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1. Introducdo a micologia

Os fungos sdo organismos que convivem conosco todos os dias. Estes
organismos sdo encontrados praticamente em qualquer local do ambiente que
nos cerca, inclusive no ar, onde estruturas reprodutivas, na forma de esporos
ou conidios, estdo prontas para, ao cair em um substrato adequado, desenvol-

ver novas estruturas vegetativas e reprodutivas.

Estes organismos, muitas vezes, nos sdo (teis, decompondo residu-
os organicos, causando a decomposigéo oua degradagéo de alimentos, ou
mesmo atacando seres vivos, parasitando-os e, eventua|mente, causando a

sua morte.

Os fungos sao importantes, tanto do ponto de vista ecolégico quanto
econdmico. Ecologicamente, sdo considerados os lixeiros do mundo, pois
degradam todo tipo de restos organicos, independente da origem, transfor-
mando-os em elementos assimilaveis pelas plantas. J&4, economicamente, tém
implicacdes em vérias 4reas: Medicina humana e veterinaria, Farmacia, Nutri-

¢do, Fitopatologia, Agricultura, Biotecnologia, entre outras.
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Os fungos tiveram seu grupo reconhecido como um reino a partir da
descricdo de cinco reinos por Whittaker em 1969. Esses organismos foram
alocados em reinos com base na morfologia e no modo de nutricdo dos seres
vivos, sendo criado, entdo, o reino Fungi. Em 1990, Carl Woese propés o
agrupamento dos cinco reinos estabelecidos por Whittaker em trés dominios:
Avrchaea, Eubacteria e Eukaria, onde o reino Fungi faz parte do dominio

Eukaria, que reine todos os eucariontes.

A Micologia ¢, portanto, a 4rea da Biologia destinada ao estudo

dos fungos.

1.1. Elementos fundamentais dos fungos e Citologia

Os fungos sdo organismos eucariontes, unicelulares (leveduriformes) ou
multicelulares (filamentosos), hap|oio|es (homo ou heterocariéticos), com pa-
rede celular contendo quitina e a-glucano. Nao apresentam plastos ou pig-

mentos fotossintéticos.

Todos os fungos conhecidos, com poucas excegOes, tém origem nos
esporos (reprodugéo sexuada) ou conidios (reprodugéo assexuada), corpUs-
culos que podem ser comparados s sementes das plantas superiores, embora

nao sejam morfologicamente semelhantes a estas.

Os esporos ou conidios, para germinarem, necessitam de calor e
umidade e o resultado desta germinacdo ¢ a formagdo de um ou mais filamentos
finos, conhecidos como tubos germinativos. Estes tubos se ramificam em
todos os sentidos formando uma massa filamentosa, chamada micélio, que
constitui o sistema vegetativo, responsével pelo desenvolvimento fingico e
pela absorgéo dos alimentos. Os filamentos simples ou ramificados que
formam o micélio sdo denominados hifas. Na maioria dos casos, o sistema
vegetativo encontra-se no interior dos tecidos parasitados, no solo ou na

matéria organica em decomposicdo.
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Com a formacdo dos esporos ou conidios ¢ necessdrio que estes
tenham acesso livre ao ar, para assegurar sua disseminagéo. Realiza-se, entdo,
uma diFerenciagéo das hifas vegetativas, geralmente levantadas verticalmente
sobre o plano do micélio, conhecido como esporéforo ou conidiéforo, e
sobre estes se originam os esporos ou conidios. As hifas, por sua vez,

podem ser apociticas (com septo) ou cenociticas (sem septo).

O ciclo de vida dos fungos compreende duas fases. Uma somética,
caracterizada por atividades alimentares, e outra reprodutiva, onde os fun-
gos podem realizar reproducdo sexuada ou assexuada. Em ambos os casos,
um grande ndmero de estruturas é formado, dependendo da espécie. As
estruturas assexuadas, como também as sexuadas, podem ser formadas
isoladamente ou em grupos, neste caso, formando corpos de FrutiFicagéo.
Assim, conidios podem ser formados em conidiéforos isolados ou agrupa-
dos, constituindo entdo os conidiomas. Os esporos podem ser formados
em ascomas (onde sdo formados os ascos) ou basidiomas (onde sao for-

mados os basidios).

De acordo com tipo de reprodugéo realizada, os fungos podem ser
divididos em trés grupos:

 Holomorfo: aquele que no ciclo de vida realiza ambas as reprodu-

gées, sexuada (4 assexuada.

 Anamorfo: aquele que no ciclo de vida realiza apenas a reprodu-

cdo assexuada.

* Teleomorfo: aquele que no ciclo de vida realiza apenas a reprodu-

cdo sexuada.
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Esquema do ciclo de vida geral do fungo.
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1.2. Nutricdo, metabolismo e habitat

Os fungos sdo considerados seres heterotréficos, necessitando de materiais

organicos j& formados, que servem como fonte de energia e como constituintes

celulares. Por causa da rigidez da parede celular, sua nutricio ¢ por absorcio de

nutrientes sol(iveis simples. Realizam respiracao celular ou Fermentagéo para obten-

cdo de energia, e sua reserva energética é sob a forma de glicogénio.

Devido & auséncia de clorofila nos fungos, torna-se necessario que o

substrato forneca as substancias j& elaboradas indispenséveis a alimentacdo,

obrigando os fungos a viverem em estado de saprofitismo, parasitismo, simbiose

(liquens, por exemplo) ou mutualismo. Eles podem ser subdivididos em:

» Saprofitas obrigatérios — Fungos que vivem exclusivamente em matéria

organica morta, ndo podendo parasitar organismos vivos.

e Parasitas facultativos ou sapréfitas facultativos — Fungos capazes de

causar doengas ou de viver em restos orgénicos, c|e acordo com as

circunstancias.
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* Parasitas obrigatérios — Fungos que vivem exclusivamente atacando

organismos Vivos.

Os fungos sdo considerados seres cosmopolitas, pois estdo presentes
em qua|quer parte do p|aneta. Sendo amp|amente distribuidos pe|a natureza,
sdo encontrados na agua, no ar atmosférico, no solo, sobre os animais e
vegetais vivos, na matéria organica em decomposigéo, nos produtos alimentici-

os e industriais.

A maioria dos fungos tém como necessidades nutricionais, os elemen-
tos C, O, H, N, P K, Mg, S, B, Mn, Cu, Mo, Fe e Zn. Muitas espécies
nao necessitam de luz para seu desenvolvimento, j& outras necessitam para
formar suas estruturas de reprodugéo, podendo ser consideradas fototréficas
(que buscam a luz). A temperatura ideal para o crescimento dos fungos fica
entre O a 35°C, mas o 6timo para a maioria fica entre 20 a 30°C e a

umidade ideal fica em torno da saturacdo.

1.3. Posicdo sistemdtica dos fungos

O reino Fungi ¢ dividido em sete filos, (Chytridiomycota,
Neocallimastigomycota, B|astoc|ao|iomycota, Microsporidia, G|omeromycota,
Ascomycota e Basidiomycota), e um grupo, os fungos anamérficos. Este
grupo nao possui valor taxondmico, sendo seus membros relacionados aos filos

Ascomycota e Basidiomycota.

A taxonomia dos fungos ¢ tradicionalmente baseada em caracteres
citolégicos e morfoldgicos. Mas, atualmente, com o desenvolvimento de téc-
nicas bioquimicas e moleculares, novos caracteres foram adicionados como

auxilio na identificacdo das espécies fingicas. Tais como as técnicas baseadas

em PCR (RAPD, RFLP, AFLP), sequenciamento de DNA, isoenzimas e
cromatografia (TLC, HPLC, CG, espectometria de massa).
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1.3.1. Filo Chytridiomycota

Os representantes do filo Chytridiomycota sao considerados cosmo-
politas e sapréfitos aquéticos. A maioria é de dgua doce poucos sdo
marinhos. A principal caracteristica do grupo ¢ a Formagéo de zobsporo
F|age|ao|o, estruturas de propagacao no ambiente aquaético, onde o f|age|o

ajuda na sua movimentacao.

Ex: Chytriomyces sp.

1.3.2. Filo Neocallimastigomycota

Sao encontrados no sistema digestivo dos grandes mamiferos herbivoros
e possivelmente em outros ambientes anaerdbios terrestres e aquéticos. Tratam-

se de zobsporos nao flagelados.

Ex: Neocallimastix sp.

1.3.3. Filo Blastocladiomycota

Seus representantes apresentam reprodugdo assexuada com zodsporo
de um dnico flagelo, e reproducdo sexuada através da fusdo de planogametas.

S3o habitantes restritos de 4gua e solo e parasitos de insetos.

Ex: Allomyces sp. e Coelomomyces sp.

1.3.4. Filo Microsporidia

Organismos eucariontes sem mitocdndria e flagelo desconhecido. Sao
parasitas obrigatérios de animais, ¢ comumente atacam peixes e insetos. Estes

organismos foram incluidos no reino Fungi apés estudos filogenéticos.

1.3.5. Filo Glomeromycota

O filo Glomeromycota é representado por fungos de micorrizas

arbusculares (FMA). Participam de uma associacao mutualistica com as raizes
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de a|gumas p|antas, na qua| a p|anta, através da Fotossfntese, fornece energia e
carbono para a sobrevivéncia e mu|tip|icagéo do fungo, enquanto este absorve
nutrientes, minerais e agua do solo transferindo-os para as raizes da p|anta.
Também sdo considerados cosmopolitas. Foi incluido neste grupo os represen-
tantes do antigo filo Zygomycota, que tem como principais caracteristicas, hifas
cenociticas e a formacdo de zigosporanangio, por reproducdo sexuada; e
esporangio, por reprodugéo assexuada. Os esporangios sao estruturas forma-

doras de propégulos para dispersio.

EXI MUCOI’ Sp. € G/OITIUS Sp.

1.3.6. Filo Ascomycota

O filo Ascomycota compreende o maior grupo do reino Fungi, consti-
tuido de aproximadamente 75% de todos os fungos descritos. Seus represen-
tantes sdo considerados cosmopolitas e sdo encontrados na natureza como
saprofitos, parasitas (especialmente de plantas), ou em associacao mutualistica

(com a|gas unice|u|ares) Formando oS |iquens.

A principa| caracteristica do grupo ¢ a presenca de asco contendo
ascosporos, gera|mente oito, que representam a estrutura de propagacao do

grupo. Sao produzidos por reprodugéo sexuada.

A reproducio assexuada também pode ser encontrada. O asco ¢ for-
mado em uma estrutura denominada ascocarpo (corpo de Frutificagéo), que
pode ser encontrado nas seguintes formas: apotécio (ascocarpo em forma de
taga), cleistotécio (ascocarpo totalmente Fechado, que se rompe com a matu-
ridade), e peritécio (ascocarpo em forma de baldo, com um poro na sua
ponta). A auséncia da formacdo de ascocarpo também ¢é observada, sendo

este considerado COmMO ascos nus.

Ex: Eurotium sp. e Emericella sp.
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1.3.7. Filo Basidiomycota

O:s representantes do filo Basidiomycota sdo considerados cosmopolitas
e saprofitos. Sdo comumente denominados “cogumelos”. Tém como principal
caracteristica a presenca de basidio contendo basidiosporos, geralmente qua-

tro, produzidos por reproducio sexuada.

A reprodugdo assexuada também pode ser encontrada. O basidio ¢
formado a partir de um basidiocarpo, sendo este constituido, basicamente, por
pileo (o chapéu do cogumelo), lamela (estrutura pregueada abaixo do pileo,

onde se encontram os basidios) e estirpe (estrutura que sustenta o p|'|eo).

Ex: Agaricus sp. e Rhodotorula sp.

1.3.8. Fungos Anamérficos

Os Fungos Anamérficos formam um grupo de fungos onde a reprodu-
cdo assexuada ¢ predominante, com a formacdo de conidios como estrutura de
propagacao.

A reproducio sexuada ¢ ausente, desconhecida ou teve a capacidade
perdida. Esse grupo estd relacionado a géneros do filo Ascomycota e
Basidiomycota por comparacao de sequéncias génicas. Sao considerados como

cosmopolitas, sapréfitos, e parasitas de animais e plantas.

Os conidios sdo formados por células conidiogénicas, presentes nos
conidiéforos, que sdo prolongamentos de hifas modificadas, com Fungéo
reprodutiva. Os conidios podem ter diferentes formas, tamanhos e cores,

podem possuir ou ndo a superficie texturizada, ornamento ou septo.

Ex: Aspergillus sp e Penicillium sp.

2. Por que estudamos os fungos

Os fungos sdo conhecidos da humanidade hé vérios séculos, tanto por

seus beneficios quanto pelos problemas que causam. Muitas doengas huma-
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nas, de animais e plantas (micoses) sdo causadas por fungos. Em humanos e
animais os fungos podem causar alergias respiratérias e cutdneas leves ou inten-
sas, dependendo da suscetibilidade e pré-disposigéo do individuo. Podem
causar infecgdes em mucosas e outros tecidos subcutineos, assim como infec-
cBes cronicas e letais envolvendo érgaos inteiros. Cada tecido ou érgao do

corpo humano pode ser afetado, com excegao dos dentes.

Nés dependemos da agricultura para nos fornecer alimentos, principal-
mente Os graos de cereais (mi|ho, trigo, aveia, amendoim, etc.) que alimentam
tanto os humanos quanto os animais. Doengas fingicas em cereais causam
perdas significantes na agricultura, tanto para o consumo interno quanto para a
exportagdo de graos — atividade tdo importante em nossa economia. Além
disso, o ataque dos fungos ndo se restringe ao campo de produgéo, eles
atacam também os grdos estocados causando sua destruigéo ou produzindo

toxinas carcinogénicas potentes (micotoxinas) dentro destes graos.

O:s fungos tém sido utilizados para os mais diferentes propésitos, desde
a antiguidade. O uso mais antigo deles tem sido como alimento, propriamente
dito, tendo sido utilizado mais tarde também na industria alimenticia para a
produgéo de paes, queijos, cervejas e vinhos. O sabor e a textura de muitos
alimentos, como os queijos e o molho de soja, sdo dados pelos fungos usados
em sua Fabricagéo. Posteriormente, foi descoberto o poder dos fungos na

produgéo de metabdlitos que poderiam ser dteis, como a Penicilina.

Estudos em Biotecnologia e Engenharia genética propiciaram a pro-
dugéo destes metabdlitos em larga escala. Hoje produtos fingicos usados
comercialmente incluem cidos orgénicos, etanol, alguns antibiéticos (além
da Penicilina), pigmentos, vitaminas, enzimas e pesticidas biolégicos. Além
de se tornarem valiosos objetos de pesquisa, em particular, como modelos
eucariontes, uma vez que sdo facilmente manipulados em laboratério, for-
necendo informagées importantes sobre a bioquimica, a genética e a biolo-

gia molecular dos eucariontes.
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3. Micologia Médica

A Micologia médica tem como principal objetivo estabelecer o diag-
néstico micolégico das infecgées por fungos, que por sua vez se baseia em
correta coleta e processamento de espécimes clinicos. A observagéo das nor-
mas de preservacao, e transporte adequados dos materiais clinicos até os locais
de processamento, como laboratério de Microbiologia/Micologia também tem

enorme importancia para a obtencdo de resultados acurados.

3.1. Classificagdo das micoses

Didaticamente, podemos dividir as micoses em grupos, como demons-

trado a seguir:

3.1.1. Micoses superficiais e cutdneas

As MICOSES SUPERFICIAIS sao infecgses causadas por

fungos que invadem as camadas mais superficiais da capa
cérnea da pele ou a haste livie dos pelos. As lesdes se
manifestam como mancha pigmentar na pele, nédulo ou
pelos. A forma invasiva do fungo é uma hifa, caracteristica
de cada micose.

A piedra negra ¢ uma micose causada pela Piedraia hortae. Esta micose
consiste em nédulos duros, de cor escura, localizados na haste dos pelos e
bastante aderentes a eles. Em parasitismo, o fungo se apresenta como um
emaranhado de hifas intimamente unidas. Essas hifas sdo de cor castanha e tém
parede e septos espessos. Os nédulos constituem, na verdade, um ascostroma,
pois em meio ao enovelado de hifas formam-se l6culos ovalados contendo
oito ascésporos. J& a piedra branca ¢ causada por leveduras do género
Trichosporon. Nesta infeccdo o fungo cresce sobre a haste dos pelos, forman-

do nédulos de hifas hialinas septadas e ramificadas, facilmente destacéveis dos
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pe|os, que podem se desarticu|ar, resultando em artroconidios retangu|ares que

se tornam esferéides ou poliédricos.

Leveduras do género Malassezia sdo os agentes da pitiriase versicolor.
Esses fungos vivem normalmente sobre a pele do homem, na forma de levedura.
Usualmente podem filamentar e invadir as células queratinizadas das camadas
superficiais da pele, determinando a micose. A doenga se manifesta como
manchas descamativas distribuidas pe|o térax, abdome e membros superiores.
Ao contrério do que muitos pensam, a micose ndo é adquirida na praia; o que
ocorre ¢ que quando o doente se bronzeia, os locais da pele onde o fungo
estd em parasitismo ndo se queimam, permitindo que as lesdes possam ser
visualizadas com maior facilidade. O diagnéstico definitivo se dé somente pelo
exame direto através da observagéo de hifas curtas e curvas e elementos redon-
dos. A Malassezia ndo cresce nos meios de cultura habituais usados na rotina

porque necessita de suplemento lipidico para seu crescimento.

AS MlCOSES CUTANEAS se caracterizam por serem

causadas por fungos que invadem toda a espessura da
capa cérnea da pele ou a parte queratinizada intrafolicular
dos pelos ou a lamina ungueal. Na pele, as lesdes se
manifestam como mancha inflamatéria, nos pelos como
lesso de tonsura e na unha por destruicio da lamina
ungueal. O contéagio ¢ feito através de animais, homens

ou de solo infectado.

As dermatofitoses constituem manifestaces clinicas muito variadas cau-
sadas por um grupo de fungos, denominados dermatéfitos, que produzem
lesGes na pele, pelos ou unhas. Os fungos dermatéfitos degradam queratina e
pertencem aos géneros Epidermophyton, Mlicrosporum e Trichophyton. Ha
reconhecidamente 27 espécies patogénicas para o homem, dentre as quais 15

ocorrem no Brasil. Destas, as principais sao: Trichophyton rubrum,
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Epidermophyton Hloccosum, T. mentagrophytes, Microsporum canis, M.

gypseum e I. tonsurans.

