITOS? Lesoes de pele glabra

e TRICHOPHYTON MICROSPORUM EPIDERMOPHYTON
HIALINAS
2.|TESTES DE DIFERENCIACAO P : >
MICROCULTI AGAR ARROZ | AGAR BATATA ] LACTRIMEL
SICABGULTIVE EM AGAR BATATA -
IAGAR AHROZI LACTRIMEL ’ EM AGARIBATATA
AGAR FUBA
) CRESCIMENTO MICROCULTIVO A
PERFURAGAO| |AGAR T1, T2, T3, 5“2\03“7'3@”0 EMAGAR ||UREASE EM AGAR TACTR'MELI g‘é)"fﬂqggg
DO PELO T4,75, 76, T7 BATATA BATATA
3| OBSERVACOES
10
0 2o | DIAS
TABELA DE DIFERENCIACAO DOS
DIAS — DIA
30 TRICOPHYTONS: | DiAs |
[ Dias | 10 T1: AGAR BASE CASEINA
DIAS [, T2: AGAR BASE CASEINA COM INOSITOL
DIAS T3: AGAR BASE CASEINA COM TIAMINA E INOSITOL
T4: AGAR BASE CASEINA COM TIAMINA
T5: AGAR BASE NITRATO COM ACIDO NICOTINICO
T6: AGAR BASE NITRATO DE AMONIO
T7: AGAR BASE DE AMONIO COM HISTIDINA
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FLUXOGRAMA llI (IDENTIFICAQAO DE LEVEDURAS)
1- CRESCIMENTO EM SORO HUMANO 2/3 H

POSITIVO

C. ALBICANS
C. STELLATOIDEA
PASSAR PARA

ITEM 4

PRESENCA DE ASCOS -
FLUXOGRAMA IV

2- MICROMORFOLOGIA EM AGAR FUBA T80.

MICROMORFOLOGIA
MICELIO VERDADEIRO E J

i ICELI T NIDI ]
[ SOMENTE BLASTOCONIDIO [ PSEUDOMICELIO E BLASTOCONIDIO ARTROCONIDIO

3- TESTES ADICIONAIS l \4 \A
[ BLASTOCONIDIOS E UREASﬂ
CLAMIDOCONIDIO
-]

C. ALBICANS [CANDIDA SP.] [TRICHOSPORON] | GEOTR/CH[M
C. STELLATOIDEA

C. TROPICALIS \ k

4-\IDENTIFICAGAO FINAL, ASSIMILAGAO E FERMENTAGAO

PRESENCA DE
ASCOSPOROS

RHODOTOF('ULA] SACCHAROMYCES
PICHIA
HANSENULA
DEBARYOMYCES
FLUXOGRAMA IV

CANDIDA
GLABRATA

TABELA DE IDENTIFICAGAO DAS LEVEDURAS




PARTE IV

UNIVERSIDADE SAO PAULO_
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
LABORATORIO DE MICOLOGIA CLINICA

PROTOCOLO PARA IDENTIFICACAO DE LEVEDURAS

No. de entrada da cepa: Data:
Iniciais do paciente:
Material biologico:
Exame direto:
Cultura:

1 - MORFOLOGIA

a) Macroscopia:

ASD: Cor: Textura:

b) Microscopia:
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Agar Fuba: Data:
Pseudomicélio ( ) Micélio verdadeiro ( ) Clamidésporo ()
Arranjo dos Blastocomidios () Artroconidios ( )

Tubo germinativo:

Qutras caracteristicas:




2 - PROVAS BIOQUIMICAS

a) Auxonograma: Data:
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1 — G Glicose ( ) 16 — RIB Ribitol ( )

2 — GA Galactose ( ) 17 — GAL Galactiol ou Ducitol ( )
3 —-SOR L — Sorbose ( ) 18 — MAN D Manitol ( )

4 — SU Sacarose ( ) 19 — GLU D - Glucitol ou Sorbitol ( )
5 — MA Maltose ( ) 20 — LAC Acido Latico ( )

6 — CE Celobiose ( ) 21 — CIT Acido Citrico ( )

7 — TR Trealose ( ) 22 — SUC Acido Succinico (

8 — LA Lactose ( ) 23 — I Inositol ( )

9 — ME Melibiose ( ) 24 — MZ Melezitose ( )

10 — RA Rafinose ( ) 25 - X L - Arabinose ( )

11 — ST Amido solivel ( ) 26 — DAR D — Arabinose (

12 - LAR L — Arabinose ( ) 27 — RH Raminose ( )

13 —RI D — Ribose ( ) 28 — AS Salicina ( )

14 — GL Glicerol ( ) 29 — Peptona ( )

15 — ER Eritritol ( ) 30 — NO3 Nitrato ( )

b) Zimograma: Data:

Controle ( ) Sacarose ( )
Glicose () Maltose ()
Lactose () Trealose ( )
Rafinose ( ) Celobiose ( )
Galactose () Melibiose ( )




¢) Provas complementares: Data:

Presenca de cédpsula:

Crescimento a 37 C

Alta producio de acido:

Urease:

Resisténcia a cicloheximida:

Ascoésporos ( Forma e Nimero):

3 - Interpretacao das provas do Zimograma e Auxonograma

Resultados Aspecto tubo de durhan | Formacio do halo
+ Forte Repleto de gis Répida e halo forte
+ W Fraco Gés pela metade do tubo Halo fraco
+ VW Muito fraco | Somente uma bolha gis Lento ou latente
+ S Lento Formaciao de gés ap6s 3 dias | Negativo
- Negativo Sem gés Muitas cepas (+)
V Variavel Algumas cepas (+) e outras (-) | Poucas (-)
L
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4 — A identificacao deve ser feita de acordo com Kreger Van Rij, 1984.
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