As dermatofitoses podem ser classificadas nas seguintes modalidades
clinicas: dermatofitose ou tinha do couro cabeludo, da pele glabra, da
barba e da face, dos pés, das unhas e inguinal, dependendo da |oca|izagéo
da lesdo no paciente. J& nos cabelos, pela re|agéo com os fungos, podem
ser diferenciados dois tipos de parasitismo: endotrix, onde os artroconidios
se localizam somente no interior do pelo, esse causado, por exemplo, por
T tonsurans; e ectotrix, onde os artroconidios se dispdem no interior e ao
redor do fio de cabelo. Podemos citar M. canis e T. mentagrophytes

como agentes deste tipo de parasitismo pilar.

Em cultivo, os dermatéfitos, em sua maioria, produzem dois tipos de
conidios: macroconidios e microconidios que, juntamente com a caracteris-
tica macroscépica da colénia, vao permitir a identificacdo das diferentes
espécies dos dermatéfitos. Os macroconidios sdo caracteristicos dos se-

guintes geéneros:

e Microsporum — Sao fusiformes, grandes, multisseptados de pare-

o|es rugosas.

e Epidermophyton — Sao clavados, robustos bi ou trisseptados com

paredes lisas e espessas.

e Trichophyton — Quando existentes sao delicados, clavados,

multisseptados de paredes finas e lisas.

O quadro a seguir mostra as caracteristicas macro e micromorfolégicas
que sdo observadas nas colénias dos principais fungos responséveis por

dermatofitoses.
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Fungo dermatéfito

Macromorfologia

Micromorfologia

Trichophyton rubrum

Colénia branca, granular ou
cotonosa, com pigmento
vermelho no verso

Microconidios em gota de
l4grima dispostos ao longo
da hifa e macroconidios,
que quando existem, sdo
comuns do género

T mentagrophytes

Colénia branca, granular ou
cotonosa, com pigmento
que vai do amarelo ao
marron no verso

Macroconidios do género,
microconidios redondos
numerosos

T tonsurans

Colénia acastanhada com
pigmento vermelho-
ferruginoso no verso

Microconidios numerosos e
polimérficos, usualmente
clavados ou alongados

Microsporum canis

Colénia branca, penugenta
com pigmento amarelo
alaranjado no verso

Macroconidios fusiformes,
mu|tisseptac|os de paredes
rugosas e mais espessas que
a dos septos, poucos
microconidios

M. gypseum

Colénia pulverulenta de cor
camurga, com pigmento
pardo no verso

Numerosos macroconidios

fusiformes, mu|tissepados,

de paredes rugosas e finais
poucos microconidios

Epidermophyton flocosum

Colbnia membranosa de
cor verde-limdo

Macroconidios em grupos
de trés ou mais na extremi-
dade de conidiéforos,
microconidios inexistentes

A candidiase ¢ micose causada por leveduras do género Candida, em

especial pela espécie C. albicans. Elas sdo héspedes normais do trato

gastrintestinal do homem e fazem parte da microbiota de determinadas regices

do tegumento cutdneo. Porém a Candida pode invadir a camada cérnea da

pele ou a lamina ungueal de hospedeiros normais. As lesces tém |oca|izagéo
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peculiar: nas unhas das maos e nas 4reas intertriginosas da pele (regido inguinal,
espacos interdigitais das maos, regido submaméria e axilar). Também ¢ possivel

ocorrerem |256€S nas unhas CIOS péS

Hé ainda outras micoses de pele e de unha que ndo sdo causadas nem
por fungos dermatéfitos nem por fungos do género Candida. Dentre esses
fungos destacam-se: Fusarium sp., Scytalidium dimidiatum, e S. hyalinum
que podem causar lesdes principalmente em unhas e em espacos interdigitais
dos pés. Em cultivo, S. dimidiatum se apresenta como colénia cotonosa,
branca no inicio tornando-se cinza a negra em dez dias. Microscopicamente,
se compde de hifas deméceas e hialinas, com artroconidios septados e ndo
septados. S. hyalinum é considerado um mutante de S. dimidiatum incapaz
de sintetizar melanina e, com isso, as hifas e os conidios sdo sempre hialinos.
As culturas de Fusarium sp. podem ser as mais variadas possiveis, quanto &
macroscopia. Esta dependerd da espécie que causa a lesdo. Porém, micros-
copicamente, o que caracteriza fusarium sp. é a presenga de macroconidios

em forma de lua, bi ou trisseptados.

3.1.2 . Micoses subcutdneas

As MICOSES SUBCUTANEAS se caracterizam por

resultar da inocu|agéo de um fungo patogénico por oca-
sido de um traumatismo, manifestando-se como tumefacao
ou lesdo supurada da pele ou do tecido subcuténeo,
produto da disseminagéo do fungo por contiguidade ou
por via linfética, porém limitada ao territério aquém do

linfonodo regional.

A esporotricose tem como agente Sporothrix schenckii. Esse é um
Fungo dimérfico, |ogo, muda entre as formas miceliana e leveduriforme, de
acordo com a temperatura e as condigées do ambiente onde se encontra.

Assim sendo, S. schenckii, em parasitismo nos tecidos apresenta-se como
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elementos leveduriformes bem pequenos, com brotamento gera|mente em
forma de charuto. Na natureza, em associacao a vegetais e madeira, vive na
forma filamentosa. A transmissdo cléssica da esporotricose se dé por traumatismo
causado por vegetais onde o fungo se encontra ou pela forma zoofilica, ou
seja, através de lesdes provocadas por animais infectados por S. schenckii,
em especial gatos, como vém ocorrendo no estado do Rio de Janeiro, que
¢ uma érea endémica de esporotricose. A lesdo inicial da esporotricose é
uma pépula ou nédulo que surge no ponto da inoculagdo, usualmente loca-
lizado nos membros. Desse local o fungo pode propagar-se por contiguidade,
determinando uma lesdo circunscrita ou por via linfatica, ocasionando o apa-
recimento de nédulos em nimero variével sobre o trajeto de um linfatico
superficial. O diagnéstico definitivo se d4 com o isolamento em cultivo do
fungo em amostras de pus ou bidpsia das lesées. Testes de detecgéo de |gG
e [gM em amostras de soro podem auxiliar no diagnéstico e no acompanha-

mento terapéutico desta infeccdo.

A cromoblastomicose é uma infecgéo que se caracteriza pelo aspecto
parasitario de seus agentes: o corpo muriforme. Esses sdo elementos globosos,
com parede acastanhada espessa e septados em p|anos distintos. Podem ser
visualizados também elementos ndo septados e outros com apenas um septo,
porém o que caracteriza o corpo muriforme é a presenca de septos em planos
diferentes. As principais espécies que podem causar cromoblastomicose no ser
humano sdo Fonsecaea pedrosoi, F. compacta, Cladophialophora carrionii,
Phialophora verrucosa, e Rhinocladiella aquaspersa. No Brasil, normalmente,
os casos dessa micose sdo causados por F. pedrosoi, apbs traumatismo com

matéria organica vegetal.

Micetoma ¢ o nome coletivo de micoses produzidas por algumas espé-
cies de fungos ou de actinomicetos aerébios, os quais, nos tecidos, se organi-
zam em um agregado de hifas ou filamentos bacterianos, denominados graos.

Os agentes de micetoma possuem habitat na natureza associado a vegetais,
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nutrindo-se de outros vegetais em decomposigéo ou como fitopatdégenos.
O micetoma eumicético se distingue do actinomicético por ser: causado por
um fungo, enquanto o actinomicético é causado por bactérias filamentosas.
Os graos, de tamanho e forma variados, podem ter co|orag§o branco-amare-
|ao|o, vermelha ou negra. O que caracteriza a cor de um grao ¢ somente o
fungo ou actinomiceto agente da doenga. Por isso, a cor do grao obtido das
lesGes do paciente jé fornece um indicativo de qual seja o agente do micetoma.
O quadro a seguir o relata alguns desses agentes, com o respectivo tipo e

coloracdo dos graos:

Fungos causadores de micetoma

Grao eumicético negro Grio eumicético branco

Meadurella mycetomatis Acremonium sp.

M. grisea Pseudallescheria boydii (Sceo’osporium apiospermum)
Pyrenochaeta romeroi Neotestudina rosatii

Exophiala jeanselmei Aspergillus nidulans (Emerciella nidulans)

Actinomicetos causadores de micetoma

Grao actinomicético vermelho | Grao actinomicético branco

Actinomadura pelletieri Actinomadura madurae
Nocardia brasiliensis
N. asteroides, N. caviae

Streptomyces somaliensis

H4 outras micoses subcutineas de interesse, como a lobomicose e a
entomoftoramicose. No entanto, a esporotricose, cromoblastomicose e

micetomas sdo as mais comuns no Brasil.
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3.1.3. Micoses sistémicas e oportunisticas

As MICOSES SISTEMICAS se caracterizam por serem
adquiridas por inalagdo de propagulos fingicos, sendo,
consequentemente a lesdao priméria pulmonar, com ten-
déncia a regressdo espontinea. O fungo pode se disse-
minar pelo corpo através do sangue, originando lesdes
extrapulmonares nos individuos. Os agentes de micoses
sistémicas raramente sdo implantados traumaticamente; quan-
do isso ocorre, determinam uma lesdo granulomatosa cir-
cunscrita, com ou sem linfangite regional, que regride
espontaneamente.

Ao invadir os tecidos, os fungos desencadeiam resposta imunolégica no
hospedeiro, que pode ser evidenciada por reagao intradérmica, na qual se
verifica a resposta celular dada pelo hospedeiro, por reagcoes de
hipersensibilidade tardia e por provas de detecgé’o de anticorpos em amostras
de soro (imunodifusdo dupla e fixagéo do complemento), onde ¢ avaliada a
resposta humoral. Uma reagao intradérmica positiva evidencia que o individuo
ja foi previamente sensibilizado pelo fungo e as provas sorolégicas indicam que
hé anticorpos contra o fungo. Porém, as provas sorolégicas podem fornecer
resultados falso-positivo e falso-negativo, visto que podem ocorrer reagoes
cruzadas com outros anticorpos na prova aplicada. As provas sorolégicas auxi-
liam no diagnéstico de micoses sistémicas, mas o que realmente diagnostica a
doenca ¢ o isolamento do fungo em cultivo ou sua observacio no exame
micolégico direto dos materiais adequados para o exame, tendo as provas
imunoldgicas valor diagnéstico presuntivo. As provas imunolégicas sdo Gteis
para ava|iag6€s epidemioldgicas, para ava|iagéo progndstica e para a triagem de
pacientes. As reacoes intradérmicas apresentam valor diagnéstico baixo, uma
vez que ndo discriminam entre infecgées passadas ou recentes. Porém sio de

grande valor nos estudos epidemiolégicos.
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As micoses sistémicas sdo a coccidioidomicose, a blastomicose, a
histoplasmose, e a paracoccidioidomicose. As duas primeiras ndo sio co-
muns no Brasil, embora sejam relatados casos de coccidioidomicose no semi-
érido do Nordeste, em especial no Piaui em cacadores de tatus, que revolve-
ram o solo para desentocar a caca. Ha também a esporotricose sistémica,
que ¢ resultado da inalacdo de conidios de S. schenckii os quais vao causar
inFecgéo pulmonar que pode sistematizar-se. Este tipo de apresentacao clini-
ca da esporotricose ¢ bastante raro. O aspecto macro e micromorfolégico

do fungo é o mesmo do agente da esporotricose subcutinea.

A histoplasmose ¢ uma infeccdo sistémica, causada por Histoplasma
capsulatum var. capsulatum ou H. capsulatum var. duboisii. Enquanto o primei-
ro agente tem distribuigéo cosmopolita, o outro tem sua distribuigéo geogréfica
restrita ao continente africano. O cultivo de H. capsulatum & temperatura
ambiente é constituido de colénia branca que, quando muito velha, assume
coloragdo camurca. O crescimento do fungo ¢ bem lento. Microscopicamente
se observam hifas finas e delicadas e conidios de dois tipos. Os macroconidios
esféricos e tuberculados sdo estruturas marcantes para a identiFicagéo do fungo.
Porém, a presenca de microconidios esféricos é necesséria para a correta iden-
tificagéo do agente, pois ha alguns fungos sapréfitas, pertencentes ao género
Chrysosporium, que também produzem estruturas de propagagao semelhan-
tes. Deve-se, para a correta identificagéo do agente da histoplasmose, realizar
a conversao desse fungo para a fase leveduriforme em meios enriquecidos com
incubacdo a 37°C. Todavia, a conversdo de H. capsulatum nao ¢ facilmente
obtida e depende também das caracteristicas fisiolégicas de cada isolado.
Quando convertidos a fase leveduriforme observam-se col8nias g|abras, lisas,

branco-amarelada, e na microscopia notam-se leveduras ovais e unibrotantes.

A paracoccidioidomicose é uma micose sistémica causada por
Psracoccidioides brasiliensis, caracterizada pela forma parasitéria do seu agente:

célula leveduriforme mutibrotante com parede celular birrefringente. E a micose
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sistémica mais frequente na América Latina. Afeta usualmente agricultores, que
mantém contato direto com a natureza, em principal com o solo. A micose é
endémica no Brasil. As manifestaces clinicas da paracoccidioidomicose resul-
tam da inalagdo de elementos infectantes do fungo ou de uma reativacio de
lesdo priméria quiescente, ou seja, de uma lesdo adquirida h4 algum tempo,
muitas vezes mais de trinta anos, e que ndo tinha ainda se desenvolvido. O
fungo, além de acometer o pulmao, dissemina-se para outras partes do corpo,
atingindo principalmente as mucosas do individuo, sua pele e linfonodos. O
aspecto macroscdpico da cultura de leveduras desse fungo tem co|oragéo
creme-clara, consisténcia cremosa e é conseguido em meios especiais, como o
meio de Fava-Neto, com incubacdo a 37°C. O cultivo a 25°C dé origem a
colénias de crescimento muito lento, filamentosas, a|goo|oao|as ou aveludadas,

compostos de uma trama de hifas sem conidios.

As MICOSES OPORTUNISTICAS sdo causadas por
Fungos termotolerantes (que crescem a uma temperatura de
37°C), de baixa viruléncia e que determinam doengas em
hospedeiros com graves deficiéncias do sistema
imunodefensivo. Esses fungos tém porta de entrada vari-
vel, usualmente provocam reacao supurativa necrotica. Po-
dem acometer os mais variados érgdos, produzindo qua-
dros polimérficos que se apresentam como maniFestagéo
cutdnea, subcutdnea ou sistémica. Os fungos invadem os

tecidos como uma hifa.

A criptococose ¢ causada por leveduras do género Cryptococcus, das
quais destacam-se duas espécies: C. neoformans, que acomete principalmen-
te individuos imunodeprimidos e C. gattii, que pode acometer individuos
imunocompetentes. A micose ¢ de frequéncia elevada nas grandes cidades,
onde sdo diagnosticadas suas formas clinicas mais graves. As formas subclinicas

ou as que se manifestam como inFecgéo respiratéria inespecifica devem ser
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bastante frequentes. A doenca é endémica no Norte e no Nordeste do pafs,
acometendo criangas, jovens e adultos, de ambos os sexos e todas as faixas
etérias, com ou sem depressdo do sistema imunolégico. O fungo apresenta
tropismo pelo sistema nervoso central e o liquor do paciente pode simular
meningite viral, bacteriana e também tuberculose. As leveduras do género
Cryptococcus possuem uma caracteristica especia|, que ¢ a presenca de uma
cépsula polissacaridica que envolve todo o fungo. Essa cépsula pode ser evi-
denciada em exames laboratoriais por contraste com tinta nanquim ou com a
co|oragéo pelo Mucicarmin de Mayer. C. neoformans e C. gattii sdo capazes
de produzir a enzima extracelelular fenol oxidase, que é extremamente dtil para
a identificagéo do agente da criptococose, pois esta enzima faz com que a
levedura se torne melanizada quando colocada em cultivo com compostos
fendlicos. Esta enzima e a cépsula polissacaridica estdo relacionadas com a

viruléncia desse fungo ao organismo.

A aspergilose ¢ causada por membros do género Aspergillus que se
apresentam nos tecidos como hifas hialinas septadas e ramificadas
dicotomicamente, ou seja, num angulo de 45°. A micose se manifesta em
trés formas clinicas: a alérgica, de colonizacdo e a forma invasiva. Poucos
grupos de Aspergillus causam inFecgéo no homem. Espécies de Aspergillus
dos grupos fumigatus, niger e flavus sdo os patégenos mais comuns, porém
também podem causar infeccdo fungos dos grupos nidulans, terreus, ustus e
restrictus. O aspecto microscépico do conididforo permite a distingéo entre

as diferentes espécies.

A candidiase oportunista tem incidéncia mundial e resulta da invasdo
por espécies de Candida dos tecidos de hospedeiros com endocrinopatias,
nos que recebem terapéuticas imunodepressivas, nutricao parenteral e adminis-
tracao prolongada de antibiéticos ou esteroides, e ainda em pacientes com
comp|ica<5‘6es ap6s grandes cirurgias. Nos tecidos, as espécies de Candida se

apresentam como hifas de aspecto peculiar, com excecdo de C. glabrata (nun-



Micologia | 419

ca Fi|amenta, sempre se apresenta na forma de |evec|ura). O agente mais
comum ¢é C. albicans, espécie que faz parte da microbiota do tubo digestivo
do homem. Vive também em menor nimero na érvore brénquica e na cavidade
vaginal. Os microrganismos responséveis pela candidiase sdo classificados em
sua forma anamérfica, usando provas fisiolégicas de assimilacdo e fermentacdo
de aclicares. A medida que vém sendo descobertas as formas teleomérficas
das espécies de Candlida, as caracteristicas dos esporos demonstram que elas

pertencem a vérios géneros distintos.

3.2. Agentes antifingicos

O ndmero de farmacos disponiveis para o tratamento de infeccoes fangicas
sistémicas ¢ limitado. Nos dltimos anos, a anfotericina B e os azéis — principal-
mente cetoconazol, fluconazol e itraconazol — tém sido os farmacos de primeira
escolha na terapia. Estas duas classes de medicamentos tém como alvo a membra-
na celular dos fungos. Os polienos ligam-se a uma porcao esterol, basicamente
ergosterol, presente na membrana de fungos sensiveis, formando poros ou ca-
nais. O resultado ¢ um aumento na permeabilidade da membrana que permite o
extravasamento de diversas moléculas pequenas, levando & morte celular. A
anfotericina B é um antibiético fungicida de largo espectro e potente, mas seu
uso ¢ associado a efeitos adversos significantes, como nefrotoxicidade e febre
com calafrios, como reacdo aguda & infusdo intravenosa, ja que a farmacocinética

deste farmaco ndo permite a administracdo oral.

Os azébis sdo compostos totalmente sintéticos. O mecanismo de acdo
destes farmacos baseia-se na inibicdo da esterol-14-o.-desmetilase, um sistema
enzimatico microssomal dependente do citocromo P450, que prejudica a
sintese do ergostero| na membrana citop|asmética e leva ao acimulo de 14-a.-
metilesteréis. Esses metil-esteréis ndo possuem a mesma forma e propriedades
fisicas que o ergosterol e levam & formacdo da membrana com propriedades

alteradas, que ndo desempenha as funcdes bésicas necessérias ao desenvolvi-
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mento do fungo. Os azbis causam menos reacoes adversas que a
anfotericina B, mas sdo menos potentes que ela. Podem ter acao fungistatica
ou fungicida. O uso excessivo dos azéis levou ao aparecimento de

resisténcia em espécies suscetiveis.

Um outro agente antifiingico sistémico utilizado ¢ o pré-farmaco flucitosina.
Todos os fungos sensiveis sdo capazes de desaminar a flucitosina em 5-
fluorouracila, um potente antimetabdlito; como resultado final, a sintese de
4cido desoxirribonucleico dos fungos fica prejudicada. Embora as células dos
mamiferos ndo convertam a flucitosina em fluorouracila, o que ¢ crucial para
acao seletiva do composto, alguns microrganismos da flora intestinal o fazem,

causando certa toxicidade aos humanos.

A atividade antimicrobiana de um composto pode ser quantificada
com base na determinagdo da concentracdo minima capaz de inibir o cresci-
mento de um dado microrganismo, um valor chamado CIM (Concentraco
Inibitéria Minima), ou MIC (“Minimum Inhibitory Concentration”) em
inglés. Este valor pode ser determinado através do método das diluicoes
sucessivas ou do método da difusdao em agar, ou ainda através do uso de
tiras contendo um gradiente de concentragio de antibiético, conhecido

como E-teste.

Do ponto de vista microbiolégico e clinico, o conceito de sensibilidade
e resisténcia ¢ aplicado para classificar o isolado como sensivel ou resistente.
No aspecto microbiolégico, uma cepa é considerada resistente a um antifingico
quando a concentracdo inibitéria minima é mais elevada que a habitual do

antifdngico frente a essa espécie.

Podemos observar trés diferentes tipos de resisténcia aos agentes

antifGngicos:

* Intrinseca: ¢ dita quando nenhum membro de uma espécie é sensivel

ao antifingico, ou seja, todos sdo insensiveis.
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* Primaéria: ocorre quando dentro de uma espécie, normalmente sensivel
a determinado antifiingico, encontra-se uma cepa com resisténcia natural

a ele, sem necessidade de contato prévio com a droga.

» Secundéria: ocorre quando uma cepa, previamente sensivel, desen-

volve resisténcia & droga apés ter sido exposta a ela.

3.3. Diagnéstico imunolégico das micoses pulmonares

As provas imunoldgicas prestam valiosos auxilios no diagnéstico de uma
infeccdo fangica. Os dados obtidos através de tais provas, devem ser
criteriosamente interpretados e correlacionados com os achados micolégicos,

evidéncias clinicas e circunstancias epidemioldgicas.

Para seguranca e facilidade na interpretacio dos resultados, soros con-
troles positivos devem ser incluidos nas provas soroldgicas para detecgéo de
anticorpos em soro. Essas provas devem ser realizadas com uma bateria de
antigenos. No caso especifico das micoses pulmonares, essa bateria deve
incluir, no minimo, antigenos de Paracoccidioides brasiliensis, Histop/asma

capsulatum, Aspergillus fumigatus e Coccidioides immitis.

Para melhor ava|iagéo progndstica, as provas devem ser executadas com
amostras seriadas do soro colhido em diferentes periodos, possibilitando assim

a elaboracdo da curva sorolégica.

E importante salientar que as provas imunoldgicas tém
valor presuntivo no diagnéstico das infeccdes fingicas,
sendo o exame de cultivo o padrao-ouro para diagnés-
tico definitivo das micoses.
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3.4. Interpretacdo das provas imunolégicas

3.4.1. Paracoccidioidomicose

Pacientes portadores de paracoccidioidomicose ativa sem tratamento
apresentam positividade nas provas sorolégicas acima de 90%. Os titulos da
reacio de fixagdo de complemento sdo mais elevados nas formas graves e
agudas da doenca, sofrendo quedas & medida que ocorre melhora clinica. A
reacao nao tem muito valor diagnéstico quando tomada como dado isolado.
A corre|agéo com os dados clinicos, epidemiolégicos e resultados fornecidos

por outras técnicas faz com que a importancia diagndstica aumente.

Na imunodifusdo dupla de Ouchterlony pode ocorrer a Formagéo de
vérias bandas de precipitacao, sendo mais frequente a demonstragéo de apenas
uma delas. A reacdo é dotada de alta especificidade. Reacdes cruzadas sdo
minimas e podem ocorrer principalmente com soros de pacientes portadores

de histoplasmose.

A contraimunoeletroforese é mais sensivel que a imunodifusdo dupla e
permite que os resultados sejam conhecidos em tempo reduzido. Ao lado do
alto valor diagnéstico, a reagdo permite também acompanhar a evolucio sorolégica
do paciente, através da titulacdo seriada de amostras do soro. O sorodiagnéstico
especifico da paracoccidioidomicose pode ser obtido por intermédio da
imunoeletroforese, através da demonstracdo do arco de precipitacdo corres-
pondente ao antigeno EQ ou gp43. O arco de precipitagdo correspondente

forma-se na regido catédica da lamina.

3.4.2. Histoplasmose

Anticorpos fixadores do complemento podem ser demonstrados na
maioria dos pacientes, j4 a partir da quarta semana apds a infecgéo. Preconiza-

se a uti|izagéo dos antigenos obtidos da fase leveduriforme do Histoplasma
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capsu/atum bem como do antigeno obtido da sua fase filamentosa para ap|ica-
¢do no teste, uma vez que o antigeno leveduriforme apresenta uma maior
especificidade e o antigeno filamentoso maior sensibilidade. Os resultados
inespecificos estdo geralmente relacionados aos titulos de 1:8 e 1:32.
Consequentemente titulos inferiores a 1:8 sdo considerados normais, e
entre 1:8 ¢ 1:32 sdo considerados de valor presuntivo. Titulos de 1:32
ou mais elevados sdo altamente sugestivos de histoplasmose em atividade.
Apbs a cura clinica, os titulos caem rapidamente e normalmente desapare-
cem apds nove meses. Reacdes cruzadas podem ocorrer com soros de

portadores de paracoccidioidomicose.

Na imunodifusdo dupla podem ser verificadas duas faixas de precipi-
tacdo de importancia diagnéstica, denominadas bandas H e M. A faixa M
forma-se préxima do orificio que recebe o antigeno e pode ser demonstra-
da com soros de pacientes com formas agudas ou crénicas de histoplasmose,
ou em individuos sensiveis a histoplasmina e que se submeteram a recente
teste intradérmico com o antigeno. A precipitina H é demonstrada no soro
de pacientes com a doenga ativa ou até dois anos apds recuperagao clinica,

raramente ocorre na auséncia o|e M

A contraimunoeletroforese tem praticamente o mesmo valor da
imunodifusdo dupla, permitindo ainda a titu|a<5‘§o dos anticorpos anti- H.

capsu/a tum.

A detecgéo de antigeno de H. capsulatum em espécimes de urina,
sangue e fluido cérebroespinhal oferece um método répido para o diag-
néstico, para o monitoramento de terapia, assim como para a identiFicagéo
de recaidas na histoplasmose disseminada. Resultados falso-positivos tém
sido observados somente em pacientes com blastomicose,
paracoccidioidomicose e infecgéo por Penicillium marneffei, e menos fre-

quentemente em pacientes com coccidioidomicose.
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3.4.3. Aspergilose

Nos aspergi|omas, os titulos de anticorpos especfficos demonstrados
pela reacao de Fixagéo de complemento estdo geralmente elevados. As bandas
de precipitagdo reveladas pela imunodifusdo dupla e contraimunoeletroforese
sdo geralmente maltiplas, podendo ser acima de dez. Apés a remoco cirirgi-
ca do aspergi|oma ou tratamento adequado, estes anticorpos deixam de ser

detectados em pouco tempo.

Na aspergilose brénquica alérgica os titulos de anticorpos especificos
sdo baixos, e na asma aspergilar raramente sdo demonstrados. Através de
provas cutdneas com aspergilina, pode-se demonstrar reagoes de
hipersensibilidade do tipo | e |ll na aspergilose brénquica alérgica, e do tipo |

na asma aspergilar.

Nas formas invasivas da doenca raramente se demonstram anticorpos
através das provas usuais, necessitando-se o emprego de provas mais sensiveis

tais como radioimunoensaios e imunoenzimaticas.

Na imunodifusdo dupla e contraimunoeletroforese, podem ocorrer rea-
coes inespecificas devido & proteina C-reativa do soro do paciente. A elimina-
cdo de tal reacdo inespecifica se faz através da lavagem da lamina, em solucdo

de citrato de sédio a 5% durante trinta minutos.

3.4.4. Criptococose

O imunodiagnéstico da criptococose se baseia principalmente na de-
monstracio de  antigeno solivel de C.  neoformans,
(GLUCORONOXILOMANANA) através da reacdo de soro ou liquor
com particulas de latex sensibilizadas com gamaglobulina de coelho anti-
polissacaride capsular. Interferéncias, tais como fator reumatoide e efeito prozona
podem ser encontradas neste teste, e sdo facilmente eliminadas com tratamento

das amostras com pronase.



Micologia | 425

Os reagentes para demonstragéo de antigeno solivel sdo encontrados

no comércio, de procedéncia norte-americana, na forma de KIT.

Anticorpos podem ser demonstrados na fase inicial e final da criptococose.
As provas mais utilizadas para tal propésito, sdo as reagoes de imunofluorescéncia
indireta e ag|utinagéo de suspensdo de células de C. neoformans, porém

apresentam baixo rendimento.
4. Meios de cultura e corantes

4.1. Meios de cultura

Os meios de cultura sao preparagdes que contém as fontes nutricionais

necessarias para o crescimento e mu|tip|icagéo dos organismos.

O cultivo de microrganismos pode ter diferentes propésitos, mas em
todos eles o meio de cultura deve suprir as necessidades minimas para que in
vitro se consiga um ambiente semelhante ao que se encontrava o organismo

na natureza.

Levando em consideracdo que os nutrientes sdo unidades estruturais e
fontes de energia para a construgdo e manutencdo da estrutura e organizacdo
dos microrganismos, o meio de cultura deve conté-los para que viabilize o seu

crescimento.
S30 esses os principais constituintes do meio de cultura:

® Agua: sempre deve ser usada dgua destilada para o preparo de meios
de cultura. A é4gua da torneira ¢ de constituicdo desconhecida, variando

especialmente em fons e em pH.

® Fonte de carbono: ¢ necesséria para a sintese de numerosos compos-
tos organicos que fazem parte do protoplasma. A glicose é a principal

fonte de carbono utilizada pelos microrganismos.
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* Fonte de nitrogénio: muitos componentes da célula, principalmente as

proteinas, contém nitrogénio.
® Minerais: enxofre e fésforo.

¢ Elementos de trago: sdo os minerais que sao exigidos em quantidades

minimas. Exemplos: potéssio, magnésio, etc.

o Fatores de crescimento: um fator de crescimento é um componente
orgdnico que a célula deve conter para crescer, mas é incapaz de sinte-

tizar. Exemplos: aminoécidos, purinas, etc.

Observacao: Para o preparo do meio de cultura, as drogas usadas devem ser
de maior pureza. O pH, a temperatura e a aeracdo devem ser cuidadosamente

contro|ao|os‘ Sempre se deve observar O prazo de va|idao|e dO produto.

Os meios de cultura podem ser classificados da seguinte forma:
Quanto ao estado fisico
¢ Sélido: contém agar (agente solidificante) na concentracdo de 1,5g
a 3,03 por litro.
» Semissélido: 0,1g a 1,1g de é4gar.
* Liquidos (caldos): auséncia de 4gar.

Agentes solidificantes:
* Gelatina: pode ser hidrolizada. E mais utilizada hoje em provas
bioquimicas.
* Agar: ¢ uma substancia hidrocarbonada extraida de vérias espécies

de algas vermelhas, e ¢ imune ao desdobramento pela maioria dos

microrganismos.

» Silica gel: usada quando se deseja cultivar microrganismos autotrdficos.
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Quanto a composicdo quimica

* Naturais ou Complexos: formados por substancias de Ccomposicao

quimica ndo definida.

o Sintéticos: quando a composicdo quimica é conhecida e seus com-
ponentes servem para suprir as fontes necessarias de carbono, nitro-

génio, vitaminas, etc.

Quanto ao emprego

» Meios de enriquecimento: sdo meios enriquecidos com determina-
dos nutrientes que favorecerdo o desenvolvimento de determinado

microrganismo, entre varios outros.

» Meio de manutencdo: garante a viabilidade do microrganismo, por
longos periodos, de modo a torné-los disponiveis em qualquer ex-
perimentacao.

» Meio diferencial: permite ao microrganismo produzir estruturas ou
reagoes que podem ser usadas na sua diferenciagéo entre géneros ou
espécies.

» Meio seletivo: permite o crescimento de um determinado grupo

ou género de microrganismo, em detrimento de outros.

Os meios de cultura devem ser preparados e esterilizados cuidadosa-

mente, de acordo com o protoco|o a seguir:

a) Pesagem dos ingredientes

* Se 0 meio ¢ preparado a partir de seus ingredientes bésicos,
suas massas corretas para o volume desejado devem ser pesadas

isoladamente.
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* Para meios desidratados, pesar a massa correspondente ao volume

desejado.

b) Disso|ug'a'o dos ingredientes

* Nunca usar recipientes de cobre ou zinco para disso|ugéo dos
ingredientes do meio de cultura, usar preferencialmente o baldo de

vidro, quimicamente limpo.

* Adicionar ao recipiente contendo os ingredientes uma quantidade
de 4gua destilada, aproximadamente a metade do volume desejado,
agitando constantemente com bastdo de vidro, e evitando a forma-

géO o|e bo|has,~ aquecer brandamente.

o Usar 4gua destilada & temperatura ambiente, no preparo de meios
liquidos.

 Completar o volume do meio com a 4gua apds a formacdo de
suspensdo homogénea. lsso é essencial, principalmente em meios
contendo agentes solidificantes.

» O aquecimento para uma efetiva o|isso|ugéo dos ingredientes e
esteri|izagéo do meio deve ser feito no menor tempo possivel. Os
meios que contém é&gar devem ser aquecidos até o seu ponto de
ebulicdo para uma completa dissolucao.

* Resfriar os meios contendo 4gar & temperatura aproximada de
50 °C, reajustar o volume de 4gua destilada aquecida de 45 a

50 °C, se houver perda significativa de 4gua durante o aquecimento.

Determinacéo e ajuste de pH
* Determinar o pH de meios formulados antes de adicionar o 4gar.

 Quando se tratar de meios formulados, se deve aferir 0,2 unida-

des de pH acima do desejado, haja visto que o pH abaixa aproxima-
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damente este valor apés a autoclavacdo. Nos meios desidratados,

nao ¢é necessério o ajuste do pH, pois os meios j& vém tamponados.

* Determinar o pH através de um potenciémetro ou por papel indi-

cador de pH.

s Ajustar o pH com solucdo de é4cido cloridrico (HCI) O,1N ou
solucdo de hidréxido de sédio (NaOH) O, 1TN.

d) Distribuicdo dos meios
* Distribuir os meios em recipientes, quimicamente limpos e no caso de
meios que nao suportem nova autoc|avagéo, usar recipientes estéreis.

* Ao distribuir em frascos de Erlenmeyers ou balées de fundo chato,

evitar ultrapassar 509 do volume total do frasco.

* A distribuicdo em placas deve ser de aproximadamente 15mL; éml
em tubos para meio inclinado, 5ml para camada alta e éml para

caldos em geral.
e A distribuigéo nos tubos deve ser feita com pipetas;

* Codificar os meios conforme padrao ou convencdo do laboratério;

e) Esterilizacio dos meios

 Com algumas excecdes, esterilizar os meios em autoclave a 121 °C

durante 15 minutos.

f) Preparo de agar inclinado em tubos

* Ao retirar os tubos contendo meio sélido da autoclave, incliné-los
apoiando-os num suporte de madeira, permanecendo os mesmos
com aproximadamente 1cm de meio na base. Deixar solidificar a

temperatura ambiente.
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g) Plaqueamento de meio de cultivo

* Fundir o meio sélido em banho-maria, resfrié-lo em banho d’4gua,
de modo a evitar ou diminuir a umidade que se condensa na tampa

da placa de Petri, quando o é4gar se solidifica.

e Flambar a boca do recipiente que contém o meio, antes de

distribui-lo na placa.

* Préximo & chama do bico de Bunsen, verter o meio, levantando
parte da tampa da placa de Petri estéril, o suficiente para permitir a
introdugéo da boca do tubo ou outro recipiente que contém o
meio, sem tocar as bordas da placa. Pode-se usar uma pipeta para
a distribuicao.

* Fechar a placa, movimenta-la levemente sobre a bancada para
permitir uma distribuigéo uniforme, e deixar solidificar & temperatu-

ra ambiente.

l‘l) Armazenamento e COI‘ISGI’VBEEO dOS meios de cu|tura:

e Para periodos de tempo prolongados, recomenda-se guardar os
tubos e frascos de Er|enmeyers contendo meio em temperatura de
12 a 15 °C. Os meios contendo 4gar ndo devem ser guardados

abaixo de O °C para nao alterar seu gel.

* Geralmente ¢ possivel sua conservacao durante um ou dois meses a
temperatura ambiente em locais secos, limpos e abrigados da luz;

* |dentificar todos os tubos, p|acas ou frascos que contenham meios

de cultura.

* Para que ndo haja perda de 4gua do meio para o ambiente, os
recipientes devem ser bem vedados. No caso de placas de Petri,

seus bOFdOS poderéo ser |acrao|os com parafi|me.
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Lista de meios de cultura mais utilizados em laboratério de Micologia

Agar extrato de arroz (Rice extract agar)

. Meio desidratado 15g
i Agar 30s
* Agua destilada 1000mL

Suspender o pé na égua e deixar embeber o dgar durante trinta

minutos, fundir, distribuir e esterilizar em autoclave por quinze
minutos a 121 °C.

Agar Sabouraud glicosado (Sabouraud glycose agar)

* Dextrose 30g
* Peptona 10g
. Agar 30g
. Agua destilada 1000mL

Misturar todos os elementos em baldo, deixar embeber o 4gar
por trinta minutos, levar & autoclave e aquecer lentamente & 120
°C. Agitar e ajustar o pH para 6,5. Esterilizar por quinze minu-
tosa 121 °C.

Batata dextrose agar (Potato dextrose agar — BDA)

. Meio desidratado 39g
. Agar 5g
* Agua destilada 1000mL

Suspender em 4gua e deixar embeber o égar por quinze minutos.

Aquecer até a disso|ugéo completa. Esterilizar em autoclave por

quinze minutos a 121 °C.
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Mycosel (Mycobiotic) agar

* Farinha de soja digerida 10g

* Dextrose 10 g

* Cicloheximida 0,4¢

¢ Cloranfenicol 0,05¢

» Agar 15¢g

. Agua destilada 1000 mL

Misturar os reagentes. Esquentar agitando frequentemente até
dissolver todos os ingredientes. Autoclavar a 118°C por quinze
minutos. Nao aquecer de forma excessiva. Para o meio desidrata-

do seguir o mesmo procedimento sem adigéo do é4gar.

Czapeck dox agar (CZ)

* Sacarose 30g

* Nitrato de sédio 3g

* Fosfato di-potéssico 1g

* Sulfato de magnésio 0,5¢

¢ Cloreto de potéssio 0,5g

* Sulfato ferroso 0,01g

. Agar 30g

. Agua destilada 1000mL

Misturar e dissolver os reagentes. Juntar o égar e deixar embe-
ber durante trinta minutos. Ajustar o pH para 7,3 antes de
esterilizar. Fundir o 4gar e esterilizar em autoclave por quinze
minutos a 121 °C. Para o meio desidratado, seguir o mesmo
procedimento sem adicdo do 4gar.

Agar infusdo de cérebro e coragao (Brain Heart Infusion agar — BHI)
* Infusdo de 200g de cérebro de bezerro 7,7 g
* Infusdo de 250g de coracdo de vaca 9,8¢g
* Proteose Peptona 10 g
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* Dextrose 2g

* Cloreto de sédio 5g

* Fosfato dissédico 2,5¢g
. Agar 20¢g

Misturar e dissolver os reagentes. Juntar o 4gar e deixar embe-
ber durante trinta minutos. Ajustar o pH para 7,4 antes de
esterilizar. Fundir o é4gar e esterilizar em autoclave por quinze
minutos @ 121 °C. Para 0 meio desidratado seguir o mesmo

procedimento sem adicdo do agar.

Agar dextrose farinha de milho (Corn meal agar — CMA)

* Farinha de milho 40 g
* Dextrose 20 g
. Agar 20¢g
. Agua destilada 1000 mL

Colocar a farinha em Becker com 4gua e aquecer em banho-maria
a 60 °C por uma hora. Em seguida, filtrar em gaze dobrada duas
vezes. Restabelecer o volume inicial com 4gua destilada. Transferir
para baldo que ja contenha o 4gar e a dextrose pesados. Esterili-
zar em autoclave a 121 °C por vinte minutos. Para o meio
desidratado usar o mesmo procedimento usado no BDA, porém
esterilizar a 121 °C por vinte minutos.

OBS: Quando este meio ¢ utilizado para Mucoracea, trocar a

dextrose por glicose.

Extrato de malte agar (Malt extract agar — MEA)

* Extrato de malte 30g
i Agar 30g
. Agua destilada 1000 mL

Usar o mesmo procedimento do meio BDA, e ajustar o pH para

7,0.
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Sabouraud

* Glicose 30g

* Peptona 10 g

. Agar 20g¢g

. Agua destilada 1000 mL

Usar o mesmo procedimento do meio Sabouraud glicosado.

Meio seletivo para fungos entomopatogénicos

* Farinha de aveia 10 g

. Agar 10g

* Sulfato de estreptomicina 0,50g
* Dodine 0,45g
* Penicilina G 0,20g
» Cristal violeta 2,5 mg
. Agua destilada 500 mL

* Solucdo estoque de cristal violeta: O,1g de cristal violeta em
200 ml de 4gua destilada.
*Solugdo estoque de antibidticos: 4g de penicilina G e 10 g de

sulfato de estreptomicina em 40 mL de 4gua destilada.

Mistura-se aveia e 4gar em 490 mL de 4gua destilada; agita-
se vigorosamente aquecendo até a fervura, adiciona-se Dodine
e 5 mlL da so|ugéo estoque de cristal violeta enquanto estiver
quente, e autoclava-se por vinte minutos. Quando estiver na
temperatura de 50 a 55 °C, adicionam-se 2 mL de solucao
estoque de antibidticos; agita-se bem e distribui-se imediata-

mente o meio em placas de Petri.
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Farinha de aveia 4gar (Oatmeal dgar — OM)

. Earinha de aveia 60 g
. Agar 12,5¢
* Agua destilada 1000 mL

Bater a farinha no liquidificador com um pouco da 4gua por um
minuto. Depois adicionar o 4gar e a 4gua e homogeneizar. Esteri-
lizar em autoclave a 121°C por vinte minutos.

OBS: Nao utilizar o frasco de Erlenmeyer na medida exata do
meio, pois durante a autoc|avagéo, o meio ferve e pode molhar a

rolha ou transbordar.

Extrato de |evedura-peptona-g|icose-égar ( Yeast extract-peptone-

glucose-agar — PYGA)

* Peptona 5g

* Extrato de levedura 5g

* Glicose 20 g

. Agar 13g

. Agua destilada 1000 mL

Seguir os mesmos procedimentos usados para Sabouraud glicosado.

MP-5 (meio seletivo para fungos aquaticos)

* Peptona 1g

» Maltose 4g

. Agar 20¢g

. Agua destilada 1000 mL

Seguir os mesmos procedimentos usados para o Sabouraud

glicosado

Observagéo:Todos os meios utilizados no laboratério de Micologia podem

ser acrescidos com antibidticos (cloranfenicol, estreptomicina, etc.) para evitar

o crescimento de outros microrganismos.
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Meio de cultura — Fava Netto (para antigeno de P, brasiliensis)

* Proteose peptona n° 3 (Difco) 3g

* Peptona 10 g

* Extrato de carne 5g

* Cloreto de sédio 5g

* Extrato de levedura 5g

* Dextrose 40 g

. Agar 18 g

. Agua destilada gsp 1000 mL

Fundir o meio em banho maria fervente. Ajustar o pH entre 7,2
e 7,4. Autoclavar a 120°C durante vinte minutos.

Meio de cultura - Smith-Asparagina ( para histoplasmina)

o L-Asparagina 73

¢ Cloreto de aménio 73

* Fosfato monoécido de potéssio 1,31g

* Citrato de sédio 0,9g

* Sulfato de magnésio heptahidratado 1,5¢g

» Citrato férrico 0,3g

* Glicose 10 g

* Glicerina 95 ¢

. Agua destilada gsp 1000 mL

Dissolver a asparagina em cerca de 300 mL de 4gua destilada
aquecida a 50°C. Dissolver os sais separadamente em 25 mL de
4gua destilada, sendo que o citrato férrico deverd ser dissolvido
em agua quente. Misturar as solugdes dos sais com a solucdo de
asparagina. Homogeneizar. Acrescentar a glicose e a glicerina.
Completar o volume com é4gua destilada. Homogeneizar. Distri-
buir o meio, porcdes de 200 ml, em baldes de 500 mL.

Autoclavar a 120°C durante vinte minutos
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Meio de Cultura — Negroni (Filtrado de cultura de P, brasiliensis)
* Dissolver 60 g de neopeptona em 120 mL de 4gua destilada
aquecida a 45°C.

* Colocar a so|ugéo de neopeptona em tubos para diélise (mem-
branas de celofane) e dialisar contra 4gua destilada (cerca de 2
litros) durante cinco horas a 70°C, e por uma noite em geladeira
a 4°C.

* Retirar o contetdo do tubo de didlise e completar o volume
com 4gua destilada para 1.800 mL. Adicionar 36g de glicose,
0,18 g de tiamina e 0,36 g de asparagina.

* Homogeneizar e acertar o pH, que deve ser entre 6.8 ¢ 7.0;
¢ Distribuir o meio, porcdes de 150 mL em frascos Erlenmeyer

ou balées de 300 mL de capacidade.
 Autoclavar a 120°C durante 15 minutos.

Observagéo: Todos os meios utilizados no laboratério de Micologia podem
ser acrescidos com antibiéticos (cloranfenicol, estreptomicina, etc), para evitar

o crescimento de outros microrganismos.

4.2. Corantes

A coloracdo ¢ um meio utilizado em laboratérios de Micologia com o
objetivo de visualizar estruturas vegetativas e reprodutivas dos fungos, as for-

mas de leveduras, e realizar testes de viabilidade. As solucdes utilizadas sdo:

a) Solucdo de hidréxido de potdssio — KOH (solucdo clarificante)
» Concentragdes:

40% - unhas (faneros).

30% - pelos e pele.

10% - pele tenra de crianca.

6% - para exame de escarro.

5% - para estudo de Basiodiomycotina e outros fungos.
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* Férmula (para solugio 30%):

KOH em lentilhas 30g
Agua destilada 70 mL
* Preparo:

Dissolver os dois ingredientes em movimentos giratérios, até a total
dissolugdo dos componentes.

A solucdo deve ficar transparente.

Armazenar em ViCII'O escuro.

b) Lactofenol de Amann com azul de algodéo

Usado para tornar mais distintas as estruturas hialinas dos fungos (corante
citoplasmético)

e Férmula:

Acido fenico 20¢g
Acido latico 20¢g
Glicerina 40¢g
Agua destilada 20 mL
Azul de Poirrierblau 0,05g
* Preparo:

Misturar todos os componentes e dissolver pe|o calor.
Depois adicionar 0,05g de azul de Poirrierblau.
Esperar 24 horas e filtrar.

Observacao: Para estudar as estruturas de fungos demaceos (negros) pode-se

utilizar Lactofenol de Amann sem adicdo de azul de algodao.
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c) Acridine Orange

Corante vital usado para teste de viabilidade que distingue células vivas
e mortas, onde as células vivas adquirem co|oragé’o laranja, e as células
mortas, coloracdo verde.

* Férmula:

Acridine orange 0,02g
PBSpH 7,7 100 mL
* Preparo:

Dissolver os dois ingredientes e agitar.

d) Verde janus B

Usado na diferenciacdo de células vivas e mortas. As células vivas per-
manecem incolor, enquanto as células mortas adquirem co|oragéo azul.

e Férmula:

Verde-janus B 0,05g
Agua destilada 100 mL
* Preparo:

Dissolver os dois ingredientes e agitar.

e) Reagente de Melzer

Usado para deteccdo de reagio amiloide ou dextrinoide de esporos,
ascas e tecidos himeniais de Ascomycotina e Basidiomycotina, na qual
uma coloragdo azulada determina uma reacdo amiloide e uma marrom
determina uma reacdo dextrinoide.
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* Férmula:

lodo 0,5g
Potéssio iodado 1,5¢
Hidrato de cloro 920¢g
Agua destilada 20 mL
* Preparo:

Dissolver os ingredientes e agitar.

f) Floxina B

Usada para o estudo do citoplasma de Basiodiomycotina.

e Férmula:

Floxina B 10g
Glicerina 75 mL
Agua destilada 175 mL
* Preparo:

Misturar todos os componentes e dissolver pe|o calor.

g) Glicerina 10%

Preserva a co|oragéo original do fungo estudado.

* Férmula:
Glicerina 10 mL
Agua 90 mL
* Preparo:

Misturar os ingredientes com leve agitacao.
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5. Técnicas micolégicas

5.1. Diluicao seriada

A o|i|uigéo seriada ¢ uma técnica simples que pode ser usada para vérios
propdsitos, como: separagdo de duas cepas fingicas que estejam misturadas
em um tubo ou p|aca (contaminagéo no tubo ou na p|aca), contagem de
colbnias em amostras, isolamento de fungos de substratos liquidos (anélise de
4gua, leite, etc) e de solo, além da determinacdo da quantidade e qualidade

de um inéculo para processos fermentativos ou inéculos liquidos.

a) Preparo da amostra

Separagéo de duas cepas de fungos

* Fazer uma raspagem com a a|ga em L na p|aca ou no tubo onde se
encontram as duas cepas a serem separadas — no caso de separacao de
duas cepas de fungos.

* Este raspado deve ser colocado em um tubo com 10mL de so|ug§o
salina a 0,85% e homogeneizar.

[solamento de fungos de substratos //'quic/os

* Colocar 2 mL da amostra ||'quio|a (égua, |eite, etc) em um tubo com
10 mL de solucdo salina a 0,85% e homogeneizar.

[solamento de fungos de solo

* Colocar 1g do solo a ser analisado em um tubo com 10 mL de
solugdo salina a 0,85% e homogeneizar.

b) Diluicdo da amostra

* Utilizando uma série de dez tubos com 9 mL de salina, colocar no
primeiro tubo 1ml da suspensao homogeinizada do primeiro tubo (deve-
se usar uma pipeta para cada transferéncia); homogeneizar e transferir
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1mL para o segundo tubo; homogeneizar novamente e transferir 1mL
para o terceiro tubo. Repetir este procedimento até o dltimo tubo

c) Semeadura nos meios de cultura

* Preparar uma placa de Petri com o meio de cultura escolhido para
cada tubo de diluicgo.

* Todas as placas devem ser marcadas com as respectivas o|i|uigées.

* Retirar O,1TmL ou TmL (3 escolha) de cada uma das diluicoes e
transferir para a placa de Petri com a pipeta (deve-se usar uma pipeta
para cada di|uigéo) e espalhar na placa com o auxilio da alca de
Drigalski.

* [ncubar as placas por, no minimo, sete dias na estufa a 25°C.

* Apds o periodo de incubacio, observar as placas e fazer a contagem
das col6nias ou no caso de separagdo das cepas fingicas, observar as
placas e retirar a col6nia desejada com a a|ga em L.

d) Observacao dos resultados — Contagem

A contagem de colénias ¢ feita a partir da observacio das placas e
contagem manual das colénias crescidas e quantiFicagéo da o|i|uig§o origi-
nal, ou seja, quantos conidios ou esporos haviam na sua suspensdo
original. O nlmero de conidios presentes na suspensdo original serd
igual ao nimero de coldnias multiplicado pelo fator de diluicao.

Ex: Se na diluicgo 10* obtivemos cinquenta colonias com inéculo de
1mL, a concentracdo original serd de 50 x 10* = 5 x 10° conidios/mL.

Se na diluicdo 107 obtivermos 135 colénias com um inéculo de O, Tml,
a concentracdo original serd de 135 x 10° x 10 = 135 x 107 =
1,35 x 107 conidios/mL.

Observacao: Para a contagem de conidios ou esporos em uma solugdo também

podemos usar a Cémara o|e Neubauer
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5.2. Técnicas de semeadura e microscopia

5.2.1.Semeadura de fungos

|nocu|ag§o em p|acas

As técnicas usadas para inocular Fungos em p|acas sao fundamental-
mente efetuadas para obter culturas axénicas (cu|turas puras) e s3ao bem desen-
volvidas, ja que a identificagéo de fungos filamentosos baseia-se principalmente

nas caracteristicas morfoldgicas.
Procedimento:
e Flambar a a|ga ao rubro e esfriar.
* No caso de a amostra estar em tubo:

* remover a tampa de rosca ou tampao de algoddo do tubo
que contém a cepa, com o dedo minimo da mao direita,

segurando o tubo com a mao esquerda;

* flambar a boca do tubo, imediatamente antes e depois da

inoculagdo;
* No caso de a amostra também estar em p|aca:

* tomar a placa com a mao esquerda, de modo que a base da
placa fique segura e a tampa possa ser manipulada num movi-

mento de abrir e fechar, com os dedos polegar e indicador;

* proceder a uma répida flambagem na placa toda vez que esta

tenha que ser aberta,-

* manipular a placa na altura da chama do bico de Bunsen;
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* introduzir a a|ga ou agulha no tubo ou placa de Petri com amostra,

e retirar uma quantidade suficiente do inéculo;

® tomar uma p|aca, abrir conforme exposto anteriormente e inocular
no centro da p|aca ou conforme especiFicagées em trés pontos

eqiiidistantes.
. |ncubagéo das placas:

* incubar as placas, invertidas em estufa ou & temperatura
ambiente, para evitar que, durante a incubagéo, a 4gua de
condensacdo da superficie do 4gar, provoque crescimento
confluente do organismo, impedindo a Formagéo de colénias

isoladas.

* obedecer aos requisitos fisiolégicos de crescimento do mi-
crorganismo, tais como temperatura ideal de incubagéo, ilumi-

nacdo, tempo de incubacdo, etc.

Inoculacdo em tubos ou frascos de Erlenmeyers

A inoculacdo em tubos ou frascos de Erlenmeyers pode ser feita em
meios sélidos e liquidos. Apresentam inimeras finalidades de uso. Em todos

os casos, tomam-se medidas assépticas durante a inoculagdo.

a) Meio liquido para meio liquido

Quando a cultura estiver em meio liquido e se pretende repicé-la para
um tubo contendo meio liquido, deve-se usar uma a|ga de platina ou

niquel-cromo em forma de gota, observando-se as condicdes de assepsia.
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b) Meio liquido para meio sélido

* Tomar com uma alca em forma de gota um inéculo da amostra em

meio liquido.

* Introduzir a alca sobre a superficie do 4gar inclinado, até a base do

mesmo.

* Fazer estrias ou um esfregaco em direcdo a boca do tubo, sobre a
superficie inclinada até ¥ da sua extensdo. A superficie inclinada do
4gar deve ficar voltada para cima, com a mao do operador por baixo do

tubo, de modo que a superficie inclinada possa ser vista sem obstaculo.

c) Meio sélido para meio liquido

e Introduzir a agu|ha ou a|<5‘a em forma de L estéril no tubo que contéem
a cultura em 4gar inclinado e tomar uma pequena quantidade do inéculo.

Evite carrear pedagos ou fragmentos do meio com o inéculo.

* Imergir o inéculo no meio liquido, agitar a agulha suavemente contra a

parede do tubo para ressuspender o inéculo.

» Homogeneizar o meio sob leve agitacao.

d) Meio sélido para meio sélido

* Tomar com uma agulha ou alca em forma de L o inéculo no meio
sélido.

* Introduzir a agulha sobre a superficie do 4gar inclinado, até a sua base.
* Fazer estrias ou um esfregaco em direcdo a boca do tubo, sobre a

superficie inclinada, até aproximadamente ¥4 da sua extensdo. O proce-

dimento é o mesmo da inoculacdo de meio liquido para o meio sélido.
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* Incubacdo dos tubos:

e preferencialmente todos os tubos com meio sélido
devem ficar em posicao vertical em estantes ou outros
posig

tipos de suporte.
6.2.2. Microscopia

Exame direto de um pedaco da colénia

Com a a|ga de platina em forma de L ou agulha esterilizada, cortar um
pedaco da colénia e colocs-lo sobre uma lamina. Nao se deve raspar a
superficie da colénia, porque apenas os conidios serdo retirados. Desta forma,

em muitos casos é possivel identificar o fungo.

Colocar uma gota do corante lactofenol de Amann com azul de
algoddo ou outro corante desejado sobre o pedago da colénia. Se o fungo
for muito escuro, substituir o corante por uma solugdo clarificante ou uma

gota de 4gua.

Cobrir a preparacdo com uma laminula, comprimindo-a com o cabo

do bisturi ou do estilete. Examinar ao microscépio, com objetivas de 10X,

40X e 100X.

Técnica de cultivo em ldmina

Na maioria das vezes, ¢ necessério obter preparacdes onde as estruturas
do fungo sdo observadas por inteiro. Isto porque hé muitos géneros cujos
esporos ou conidios por si s6 ndo sdo caracteristicos. Neste caso, as estruturas
responsaveis pela Formagéo e sustentacao dos conidios ou esporos necessitam
ser observadas por completo. Isto nem sempre é possivel com a técnica de
exame direto, havendo necessidade de se fazer o cultivo na prépria lamina.

Com isto, obtém-se os fungos com suas estruturas intactas.
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Procedimento:

* Vazar em placa de Petri uma camada fina do meio de cultura adequado

para cada género ou espécie de fungos a ser examinado.

* Apés a solidificagigo do meio, com o auxilio de um bisturi, cortar

fragmentos de 0,5 cm?.

* Montar uma placa de 15 cm de didmetro e cobrir o fundo com papel
de filtro e colocar sobre este um bastdo em forma de “U”, duas laminas

e duas laminulas.
* Apés a esterilizacdo, colocar o quadrado de meio sobre cada lamina;

* Inocular nos quatro lados do quadrado do meio de cultura, fragmentos

miceliais e/ou esporos.
e Colocar sobre o meio de cultura a laminula.

* Molhar o papel de filtro com 4gua destilada estéril formando uma

camara Gmida.

* Deixar em temperatura ambiente, por aproximadamente uma semana

ou mais dependendo do fungo estudado.
* Observar crescimento e esporulacdo.
* Fixar pelo formol por 24 horas.

* Montar ldminas e laminulas com corante e observar em microscépio

6tico com objetivas de 10x, 40x e 100x.

Técnica da fita adesiva

Esta técnica dé excelentes resultados quando o fungo esta sendo cultiva-
do em placa de Petri. Na maioria das vezes, suas estruturas aparecero inteiras,

como no cultivo em lamina.
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Procedimento:

* Cortar um pedago de fita adesiva um pouco menor do que a lamina e

colocé-lo sobre a colnia, com a cola para baixo.

* Comprimir com a alca de platina em forma de L para que o fungo cole

na fita.
e Colar a fita sobre o corante na lamina.

* Observar ao microscépio 6tico com objetivas de 10X, 40X e 100X.

Cultivo sob laminula

O objetivo desta técnica ¢ a observaco das microestruturas vegetativas

e reprodutivas do fungo mais intactas.

Procedimento:

* [nocular em uma placa de Petri, contendo 20 mL de meio de cultura
especifico para o género a ser identificado, fragmentos do fungo em trés
pontos equidistantes entre si, e sobre cada um destes colocar uma

laminula de 24x32mm, previamente flambadas em bico de Bunsen.

. Apés sete dias de crescimento, as laminulas sobre os pontos de
inéculo devem ser retiradas do interior da placa, com auxilio de uma
pinga, previamente flambada. As laminulas devem ser colocadas inverti-
das sobre laminas contendo uma gota de Lactofenol de Amann com

azul de algodio.

* Observar ao microscépio ptico com objetivas de 10X, 40X e 100X.
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Técnicas para estudo de Ascomycotina

Procedimento:

* O uso de um microscépio estereoscépico (lupa) é indispensével para

o exame do material.

i Secgées verticais no corpo frutifero do fungo estudado poderdo ser

feitas com auxilio de uma gilete ou bisturi.

* A maioria das |dminas para posterior observagéo ao microscopio dptico

¢ montada normalmente em 4gua para medicdo dos ascosporos e obser-
~ ~ ) 7

vagdo de sua coloragdo, o reagente de Melzer's também devendo ser

usado para o estudo dos anéis apicais das ascas.

e O estudo destes Fungos em meio de cultura também deve ser feito
para que se conheca o seu anamorfo. Isto poderé ser feito através da

técnica de isolamento de ascoporos (single ascospore isolation).

Técnica para estudo de Basidiomycotina
» O material ¢ montado em KOH a 5%.

* O reagente de Melzers também ¢é usado para os esporos de fungos

Agariciceos.

Impressao de esporos:

Uma das mais importantes caracteristicas que permite o agrupamento dos
géneros em secoes ¢ a co|oragéo dos basidiésporos em massa, ou seja, a

impressdo de esporos.

Procedimento:

* Selecionar um corpo frutifero fresco e maduro e cortar sua haste junto

ao pileo.
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¢ Colocar o pileo sobre uma folha de papel de duas cores (preta e

branca) com as ldminas ou poros para baixo.

* Cobrir o pileo e o papel com papel encerado, cristalizador ou com
uma campanula. Se o corpo frutifero do fungo estiver em boas condi-

¢oes, a impressao de seus esporos poders ser obtida em uma hora.

5.3. Coleta e isolamento de fungos ambientais

Observagées quanto ao comp|exo Fungo-substrato sdo de grande valia
por ocasido de qualquer coleta. Deve-se notar que as estruturas mais visiveis de
um Fungo ndo representam, necessariamente, o seu todo. Além disso, grande
parte de seus ciclos ou remanescentes estruturais poderéo estar perdidos no
interior do substrato. Desta Forma, conclui-se que a amostra que se coleta de

um fungo, na verdade ndo passa de um momento do seu ciclo biolégico.

As partes mais evidentes, nos fungos, representam em geral, aquelas
que mais resistem ao manuseio e ao tratamento para secagem. As condigées
ideais para o estudo dos fungos residem no isolamento dos organismos a partir
de diferentes substratos, e nos diversos ambientes em que os Fungos ocorrem:

solo, ar, 4gua ou mesmo na vegetacdo.

Independente do espécime a ser coletado, alguns materiais gerais de-

vem ser providenciados para as coletas:

* altimetro * fésforo ou isqueiro

* jornal * caderneta de campo

* lupa de mao * |apis

* mochila ou cesta * maquina fotogréfica

* canivete ou espétula * papel indicador de pH
* faca afiada * saco pléstico

* fita crepe * saco de papel

X (. o
fita métrica ou trena
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A. Solo

Considera-se o solo um mosaico de micro-habitats devido a sua grande
complexidade, longe de ser um simples amontoado de matéria inorgénica sem
vida. Ao contrério, o solo costuma ser rico em microbiota e mesofauna, o que
Forga o pesquisador a usar técnica ou substancias especiais quando pretende
isolar um grupo definido.

O método de diluicdo ¢ o mais usado para se estudar a incidéncia de
fungos em solos. O material, ao ser coletado, deve ser colocado em latas
esterilizadas ou em sacos plésticos. As amostras destinadas & anélise devem ser
manipuladas com o auxilio de uma espétula ou colher, parcialmente esterilizadas
com algoddo embebidos em é4lcool ou com auxilio de uma lamparina. De
preferéncia, o periodo entre a coleta de material e as diluicdes, ndo deve

u|trapassar quatro horas.

Procedimento:

* Tomam-se 10g de cada amostra de solo e coloca-se em frascos de
Erlenmeyer contendo 90 mL de solucdo salina esterilizada. Agitar
vigorosamente (solucdo 1:10 - mesmo principio da diluicdo seriada

porém em maiores proporgées).

* Desta suspensdo, pipeta-se 1mL e adiciona-se a tubo contendo 9 mL

de solugdo salina esterilizada, apés agitacdo (solucdo 1:100).

* Retira-se entdo outro TmL desta dltima solucdo e coloca-se em um
novo tubo contendo também 9 mL de solucdo salina esterilizada, sem-

pre apés agitacdo (solucdo 1:1000).

* Por fim, se necessrio, a mesma operagao anterior pode ser repetida, e
uma aliquota de 1 ou O, TmL plaqueada em um meio de cultura apropriado.
Em geral, usa-se égar Sabouraud acrescido de antibiético (cloranfenicol,

estreptomicina ou penicilina).



459 | Conceitos e Métodos para a Formagao de Profissionais em Laboratérios de Satde

* Apds sete dias, faz-se o isolamento dos fungos, repicando-se as

colénias para tubos de ensaio contendo meio sélido.

* Apéds o desenvolvimento das coldnias, procede-se & identificagdo

genérica-especifica dos fungos.

A coleta de substratos organicos, como folhas, frutos, raizes e troncos
em diferentes estidios de decomposicdo também ¢ interessante. Estercos de
herbivoros devem ser coletados frescos, com uma espétula grande e acondici-

onados em sacos plésticos.

|mportante lembrar que as regras de assepsia parcia| e etiquetagem (|oca|
de coleta, data, condigées ambientais e substrato) sdo idénticas para qualquer

coleta, e devem receber atencdo especial.

O método da placa de solo consiste em se colocar, com uma espétula,
quantidades pequenas de solo em uma placa esterilizada, evitando os tor-
rdes de terra. Verter entdo o meio de cultura com antibiético (sugere-se a
utilizagdo do meio de MARTIN, com rosa-bengala e sulfato de

streptomicina) e deixar solidificar.

Para o isolamento de fungos de substratos organicos pode-se utilizar o
método de pressio de folhas. Este consiste em se pressionar com uma pinga
uma folha sobre a superficie do meio de cultura com antibiético, retirando-a
em seguida. A placa, entdo, ¢ deixada & temperatura ambiente, observando-se

diariamente o crescimento das colénias.

Qutra op¢ao seria p|aquear amostras de substratos (Fo|has, ga|hos, inse-
tos, etc), cortadas com bisturi em pequenos pedagos. Deposita-se de uma a
trés amostras equidistantes sobre o 4gar, umedecendo-as levemente com 4gua

esterilizada. Se a amostra for de insetos muito pequenos, colocs-los intactos.
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B. Fungos macroscoépicos

Existe uma variacdo muito grande de fungos macroscépicos, de con-
sisténcia diferente. Alguns se decompéem logo apés serem coletados,
outros sdo mais resistentes. De qualquer modo, cuidado e bomsenso tor-
nam-se necessarios para o sucesso de uma coleta. Os materiais comumente

usados sdo:
e Cristalizador.
* Folha de pape| dup|a face (branca/preta), para coleta de esporos.
e Frascos de vidro escuros com fixador &lcool a 5%.
* Papel de filtro ou algodao.

No caso de o substrato ser esterco de herbivoros, preparar um cristalizador
contendo papel de filtro embebido em dgua e glicerina (para ndo ressecar
rapidamente), antes de introduzi-lo no recipiente. Tampar, entdo, deixando o
conjunto 3 temperatura ambiente e ao abrigo do sol, porém com iluminacio.
|mpeo|ir o ataque de inseto ou outros artrépodes e observar o crescimento

macroscépico dos fungos.

Nas coletas, deve-se retirar o material por inteiro com o auxilio de uma
faca ou espétu|a, cuidadosamente, para evitar quebra ou esfarelamento. Se
possivel, trazer parte do substrato junto. Aconselha-se ndo misturar materiais
diferentes em um mesmo saco a fim de evitar a mistura de esporos. Ao
transporté-|os para outro |ugar, acomodé-los na mochila ou cesta, protegendo-
as com folhas de jornal. Amostras delicadas podem ser coladas no fundo de
uma caixa de fbsforos. Durante as co|etas, anotacoes sobre cor, textura e
tamanho do material coletado devem ser feitas, pois na maioria dos casos os

fungos tém suas caracteristicas alteradas depois de secos.
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C. Ar atmosférico

O ar representa um repositério natural, sob a forma de esporos, dos
mais diversos tipos e grupos de fungos. O isolamento depende do local, do
tempo de exposicao e do substrato empregado. A coleta de ar pode ser

rea|izao|a o|e duas Formas:

1. Com um amostrador de ar por impactacao - Nestes amostradores
ha um compartimento onde ¢ colocada uma placa de Petri com o
meio de cultura escolhido e quando o amostrador ¢ ligado, a placa
recebe todo o ar puxado em um volume determinado por dez minu-
tos. Ao término, essas placas sdo incubadas a 25°C por sete dias.
As coldnias sdo contadas e repicadas para tubo de ensaio e deve-se

entdo proceder & identiFicagéo dos fungos isolados.

9. Expondo as placas de Petri com meio de cultura escolhido, por
cinco, dez ou quinze minutos ao ar atmosférico no ambiente selecio-
nado, incubando em seguida a 25°C por sete dias. Repicar as
colénias para tubo de ensaio e proceder & identificacdo dos fungos

isolados.
D. Agua

Fungos aquéticos

Em ambientes aquaticos, encontramos tanto fungos Zoospdricos como
tetraradiados (ndo zoospéricos). Os primeiros sdo realmente adaptados ao
ambiente aquético, pois possuem esporos flagelados méveis. O segundo
grupo, sem flagelos, apresenta esporos de forma radiada, com trés ou qua-
tro bragos partindo de um mesmo ponto, ou ainda sigméides ou ovalados.
Esta morfologia concede maior facilidade de f|utuagéo, dispersdo e aderéncia

ao substrato.
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Os fungos aquéticos podem também ser encontrados no solo, gracas &
formacdo de estruturas de resisténcia que lhe permitem sobreviver até que
condicdes de umidade favoréveis se estabelecam. Para observacao destes fun-
gos, torna-se necessaria a coleta de amostras de dgua e solo, as quais adicio-

nam-se iscas especiais. Assim, o material para a iscagem é:
« Acido cloridrico a 1%.
* Frasco de 100ml, de boca larga e tampa.
* Hidréxido de potéssio a 2%.
* Hipoclorito de sédio a 10%.

* |scas como: asa de insetos, celofane, ecdise de cobra, exoesqueleto
de camardo, folha de graminea descorada ou fervida, frutos (magé,
jabuticaba, etc), grao de pdlen do Pinus, gravetos e sementes (canha-

mo, Crotalaria sp.).

* Papel aluminio.

* Papel encerado.

* Saco de tela de néilon ou lata.

A iscagem pode ser realizada no campo ou no laboratério. E importante
salientar que a transparéncia do material ird determinar sua eficiéncia como isca.
De preferéncia, os frascos devem ser esterilizados. Para fins taxiondmicos, este

requisito passa a ser obrigatério.

No momento da coleta da agua, juntar ao pote gravetos ou folhas que
estiverem nas proximidades. Uma vez no laboratério, transferir uma parte do
coletado para placas de Petri esterilizadas, adicionar as iscas e deixar & tempe-
ratura ambiente. Com o desenvolvimento das co|6nias, entre 48 ¢ 72 horas,

procede-se ao isolamento da cultura pura, utilizando o meio MP-5.

Apbs o crescimento em meio sélido, retirar um pequeno quadrado de

1x1cm da parte mais periférica da colénia, colocando-o em uma placa esterili-
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zada com é&gua destilada estéril e duas a trés metades de sementes de canha-
mo. Decorridas 48 horas, o material deve estar pronto para ser observado

diretamente ou montado em lamina.

Todos os substratos que portarem crescimento micelial devem ser sepa-
rados, lavados em 4gua destilada e recolocados em placas contendo novas
amostras do mesmo substrato com dgua destilada esterilizada renovada. Em
lamina, pode-se observar os flagelos colocando-se uma a duas gotas de Karo

na montagem, a fim de diminuir a mobilidade dos zodsporos.

Para as espécies que dificilmente ocorrem neste tipo de iscagem, reco-
menda-se a submersdo de Frutos, gravetos ou folhas dentro de latas perfuradas
ou bolsas de néilon. Estas devem ser amarradas com fio plastico e, de prefe-
réncia, protegidas da observacdo publica. Apds duas ou trés semanas, este
material deve ser retirado e lavado em 4gua corrente por cerca de trinta minu-
tos, para a remocao de detritos, bactérias, protozoéarios e pequenos
invertebrados. Se os fungos estiverem presentes, pustulas esbranquigadas apa-

recerdo na epiderme do fruto, as quais deverdo ser observadas.

5.4. Preservacao de fungos

Culturas microbianas sdo extremamente vulneréveis e podem se contami-
nar, mutar ou morrer. Muitas vezes, culturas sdo insubstituiveis, e sua perda
pode ser muito grave. Qutras vezes ela pode ser reisolada ou adquirida de
uma co|egéo de culturas. Em qualquer um dos casos, tempo, informagéo e
dinheiro sdo desperdigados, mas isto pode ser evitado ou minimizado com um
sistema eficiente de preservacio de linhagens. Esta ¢ uma das funcoes mais
importantes de uma co|egéo de culturas. A preocupacao central ¢ a preserva-
cdo de linhagens com suas caracteristicas originais durante um longo periodo de
tempo. Novas espécies, mutantes, organismos portadores de plasmideos e

linhagens produzidas por engenharia genética devem ser preservadas, de forma
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a manter as suas propriedades. Assim, é essencial que co|eg6es de culturas
executem pesquisas no intuito de definir técnicas de preservagao apropriadas.
E importante frisar que ndo existe nenhum método universal para uma preserva-
cdo adequada a todos os microrganismos. Grupos taxonémicos de microrga-
nismos, e até linhagens dentro da mesma espécie, variam quanto a sua resposta

aos diferentes métodos de preservaco.

Métodos de preservacdo

Estes métodos tém como objetivo manter as culturas num estado viavel
sem mudanga morfoldgica, fisiolégica ou genética. Para se obter um bom
resultado na ap|icagéo de um método de preservacao, a cultura deve estar em
étimas condicoes, deve-se respeitar as condicdes 6timas de crescimento, tem-

peratura, umidade, aeracao, i|uminagéo e meio de cultivo.
A. Repique

. Agar

O método mais tradicional de preservacio de culturas é através da
transferéncia periédica da cultura (repique) para um novo meio de cultivo
sélido ou liquido. O intervalo entre cada transferéncia varia com o microrganis-

mo, o meio de cultivo empregado e as condigées ambientais.

A maioria dos fungos pode crescer em BDA ou EM, contudo, alguns
tém requerimentos especiais de crescimento. O periodo de tempo entre as
transferéncias varia de fungo para fungo. Para alguns, a cada duas ou quatro
semanas, a maioria a cada dois a quatro meses, enquanto outros podem
sobreviver 12 meses sem transferéncia. Trés condicoes devem ser determinadas

quando se usa este método para preservacao de microrganismos:
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* Meio adequado para manter as culturas.
hd Temperatura ideal de estocagem.

* Frequéncia entre as transferéncias.

* Preservacao sob éleo mineral

Muitas espécies de fungos podem ser preservadas por meses ou anos
através de um método relativamente facil e simples, que é o de imersdo em
6leo mineral. O 6bleo deve ser esterilizado por aquecimento em um forno

Pasteur a 170°C por uma ou duas horas ou autoclavagem dupla por quinze
minutos a 121°C.

Deixar crescer a cultura em meio apropriado. O repique pode ser feito

em 4gar inclinado ou nao.

Apds um crescimento adequado, colocar assepticamente o éleo mineral
estéril sobre a superficie da cultura a uma altura aproximada de 1 a 2cm
(quando a cultura estiver em agar inc|inao|o, cobre-se comp|etamente a super-
ficie). Isto impede a desidratacdo e reduz a atividade metabdlica, assim como a
velocidade de crescimento do microrganismo, devido a reducdo da tensdo do
oxigénio.

Guardar as culturas com 6leo mineral na posicdo vertical. Fazer testes de

viabilidade periodicamente para determinar se a cultura esté deteriorando.

* Blocos de 4gar em é4gua

O método consiste em cultivar o microrganismo em uma placa de Petri
contendo um meio de 4gar apropriado. Apés o crescimento vigoroso o dgar é
cortado com uma lamina estéril em blocos de aproximadamente 4 a 6 mm. No
caso de fungos, a partir do final do crescimento das colénias, um nimero

apropriado de cubos ¢ transferido assepticamente para tubos ou frascos con-
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tendo 10 a 15 mlL de dgua destilada estéril. Para reativacdo, basta retirar
assepticamente um dos cubos e deposita-los sobre um meio adequado, a sua
ap|icagéo fica restrita a microrganismos que tenham grande aderéncia ao égar,

CcOmoO NnO Caso de Fungos Fi|amentosos e a|gumas |eveo|uras‘

B. Secagem

* Secagem em areia, solo e silica-gel

Também ¢ considerada como um bom método de conservacio de
microrganismos. Pode ser uma simples secagem de esporos ou secagem

sob viérias condigées, como, por exemplo, em secador com ou sem vécuo.

Para tanto, emprega-se a seguinte linha de trabalho: Preparar o tubo
para estocagem (pode ser de tampa rosquidvel ou frascos de penicilina),
enchendo-o até ¥ com gel (silica-gel purificada, sem indicador, 6-22
mesh), depois esterilizar no minimo durante trés horas a 180°C (calor
seco), e colocar em atmosfera seca para seguir em banho de gelo overnight.
Fazer uma suspensao de esporos em leite frio desnatado (59). Derramar a
suspensao fria sobre a silica gelada e depois levar para um banho de gelo,

pelo menos durante quinze minutos.

Deixar os géis a temperatura ambiente (25 a 30°C) dentro de
dessecadores até que, com a agitagdo, os cristais sejam separados (cerca
de uma a duas semanas ou dois a trés dias para fungos de crescimento
rapido). Armazenar os tubos em dissecadores em sala fria ou recipientes
com silica em geladeira (4°C), embora bons resultados possam ser obtidos

a temperatura ambiente.
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* Armazenamento em solo estéril

A preservacao de fungos em solo estéril, pode ser feita de duas maneiras:
* pela inocu|agéo de uma suspensdo de esporos;

o pe|a inocu|agéo de €SpOoros secos em SOIO Se€CO OuU em substrato

similar, com subseqjiiente estocagem do material seco.

O método de estocagem em solo empregado consiste em inocular 5g
de solo (20% de umidade e esterilizado pelo menos duas vezes a 121°C
por quinze minutos) com TmL de suspensio de esporos em 4dgua, com
subsequente crescimento durante cerca de dez dias a temperatura ambiente. O

armazenamento deveré ser feito de preferéncia em refrigerador a 5°C.

C. Liofilizacdo (freeze-drying)

A liofilizacdo, ou freeze-drying ¢ um dos métodos mais econdmicos e
eficientes de preservacao a longo prazo. O método permite a produgéo de
grande nimero de liofilizado porque o uso de ampolas pequenas facilitam a
estocagem. Enquanto o procedimento da |ioFi|izagéo ¢ relativamente simples, o
aspecto tedrico ¢ bastante complexo, pois a |ioFi|izagéo envolve a remocao de
4gua de uma suspensio de microrganismos congelados por sub|imagéo sob
pressdo reduzida, isto é, a 4gua ¢é evaporada sem passar pela fase liquida

(passagem do estado sélido para o estado gasoso).

As células secas podem ser estocadas por longo periodo, se mantidas
longe de oxigénio, umidade e luz. Elas podem a qualquer hora ser facilmente

re-hidratadas e ativadas.

A |iofi|izagéo pode ser realizada de vérias maneiras, pois vérios tipos de

aparelhos foram desenvolvidos para este fim.

No caso dos fungos, é importante lembrar que o sucesso da |iofi|izagéo

varia entre linhagens de mesma espécie; em geral, aqueles que crescem e
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esporulam bem em cultura sobrevivem ao processo, enquanto que isolados em

estado deteriorado ou debilitado ndo resistem a liofilizagdo.

Requisitos béasicos para |iofi|izag50

* Meio de suspensdo externo para congelamento (&lcool metilico ou
etilico + gelo seco).

 Gerador e mantenedor de vécuo (bomba).

* Absorvente do vapor de dgua (dissecante - condensador - liquido
refrigerante).

Pardmetros de liofilizagao

Tipo de célula; crescimento e idade da cultura; concentracdo celular; meio de
suspensdo (crioprotetores); velocidade de resfriamento; método de seca-
gem; condicdo de estocagem; método de constituicio e métodos de anélise
(medidas de viabilidade, injdria, morte e outros pardmetros).

Crioprotetores

Materiais proteicos, carboidratos; aminoécidos; leite desnatado e
outros.

Meios de suspensao:
¢ Leite desnatado 10%; leite desnatado 109% + inositol 5%.

* Sacarose 7% + peptona 7%; inositol 5% em soro de sangue de
cavalo e outros.

Método de liofilizacao:
* Pré-congelamento + vécuo (umidade residual 196 a 29%);
¢ Centrifugacdo + vécuo

Secagem priméria: umidade residual 5% a 10%.

Secagem secundéria: umidade residual 19 a 2%.
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Conge|amento:

A preservacdo das caracteristicas de microrganismos armazenados em um
freezer com faixa de temperatura de O a -20°C produz resultados
diversos, sendo que seu sucesso depende da espécie de fungo.

Parametro de conge|amento:

Escolha do tipo de refrigerador, escolha de ampolas e frascos, agentes
crioprotetores, culturas e preparacao de suspensido, velocidade de
resfriamento, estocagem e velocidade de desconge|amento‘

Pré-resfriamento para congelamento:

* Freezer (velocidade de resfriamento, vi = 1°C/min.).
*» Gelo seco (vr = 7°C/min).

* Fase vapor de nitrogénio (vi = 18°C/min).

Conge|amento direto:

Fase liquida de nitrogénio (vr = 200 °C).

D. Armazenamento em nitrogénio liquido

o . A . Ve . . « . »
Utiliza-se o nitrogenio ||qU|o|o para se conseguir temperaturas ultrabaixas”.

Isso tem sido satisfatério para grande niimero de células vivas.

O método apresenta certas desvantagens: a apare|hagem requerida ¢
mais cara que a usada para secagem ou congelamento; ha necessidade de
condigées bem controladas de congelamento e degelo, e ainda ha o risco de
explosdo de ampolas. Também é um método menos interessante que a seca-

gem, quando se usa o armazenamento para distribuigéo de culturas.

« . » 7 .
A estocagem a temperaturas ultrabaixas” reduz as trocas Ffisicas e
quimicas e ¢ um bom método para ser usado quando as culturas sao de

dificil liofilizacao.
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Nos fungos, faz-se uma suspensio de esporos em glicerol 10% e
aliquotas de O,5mL sdo distribuidas em ampolas de vidro-borosilicato ou
criotubos de 1mle marcadas com o niimero da cultura usando tinta perma-
nente. As ampolas sdo seladas com magarico (quando criotubos, as tampas
sao bem fechadas) e colocadas num banho com corante em refrigerador de 4
a 8°C por trinta minutos para pré-resfriamento. Este procedimento permite
que o glicerol penetre e envolva o organismo. O corante indica qualquer falha

no selamento das ampolas ou criotubos, caso o contetido fique colorido.

Tal procedimento ¢ seguido pelo congelamento das ampolas a -35°C
por quarenta a sessenta minutos, e as ampo|as s3o entdo colocadas no nitrogé-
nio liquido e congeladas rapidamente a -196°C. A reativacao ¢ feita colocan-
do-se as ampolas rapidamente em banho de 4gua a 37°C até os cristais de
gelo derreterem. As ampolas entdo sdo abertas e o conteido ¢ dispensado em

meio de cultura adequado ao crescimento.

Para se fazer o controle da viabilidade e pureza das culturas congeladas,
a reativacao deve ser feita apds trés a quatro dias de estocagem no nitrogénio

liquido.

E. Método do papel de filtro (preservagao de fungos
entomopatogénicos)

Procedimento:

* Tiras de papel de filtro previamente esterilizadas (estufa 105°C por
24h), sao distribuidas sobre o meio BDA (batata dextrose 4gar), em
placas de Petri, pouco antes de endurecer.

* Culturas fungicas sdo transferidas para estas placas e incubadas por

oito dias (dependendo do isolado) a 28°C.

* As tiras de papel apresentando estruturas fangicas sdo retiradas das
placas e transferidas para placas de Petri, para entdo serem mantidas em
dessecador contendo silica gel, onde deverao permanecer por 48 horas
3 temperatura ambiente.
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* Apbds este periodo de incubacdo, as tiras sdo acondicionadas em
saquinhos de papel-manteiga, previamente esterilizados, e armazenadas
em dessecador & temperatura ambiente.

F. Método da silica gel

Procedimento:

* Preparar recipientes (vidrinhos com tampa ou tubos Eppendorfs)
parcialmente cheios com silica gel (6 a 22 meshs) sem indicador, seca e

esterilizada com calor seco (180°C/90 min).
* Cultivar os isolados em meio de cultura até a fase de esporulacio.

* Preparar suspensdo de esporos em leite em pb desnatado (10%),
esterilizado e esfriado a 4°C.

* Adicionar a suspensdo de esporos a silica, resfriada a 4°C, sendo
0,5 mL da suspensao para 4 g de silica.

* [ncubar a 4°C por trinta minutos.

* Armazenar a temperatura ambiente por duas semanas e depois vedar
as tampas.

* Transferir para geladeira (4 °C) para longo periodo de armazenamento.

6. Técnicas utilizadas em Micologia médica

O diagnéstico laboratorial das infecgdes fingicas requer a coleta
de amostras apropriadas e procedimentos laboratoriais adequa-
dos, segundo indicagéo clinica do paciente. A qualidade da
amostra disponivel para andlise laboratorial ¢ de fundamental
importancia. Coleta, estocagem e processamento de espécimes

inadequados podem levar a um diagnéstico erréneo.

Dependendo da micose do paciente, uma série de materiais podem ser

enviados ao laboratério para exame, como relacionado no quadro a seguir.
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Tipos de micose Tipos de material usualmente enviado

ao laboratério para exame

Superficiais e cutdneas Pele, pelos, unhas, exsudatos
Subcuténeas Pus, tecidos (bidpisas), exsudatos
Sistémicas e oportunistas Escarro, pus, tecidos (bidpsias), exsudatos

liquor, materiais brénquicos, medula éssea,
sangue, urina

6.1. Coleta e processamento de espécimes clinicos

6.1.1. Pele

A. Coleta

* Limpar com élcool etilico ou éter (Em alguns casos nenhuma antissepsia
pode ser feita). Se a lesdo for umida, limpar com 4gua destilada ou
solugdo salina estéril. Limpada de Wood pode ser usada para orientar a
coleta e o diagnéstico.

* Raspar com |amina de bisturf estéril ou cureta dermatolégica a borda
das lesées, evitar colher o material do centro da lesdo.

* Colocar o material em placa de Petri entre duas laminas ou em
envelope (estéreis).

B. Processamento

* Exame microscépico direto - KOH 109% ou NaOH 4%.
* Cultivo.
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Meios Sabouraud-dgar com cloranfenicol

Mycosel Agar (contém cicloheximida e cloranfenicol) *

Semeadura Semear trés a cinco escamas de pele em cada tubo
Incubagao Incubar & temperatura ambiente
Observagéo Observar o crescimento de Fungos por até trés semanas
|o|entificagéo |dentificar os fungos isolados em geral pela morfologia
6.1.2. Pelos
A. Coleta

* Com pinga estéril coletar o méximo de pelos afetados. A lampada de
Wood pode ajudar na se|egéo.

* Colocar em p|aca de Petri, entre duas laminas ou em enve|ope
(estéreis).

* Procurar sempre colher, por raspagem, amostra de pele onde se
implantam os pelos afetados, mesmo se tiverem aparéncia sadia.

B. Processamento

E realizado da mesma maneira que para amostras de pele.

6.1.3. Unhas
A. Coleta

* Limpar com élcool etilico ou éter.

* Raspar com lamina de bisturi estéril ou com tesoura cirtrgica de ponta
reta grande quantidade da parte lesada da unha. Desprezar as primeiras
raspagens. Excelente para exame e cultivo ¢ a parte da unha aparente-
mente s3o na borda da lesdo ungueal.

* Raspar o material sob a unha, em caso de lesdo na parte proximal e
periungueal.
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* Colocar o material em placa de Petri, entre duas laminas ou envelope
(estéreis).

B. Processamento

E realizado da mesma maneira que para amostras de pele.
6.1.4. Escarro

A. Coleta
® Quantidade: 5 a 10 mL s3o suficientes.

* Coletar, de preferéncia em jejum, o primeiro da manha, apds escovar
os dentes e bochechar com solucdo antisséptica.

* Colher em recipiente estéril.

* Processar até duas horas apés a coleta.

B. Processamento
* Fluidificacdo e concentracdo de escarro:

* Adicionar ao escarro 10 mL de solugdo de citrato de sédio

0,10 mol/L e O,10g de N-acetil L-cisteina.
* Agitar bastante, centrifugar e desprezar o sobrenadante.

* Exame microscépico direto: KOH 10% ou NaOH 4%.

* Cultivo:
Meios Sabouraud-4gar com cloranfenicol e Mycosel Agar
Semeadura Espalhar o material em pelo menos dois tubos de cada meio
|ncubag§o Incubar & temperatura ambiente e a 37°C
Observacio Observar o crescimento de fungos até quatro a seis semanas
|dentificacdo |dentificar os fungos isolados

* Em geral é realizada através de observagéo ao microscépio das colénias isoladas, em preparacoes com
lactofenol-azul de algodso, cultivo em laminas, demonstragdo de termotolerancia e demonstracio do
dimorfismo entre outras técnicas.
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7.1.5. Pus

A. Coleta

* Colher assepticamente, de preFeréncia através de pungao (nesse €aso
o procedimento ¢ realizado por um médico).

* Colocar em recipiente estéril ou processar imediatamente.

® Processar o mais répido possive|, caso O processamento nao tenha
sido realizado no momento da coleta.

B. Processamento

* Exame microscépico direto: KOH 10% ou NaOH 4%.

* Cultivo:
Meios Sabouraud-égar com cloranfenicol e Mycosel Agar
Semeadura Pelo menos dois tubos de cada, se houver material suficiente.
Caso contrario, semear em quantos tubos forem possiveis
|ncubagéo Incubar & temperatura ambiente e a 37°C
Observagéo Observar o crescimento de fungos até quatro semanas
|dentificagdo |dentificar os fungos isolados

Observagéo: Caso se observe graos no pus, deve-se limpar a lesdo com salina
estéril, cobri-la com gaze estéril e, comprimir a regido ao redor da lesdo, a fim
de que os grdos fiquem retidos na gaze. Se houver dificuldade de se obter
material, deixar a gaze sobre a lesdo do paciente até o dia seguinte. Obser-
vamos este material ao microscépio estereoscépico pescando” os graos, com
auxilio de uma agulha “a|ga de platina” e, colocando-os em uma placa com

salina estéril para lavé-los.

Apbds a lavagem, processar:

1. Exame direto: NaOH 4% ou KOH 10%.
2. Cultivo:
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Graos actinomicéticos — Semear em Caldo Tioglicolato e Sabouraud sem

antibiético.

Graos

eumicdticos — Semear em Sabouraud com cloranfenicol, observar de

trés a quatro semanas e identificar os isolados.

6.1.6. Aspirado de medula éssea

A. Coleta

* O médico deve coletar por puncso.

* Colocar em frasco estéril com heparina. Evitar heparina de reuso, pois
esta deve ser rigorosamente estéril. Nunca colher em frascos com EDTA,
pois esta substancia se combina com elementos da parede do fungo,
diminuindo a sensibilidade do exame.

* Processar até duas horas apés a coleta.

B. Processamento

* Exame direto geralmente ndo ¢é realizado. Mas se necessério, corar
laminas com Giemsa ou Gram.

* Cultivo:
Meios Sabouraud-agar com cloranfenicol
Mycosel Agar
BHI Agar (se possivel com sangue de cameiro 5%)
|ncubagéo Incubar & temperatura ambiente e a 37°C
Observacio Observar o crescimento de fungos até seis semanas
|dentificacdo |dentificar os fungos isolados
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6.1.7. Tecidos (bidpsia)
A. Coleta

* O procedimento de coleta ¢ realizado pelo médico

b Co|ocar, preFerencia|mente em tubo estéri|, contendo 2 a 3 mL de
soro fisiolégico também estéril. Na auséncia de frascos estéreis com
salina, colocar entre duas gazes estéreis umedecidas com soro fisiolégi-
co, acondicionando em recipiente estéril para transporte.

* Processar rapidamente, no méximo em duas a quatro horas.

B. Processamento

° Pingando firmemente o tecido, cortar pequenos fragmentos e em

seguida macerar (em gral, homogeneizador ou com tesoura cirirgica

estéril).

* Exame microscépico direto: KOH 10% ou NaOH 4%.

* Cultivo:
Meios Sabouraud-égar com cloranfenicol e Mycosel Agar
|ncubagéo Incubar & temperatura ambiente e a 37°C
Observacdo Observar o crescimento de fungos até quatro semanas
|dentificagdo |dentificar os fungos isolados

* Para isolar Zigomicetos (Mucor, Rhizopus, Absidlia etc) usar o meio:

P3o umedecido esterilizado em tubo ou placa. Acrescentar cloranfenicol na
concentragao de 300mg/| no processamento. Fragmento de tecido deve ser

cortado com bisturi em pequenos pedagos com cuidado, evitando a maceracao.

6.1.8. Liquor

A. Coleta (sempre realizada por um médico).

* Quantidade ideal: 1,0 mL em tubo estéril (as vezes vém menos
material).
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* Processar rapidamente;
* Se for preciso conservar: guardar sob refrigeragéo (4°C).

Observagéo: Cryptococcus tolera bem a refrigeragéo.

B. Processamento
* Centrifugar o liquor;

* Exame microscépio direto do sedimento com tinta nanquim
(OBRIGATORIO) e esFregagos corados com Gram e Giemsa

(caso necessério).

* Cultivo:
Meios Sabouraud-4gar com cloranfenicol e BHI - NUNCA Mycosel
Semeadura Semear o sedimento em pelo menos dois tubos de cada meio
|ncubag§o Incubar & temperatura ambiente e a 37°C
Observagéo Observar o crescimento de Fungos até quatro a seis semanas
|dentificacdo |dentificar todos os fungos isolados

6.1.9. Exsudatos (Pleura, pericdrdio, periténio, articulagoes, etc)
A. Coleta

* Colher em tubo estéril com heparina estéril. O ideal ¢ ja ter heparina
na seringa.

* Processar rapidamente‘

B. Processamento
hd Centrifugar e desprezar o sobrenadante.

* Exame microscépico direto do sedimento com KOH 10% ou NaOH
4% e tinta nanquim.

* Cultivo: ¢ realizado da mesma forma que escarro (item 6.1.4 deste
capitulo)
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6.1.10. Material bronquico (aspirado, escovado, lavado e outros)

A — Colheita (sempre realizada pelo médico do paciente)
* Colher em frasco estéril.
B. Processamento

E Centrifugar e desprezar o sobrenadante. Realizar exame microscépico
do sedimento com KOH 10% e tinta nanquim. Cultivo do sedimento
damesma forma que para amostra de escarro.

6.1.11. Urina

A. Coleta
* Quantidade — 25 a 50 mL em frasco estéril;
* Recomendar:
* Primeira urina da manha.
* Cuidados de higiene local.
* Desprezar o primeiro jato.
* Processar no méximo em duas a quatro horas.

* Conservar sob refrigeragéo (4°C), excepcionalmente.

B. Processamento

* Exame microscépico direto do sedimento com KOH 10% ou NaOH
4% e tinta nanquim.

* Cultivo:
Sabouraud-4gar com cloranfenicol ¢ Mycosel Agar
8 )4 8
Semeadura Semear o sedimento em pelo menos dois tubos de cada meio
de cultura
|ncubagéo Incubar & temperatura ambiente e a 37°C
Observacio Observar o crescimento de fungos até seis semanas
|dentificagdo |dentificar os fungos isolados *




Micologia | 473

Nota: Para investigacao da etiologia fingica, recomenda-se coleta de uma
amostra matinal didria, por trés dias consecutivos. * A ANVISA também
recomenda que seja realizada cultura quantitativa da urina para contagem de
unidades formadoras de colénia, através da semeadura da urina ndo centrifugada

em uma placa de Sabouraud &gar com a|ga calibrada.

6.1.12 Sangue (para hemocultura)

A. Coleta

* Fazer assepsia local com élcool iodado.

* Quantidade: 4 a 5 mL de sangue (utilizando escalpe e seringa
descartével).

* Colocar diretamente em frasco de hemocultura contendo meio de
BHI liquido ou liquoid.

* Manter o frasco (jé inoculado) em temperatura ambiente, invertido
em estantes apropriadas.

* Processar em 48 horas apés a colheita; dez dias apds a primeira
semeadura e dez dias apds a segunda semeadura.

* Se forem utilizados frascos de sistemas automatizados, seguir instru-
coes do fabricante.

B. Processamento

* Exame direto em gera| nao ¢é realizado, se necessério, corar laminas
pelo Gram ou Giemsa.

* Cultivo:
Meios BHI 4gar com cloranfenicol
Semeadura Retirar o hemocultivo (com seringa descartével) e inocular cerca
e 1 mL em cada tubo de cultura, espalhando o sangue por

de 1 mL da tubo de cult palhand p
toda superficie do meio

Observagéo Observar as subculturas (tubos) por até seis semanas

|ncubagéo Incubar a temperatura ambiente e observar de quatro
a seis semanas

|dentificacdo |dentificar todos os fungos isolados
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6.2. Coleta de sangue: separacdo, conservacdo e
estocagem do soro

Cerca de 10 mL de sangue deverdo ser colhidos através de pungao
venosa, em tubo de ensaio estéril sem adicdo de anticoagulantes. O soro ¢
separado apéds retracao do coégulo, segundo os preceitos técnicos, a fim de

evitar hemélise. Adicionar ao soro, mertiolato na concentracdo final de

1:10.000, a partir de solucdo estoque 1:100.

Distribuir em aliquotas de 1 mL em pequenos tubos e ensaio ou frascos,
identific-los corretamente e armazenar em conge|ao|or até o momento do uso

ou envio ao laboratério de referéncia.

6.3. Preparo e padronizacao dos antigenos utilizados nas
provas soroldgicas e reacoes intradérmicas

6.3.1. Polissacdride de Paracoccidioides brasiliensis

O antigeno obtido a partir de células de Paracoccidioides
brasiliensis em sua fase leveduriforme, segundo técnica de
FAVA NETTQO, ¢ de natureza quimica quase que exclusi-
vamente polissacaridica. O antigeno ¢ utilizado nas reacdes
de Fixagéo de complemento, precipitacao em meio liquido

e nas provas intradérmicas de leitura tardia.

a) Preparar o meio de cultura - Fava Netto;

b) No preparo do antigeno, utilizar no minimo trés amostras diferentes de
P brasiliensis, que sdo mantidas em sua forma leveduriforme em estufa a

35°C, no meio acima descrito e, com repiques a cada vinte dias.

¢) Preparar suspensdo em solucdo fisiolégica estéril das células

leveduriformes do fungo.
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d) Com auxilio de pipeta estéril, espalhar a suspensdo sobre a superficie

do meio de cultura contido em garrafas de Roux.
e) Incubar a 35°C durante vinte dias.

f) Decorrido o prazo estipulado, colher as células do fungo, com auxilio
de espétula e fazer suspensio em so|ugéo tampao Veronal, contida em

frascos apropriados para centriFugagéo‘

g) Homogeneizar a suspensao com auxilio de bastdo de vidro e centrifugar

a 2.000 rpm durante dez minutos.

h) Desprezar o sobrenadante (E conveniente, antes, autoclavar o

sobrenadante, pois ele pode conter células viéveis, ou adicionar formalina).

1) Fazer suspensao do sedimento em aproximadamente cinco volumes de
acetona. Homogeneizar a suspensdo com auxilio de bastdo de vidro

(estéril).

j) Centrifugar a 2.000 rpm durante dez minutos. Desprezar o

sobrenadante.

. o~ “w.n “w.n .
k) Repetir as operacdes “i" e “j por mais duas vezes.

w.n

1) Repetir as operagdes “i", “j" e "k”, com éter sulfrico.

m) Anotar o volume do sedimento e deixé-lo em frasco aberto em

geladeira até o dia seguinte, quando as células estardo secas.

n) Fazer suspensdo a 15% em solucdo tampao veronal, levando em

consideracdo o volume das células anotado no item “m”.

0) Autoclavar a suspensdo a 115°C durante quinze minutos.
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p) Centrifugar a 2.000 rpm, durante trinta minutos, tendo o cuidado

em manter condicdes de esterilidade.
q) Deixar o frasco em geladeira até o dia seguinte.
1) Repetir a operagao “p".

s) Separar cuidadosamente o sobrenadante e adicionar mertiolato na
concentraco final de 1:10.000.

t) Distribuir o antigeno em aliquotas de 1 a 5ml, em frascos ou tubos

estéreis. |dentificar e datar.
u) Realizar controle de esterilidade.

v) A estabilidade do antigeno ¢ superior a dois anos, quando esto-

cado a 4°C.

A padronizagéo do antigeno polissacaridico para emprego na reagcdo de
fixacdo de complemento se faz através da titulacdo desse antigeno ante o soro
de paciente portador de paracoccidioidomicose e, que reconhecidamente seja

positivo em tal reagao diante do antigeno padréo.

Nas reagoes intradérmicas, o antigeno deve ser padronizado em pacien-
tes portadores de paracoccidioidomicose, ou em animais experimentalmente
infectados. Através da utilizacio de antigeno padrao, chega-se a diluicdo étima
que deveré ser utilizada para o novo antigeno. Fava Netto, através de sua
experiéncia pessoal, verificou que a o|i|uigéo do antigeno a ser utilizado nas
provas intradérmicas corresponde a 1/10 daquela que representa a dose étima
de antigeno para fixar unidades de complemento 509% de hemdlise, na prova
de Fixagéo de complemento. Geralmente a o|i|uigéo étima do antigeno para

utilizagdo nas reagdes intradérmicas estd em torno de 1:10.
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6.3.2. Filtrado de cultura de Paracoccidioides brasiliensis

O antigeno obtido por essa técnica, constitui-se em excelente reagente
para ser utilizado nas reagoes de Fixagéo do complemento e precipitacdo em

gel. Sua natureza quimica ¢ glicoproteica.

* Preparar o meio de cultura - Negroni (item 4.1 deste capitulo)

* Inocular os frascos com pe|o menos trés amostras diferentes de P

brasiliensis, a partir de cultivos mantidos a 35°C.
* Incubar a 35°C durante quatro semanas sob agitacdo constante.

Observagéo: Se nao houver disponibilidade de manter os cultivos sob agita-
cdo constante, os mesmos poderdo ser mantidos estaticos a 35°C durante

12 semanas.

¢ Decorrido o tempo de cultivo, adicionar mertiolato na concentracdo

final de 1:10.000, agitar e incubar a 35°C durante uma semana.
* Realizar controle de esterilidade.
« Filtrar as culturas em papel de filtro.

e Colocar o filtrado em placas de Petri limpas e deixar em estufa a
37°C, até que o volume seja reduzido a 1/20 do volume original, ou

utilizar polietilenoglicol (concentrando vinte vezes).
e Centrifugar a 2.500 rpm por trinta minutos.

* Distribuir o filtrado, que constitui o antigeno em aliquotas de 1 a 5 mL

em frascos tipo penicilina, identificar, datar e estocar a 4°C.

6.3.3. Filtrado de cultura de Histoplasma capsulatum

(HISTOPLASMINA)

* Preparar o meio de cultura - Smith-Asparagina (item 4.1 deste capitulo).

* Semear de trés a cinco amostras diferentes de /—/istop/asma capsu/atum

nos baldes contendo o meio de cultura.
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* Deixar as culturas a temperatura ambiente e no escuro, durante quatro

a seis semanas, sob agitacdo.

¢ Decorrido o prazo estabelecido, adicionar mertiolato na concentracdo
final de 1:10.000. Agitar para submergir os filamentos e deixar &

temperatura ambiente durante uma semana.
* Realizar controle de esterilidade.
* Filtrar em papel de filtro.

* Dependendo do emprego da histoplasmina, temos dois caminhos a

seguir:

» Utilizacdo em reacdes sorolégicas (Reacdes de fixacdo de com-

plemento e precipitacdo em gel de 4gar)

* Colocar o antigeno em placas de Petri limpas, deixar a 37°C

até que o volume seja reduzido para 1/20 do volume original.
* Centrifugar a 2.500 rpm durante trinta minutos.

* Distribuir o antigeno em frascos tipo penicilina.

o |dentificar, datar e conservar a 4°C.

* Para padronizagéo nas provas soroldgicas, consultar o item

6.5 deste capitulo.
* Utilizacio em provas intradérmicas

» Ap6s filtrar em papel de filtro a histoplasmina ¢é filtrada em

membrana esterilizante (poro de 0,22 mm).
* Distribuir em frascos tipo penicilina e estocar a 4°C.

* Realizar controle de esterilidade.
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* A histoplasmina a ser utilizada nas reacdes intradérmicas ¢
geralmente diluida a 1:1000, em solucdo fisiolégica estéril.
Deverdo ser realizadas provas em individuos sensiveis ao
antigeno, ou animais previamente sensibilizados, diante de
H. capsulatum, utilizando-se histoplasmina padrdo para fins

de comparacgo.

6.3.4. Filtrado de cultura de Aspergillus fumigatus

e Cultivar A. fumigatus (minimo de trés amostras diferentes) em

caldo Sabouraud por quatro semanas a temperatura ambiente.

* Decorrido o prazo estipulado, adicionar mertiolato na concentracao

final de 1:5.000. Agitar para submergir os filamentos.

e Deixar as culturas & temperatura ambiente durante uma semana.
* Realizar controle de esterilidade.

* Filtrar em papel de filtro.

* Colocar o filtrado em placas de Petri limpas e deixar em estufa a
37°C, até que o volume seja reduzido para 1/20 do volume origi-

nal, ou utilizar polietilenoglicol para concentrar.
* Centrifugar a 2.500 rpm durante trinta minutos.

* Distribuir o antigeno em aliquotas de 1-5 mL, em frascos tipo

penici|ina., |dentificar, datar e conservar a 4°C.

O filtrado de cultura de A. fumigatus é utilizado nas reages
de Fixagéo de complemento e precipitacao em gel de é4gar. E
conveniente preparar pela mesma técnica, filtrados de cultu-
ras de A. flavus, A. terreus e A. niger. Para a padronizagéo

do antigeno, consultar o item 6.5 deste capitulo.
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6.5. Técnicas de padronizacdo dos antigenos utilizados nas
provas soroldgicas

a) Reacdo de fixagdo de complemento

Os antigenos utilizados nas reacdes de fixacdo de complemento sdo
padronizados através da titu|agéo cruzada perante soro positivo para o antigeno
em estudo. Utiliza-se, para tal propésito, antigeno padronizado com finalida-
des de controle da reacdo. A diluicdo 6tima do antigeno ndo deveré demons-

trar atividade anticomplementar.

b) Imunodifusdo dupla de Ouchterlony

Séo feitas diluicdes do antigeno (1:2, 1:4, 1:8 etc), as quais sdo
colocadas para difundir no gel, contra soro reconhecidamente positivo para o

antigeno em questao.

Decorrido o tempo necessério para Formagéo dos precipitados, proce-

de-se 4 leitura da reacdo.

O titulo do antigeno sera aquele correspondente & sua mais alta diluicao
que se dé positividade nitida com o soro e o mesmo niimero de bandas de

precipitacao, quando comparado ao antigeno padréo.

6.6. Técnica de imunodifusao radial dupla em gel de dgar
(Ouchterlony)

REAGENTES

Reagente 1
Agar noble ............... 0,5g¢

Agua destilada.......... 100 mL  (Estocar em erlermayer a 4° C)



Reagente 2
Agar noble ............... 1,0 g
Azida sédica ............. 0,1g
PBS7.2 ............... 100 mL

* Aquecer em banho-maria até o égar dissolver
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* Colocar 3,5 mL em tubo de ensaio e estocar a 4° C

Reagente 3

PBS (Tampao fosfato 0,01 mol/L, NaCl 0,15 mol/L) pH 7.2-7 .4

Solucdo A: NaHQPO4 —0,2 M (Fosfato de sédio monobésico)

Soluggo B: NaQHPO4 — 0,2 M (Fosfato de sédio dibésico)

*Tampao fosfato 0,0 1mol/L

Adicionar 280 mL da solucdo A a 720 mL da solucdo B

PBS: 50 mL do tampdo fosfato + 50 mL de NaCl 3 mol/L.

Completar para 1000 mL com égua destilada.

Reagente 4

Citrato de s6dio 5 g ..oeovvvvnn. 100 mL de 4gua destilada
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Reagente 5
SOLUCAO CORANTE
Coomassie brilliant blue .............. 0,5g
Acido acético .......cocvivirereiii., 10 mlL
Etanol ... 45 mL
Agua destilada ........................ 45 mlL
Reagente 6
SOLUCAO DESCORANTE
Metanol ... 400 mL
Acido acético ..........ovovceerii, 100 mL
Agua destilada ... 500 mL

1° Etapa (filmagem das laminas):

* Mergulhar as [aminas de microscia, devidamente limpas, no reagente
1, com auxilio de uma pinca, retird-las em seguida, deixando o

tempo suficiente para umedecé-las.
e Secé-las em estufa de aproximadamente 60°C.

* Apbs a secagem, estocé-las em caixas para posterior uti|izagéo.

2° Etapa:

« Utilizando uma mesa nivelada, colocar a lamina previamente “filma-

da” com o reagente 1.
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¢ Colocar em banho-maria os tubos com 3,5 mL de 4gar (reagente

2) estocados, esperar liquifazer.

* Verter sobre a lamina o reagente 2 liquefeito, deixando solidificar

por cinco minutos.

* Colocs-las em cdmara Gmida na geladeira.

Observagéo: Pode permanecer em geladeira na cdmara Gmida até sete dias

(margem o|e seguranga) .

* Apés dez minutos em geladeira, a lamina j& pode ser perfurada

segundo esquema a seguir.

asp osp osp
od ol o4 ol ol ol
oag g ong
o3 ol o3 o o3 ol Sp = Soro podrio
Qs s A ag - .'\I1[I'5I-'IM
a
3° Etapa

* Colocar o soro - 10 plL em cada orificio - respeitando o esquema
acima. Nas extremidades superiores e inferiores adicionar soro pa-

drdo. Nos pocos 1, 2, 3 e 4, adicionar os soros a serem testados.

* Apds a colocacdo dos soros, aguardar uma hora para adicionar os

antigenos nos orificios centrais.

4° Etapa

e Difusdo em estufa a 37°C ou & temperatura ambiente, por 48

horas.
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57 Etapa

* |niciar os banhos — Colocar as laminas (apés 48 horas) em uma
cuba e verter sobre elas citrato de sédio 5 % (reagente 4) por duas

horas, com objetivo de retirar precipitados inespecificos.

* Apds o banho de citrato — Adicionar soluco salina 0,9 % por

48 horas, trocando vérias vezes.

6° Etapa

* Usando o papel de filtro (umedecé-lo previamente em égua desti-
lada), embrulhar as laminas e colocé-las em estufa de secagem a 60°

C, até atingir completa secagem.

* Mergulhar as |aminas em 4gua destilada, e retirar o papel cuidado-
samente. Lavar em 4gua corrente para retirar residuos de papel de

filtro e sec4-las em estufa.

7° etapa
e Corar por dez minutos utilizando o reagente 5.

¢ Colocar em cuba de coloracdo vérias laminas e verter o corante.
Apbs dez minutos, retirar as laminas e estocar novamente o corante (é

possivel reaproveité-lo). Periodicamente deve-se filtré-lo novamente.

8° Etapa

* Apbs o processo de co|oragéo, retirar o excesso de corante com
so|u<5‘§o descorante (reagente 6) até que as linhas de precipitacao

fiquem bem nitidas.

Observagéo: Se descorar muito ou totalmente pode corar novamente.
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9° Etapa

e Leitura: considera-se reacao positiva (soro reagente) quando hou-
ver a presenca de linhas de precipitacao apresentando identidade

total com o soro padréo‘ Exemp|o:

O8[
o ol soro 1: reagente
soros 2, 3 e 4: nio reagentes
oag
ad al
e

6.7. ldentificacdo de leveduras de importdncia clinica

As leveduras sdo um grupo de fungos heterogéneos que superficialmen-
te aparentam ser homogéneas. A identificagéo desses fungos ¢ baseada nas
caracteristicas morfofisiolégicas e bioquimicas. A morfologia ¢ primariamente
usada para estabelecer o género, entretanto, as provas bioqufmicas (Teste de
reducdo do nitrato e hidrolise da ureia), e de assimilacdo e fermentacdo de

aclcares sdo usadas para diferenciar varias espécies.

6.7.1. Provas morfoldgicas

Dentre as provas morfolégicas disponiveis para identificar espécies do

género Candida temos a técnica de Dalmau e o tubo germinativo.

A técnica de Dalmau ¢ baseada no fato de que C. albicans, quando
cultivada em meio de cultura pobre em nutrientes, como o 4gar arroz ou agar
fub4, produz uma estrutura de resisténcia denominada clamidoconidio. Dentre
todas as espécies do género Candlida, somente C. albicans e C. dubliniensis
sdo capazes de formar clamidoconidios, sendo que esta dltima forma
clamidoconidios em cachos, apresentando trés ou mais clamidoconidios por

hifa. Além disso, esta é uma espécie rara e altamente relacionada a C. albicans.
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O teste do tubo germinativo baseia-se no fato de que C. albicans, quando
incubada a 37°C por duas a trés horas, em soro bovino ou de coelho, forma,
a partir de suas leveduras, uma estrutura denominada tubo germinativo que

daré origem s hifas e pseudo-hifas caracteristicas desta espécie.

Teste do tubo germinativo
* Rotular os tubos testes com o nimero da amostra.

e Usando uma pipeta, dispensar 0,5 mL de soro bovino ou de

coelho em cada tubo.

* Com uma alca flambada, tocar levemente a colénia de levedura e

colocé-la no soro dentro do tubo.

* Agitar para homogeneizar as células leveduriformes no soro. Incu-

bar os tubos a 37°C por duas a trés horas.

* Apés a incubacdo, colocar uma gota da suspensdo numa lamina de

microscopia lisa e cortada e cobrir a preparagdo com uma laminula.

* Examinar ao microscépio para detectar a presenca ou auséncia de

tubo germinativo nas células da levedura estudada.

Teste de Dalmau

e Usar uma placa de Petri com corn meal 4gar adicionado de 1%

Tween 80.

e Com um bisturi estéril, fazer um sulco no meio de cultura, aproxi-

madamente 1 cm & esquerda do meio da placa.

 Com auxilio de uma a|ga de platina esterilizada, retirar uma peque-

na quantidade da cu|tura |eveo|uriForme em estuo|o € semear no SUI-
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co. Fazer trés furos no meio de cultivo com a mesma alca 3 direita do

sulco, formando um pequeno tridngulo.

* Colocar uma laminula (24 mm x 24 mm) estéril sobre o meio de

cultura, cobrindo o sulco e sobre os furos.
* Incubar a temperatura ambiente por 72 horas.

* Observar no microscépio éptico, em objetiva de 10X, a presen-
ca ou auséncia de clamidoconidios, diariamente até completar cin-

co dias.

6.7.2. Provas de assimilacdo

Para estudo de assimilacdo de fontes de carbono por leveduras podem

ser utilizados meios cromogénicos, bem como kits comerciais de identificago.

Meio CHROMagar Candida
O meio cromogénico CRHOMagar Candida para diFerenciagéo de

Candida albicans, C. krusei e C. tropicalis e outras espécies permite a identi-
Ficagéo do microrganismo de acordo com a co|oragéo que este apresenta no

meio semeado.

A interpretacao dos resultados ¢ feita com base na cor e no aspecto

tipico das col6nias, conforme apresenta a tabela a seguir:

Cor e aspecto tipico da colénia Microrganismo pré-identificado
Verde Candida albicans

Azul-metélico Candida tropicalis

Rosa, rugosa Candida krusei

Branco a violeta Outras espécies
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Galeria APl 20C Aux
A ga|eria API 20 C AUX eng|oba vinte c(;pu|as que contém substratos

desidratados para efetuar 19 testes de assimi|agéo. As clpulas sdo inoculadas
com um meio minimo semigelosado e as leveduras crescem apenas se forem
capazes de utilizar o substrato correspondente. A leitura dessas reagoes faz-se
por comparagdo com os controles de crescimento (presenca ou auséncia de
turvagdo) e a identificacdo ¢ possivel consultando o catélogo analitico ou um

sistema de identificagéo disponivel na internet (Api Web).

Método Vitek YBC (Cartdo de Bioquimica para levedura)
O cartio YBC contém 30 pogos. Destes 30, 26 contém caldos

bioquimicos e quatro contém caldos de controle negativo. O cartdo necessi-
ta de 24 horas, e em alguns casos de 48 horas, de incubacdo a 30°C em
uma estufa e, em seguida, de uma unica leitura depois de decorridas 24
horas, e em alguns casos de uma segunda leitura depois de 48 horas, no
leitor/incubadora VITEK para uma anélise dos dados. O cartdo baseia-se
nos métodos bioquimicos estabelecidos de Wickerham e Burton. Estes tes-
tes incluem a assimi|agéo de hidratos de carbono, hidrélise da ureia, resistén-

cia a ciclo-heximida e redugéo de nitrato, que foram adaptados para serem

utilizados no sistema VITEK.

6.8. Testes de sensibilidade aos antifingicos

Entre os testes preconizados para detectar resisténcia a antifugicos, ape-
nas a|guns deles foram até agora suficientemante avaliados em estudos amp|os e
bem conduzidos, a fim de comprovar boa reprodutibilidade intra e inter-
laboratorial, além de correlacio com a evolucao clinica dos pacientes. Os mais
conhecidos e difundidos sdo os do National Commitee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS), denominado, desde 2005, Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), publicado a partir de 1985, sob a forma de
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documento. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
adquiriu os direitos autorais para a lingua portuguesa dos documentos CLSI/
NCCLSIM27- A3 e M38-A e tormou-os disponiveis através do site: http:/

www.anvisa.gov.br

M27-A3. Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em Cal-
do para a Determinagéo da Sensibilidade de Leveduras; & Terapia
Antifingica Norma Aprovada - Terceira edigéo do NCCLS:Des-
creve a metodologia de um teste de sensibilidade aos agentes
antimicrobianos das leveduras que causam infecgées fingicas invasivas,
incluindo as espécies de Candida e Cryptococcus neoformans. O
M27-A3 é o método mais bem estudado e o documento pertinen-
te contém técnicas de diluicdo em meio liquido, macrodiluicio em
tubos de ensaios e microdiluicdo em placas de micro titulacdo, para
determinar a CIM. As leveduras sdo testadas ante as drogas
(anfotericina B, 5-fluorocitosina e azélicos, incluindo cetoconazol,
fluconazol, itraconazol, voriconazol, além de posaconazol e
ravuconazol). O meio usado ¢ o RPMI-1640 liquido, inéculo inici-
al de 1 a 5 x 10%cel/mL, ajustando em espectrofotémetro a 530
nm, incubacdo a 35° C. Utilizam-se cepas-controle ATCC em to-

dos os testes realizados.

M38-A. Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo
para Determinagéo da Sensibilidade & Terapia Antifingica de Fungos
Filamentosos; Norma Aprovada do NCCLS.

Descreve um método para testar a sensibilidade dos fungos filamentosos
que causam infecgées invasivas, incluindo espécies de Aspergillus,
espécies de fusarium, Rhizopus arrhizus, Pseudallescheria boydii
(Scedosporium apiospermum) e Sporothrix schenckii, assim como

outros fungos patogénicos oportunistas, aos agentes antifingicos. O
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meio de cultura recomendado é mesmo indicado no documento
M27-A2 e o inéculo deve ser ajustado, com auxilio de
espectrofotdmetro, para conter 0,4 x 10* a 5 x 10* UFC/mL.
Entretanto, a densidade éptica (DO) a 530 nm, requerida no en-
saio, depende do tamanho do conidio ou esporangiosporos do
fungo em estudo. Hé necessidade de adicdo de Tween 20, como

agente surfactante, para preparar inéculo de Aspergillus spp.

M44-A. esse método descreve uma prova sensivel e prética,
validada para teste de sensibilidade em Candida spp.; utilizando
discos impregnados com fluconazol ou com voriconazol. Este méto-
do ainda néo foi validado para provas com outros géneros de leve-
duras e recentemente foi proposto um novo método para uso com
fungos filamentosos. O documento inclui critério de interpretacao
para os didmetros de halos obtidos com discos de fluconazol e

valores esperados para cepas padrao.

EUCAST. ensaio recomendado para ava|iagéo da atividade antifingica
de substancias puras pela técnica da microdi|uigéo em caldo, pela
organizagao européia Antifungal Susceptibility Testing Subcommit-tee
of the European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing (AFST-
EUCAST), ¢ baseado nos procedimentos da referéncia CLSI M27-
A2, mas com a|gumas modificag()es, a fim de se obter maior exatiddo
na determinacdo dos valores de CIM. Estudos tém confirmado que a
modificacdo do documento CLSI M27-A2, com a suplementacio do
meio RPMI 1640 e com 2% de glicose no meio de cultura, tornou a
metodologia mais vantajosa. Isso se deu devido a redugéo do tempo
de incubagéo necessério (24 horas) para se obter um crescimento

suficiente para a determinacdo dos valores de CIM.
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Sistemas comerciais: Existem vérios sistemas comerciais para realizar
testes de sensibilidade aos antiftgicos, incluindo, entre outros, Asty,
Atb Fungus 3, Candifast, E-Test, Fungitest, |ntegra| Systems Yest,
Mycototal E Sensitrite Yeast One. Apenas o E-Test, o Atb Fungus

3 ¢ o Candifast tém distribuidores no Brasil.
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Resumo do capitulo

Os fungos sdo organismos que convivem conosco todos os dias. Sao
importantes, tanto do ponto de vista ecolégico, quanto econdmico. A Micologia
¢ a area da Biologia destinada ao estudo dos fungos, que teve o seu grupo
reconhecido como um reino a partir da descrigéo de cinco reinos por Whittaker,
em 1969. Os organismos foram alocados em reinos com base na morfologia e
no modo de nutricao dos seres vivos, sendo criado, entdo, o reino Fungi.
Todos os fungos conhecidos, com poucas excecOes, tém origem dos esporos
(reprodugéo sexuada) ou conidios (reprodugéo assexuada), corpusculos que
podem ser comparados as sementes das plantas superiores, embora nao sejam
morfologicamente semelhantes a estas. Na maioria dos casos, o sistema vegetativo
encontra-se no interior dos tecidos parasitados, no solo ou na matéria organica
em decomposicio. Com a formacio dos esporos ou conidios, é necessario
que estes tenham acesso livre ao ar, para assegurar sua disseminagéo. O ciclo
de vida dos fungos compreende duas fases. Uma somética, caracterizada por
atividades alimentares, e outra reprodutiva, onde os fungos podem realizar
reprodugéo sexuada ou assexuada. Por causa da rigidez da parede celular, sua
nutricdo é por absorgéo de nutrientes solaveis simples. Os fungos sdo consi-
derados seres cosmopo|itas, pois estdo presentes em qua|quer parte do
p|aneta. A temperatura ideal para o crescimento dos fungos fica entre O a
35°C, mas o 6timo para a maioria fica entre 20 a 30°C, e a umidade ideal

fica em torno da saturagdo.

Os fungos sao usados como alimento propriamente dito; na inddstria
alimenticia, na produgéo de paes, queijos, cervejas e vinhos; na industria
farmacéutica e biotecnolégica, para a fabricacdo de antibidticos, 4cidos, pig-

mentos, enzimas, pesticidas bio|égicos, entre outros usos.

* Os fungos podem parasitar o homem e outros animais, causando

um grupo o|e doengas conhecidas como micoses.
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* As micoses podem ser classificadas em cinco grupos, de acordo

com suas manifestacdes clinicas.

* As micoses superficiais sdo infecgées causadas por fungos que
invadem as camadas mais superficiais da capa cérnea da pele ou a

haste livre dos pelos.

* As micoses cutdneas se caracterizam por serem causadas por fungos
que invadem toda a espessura da capa cérea da pele, a parte

queratinizada intrafolicular dos pelos ou a ldmina ungueal.

* As micoses subcutaneas se caracterizam por resultar da inoculagdo
de um fungo patogénico por ocasido de um traumatismo, em geral
cortes por plantas ou pela manipu|agéo do solo, manifestando-se
como tumefagéo ou lesdo supurada da pele ou do tecido subcuta-
neo, produto da disseminagéo do fungo por contiguidade ou por via

linfatica.

* As micoses sistémicas sdo caracterizadas por serem adquiridas atra-
vés de ina|agéo de propégulos fingicos, causando, consequentemente
a lesdo priméria pulmonar. Desta forma, o fungo pode se disseminar
pelo corpo através da corrente sanguinea, originando lesdes

extrapu|monares nos pacientes.

* As micoses oportunisticas sdo causadas por fungos termotolerantes
de baixa viruléncia que determinam doengas em hospedeiros com

graves deficiéncias do sistema imunolégico.

* O diagnéstico das micoses ¢ realizado através da visualizacdo do
fungo nos espécimes clinicos (exame microscépico direto) e do seu
cultivo em meios adequados. Provas imunolégicas podem auxiliar no

diagnéstico, fornecendo resultado presuntivo das infeccg()es‘
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Questodes
1) Cite as técnicas mais importantes para o isolamento de fungos de solo e de ar.
2) Em que situacdes podemos usar a técnica de diluicdo seriada?

3) Paciente portador do HIV fazendo uso de corticosteroides e que teve
tuberculose pulmonar hé trés anos apresenta imagens radiolégicas de térax
sugestivas de bola fingica. Foi colhida uma amostra de escarro, a qual foi
processada adequadamente. O exame microscépico direto apresentou hifas
septadas e hialinas, ramificadas dicotomicamente. No cultivo, houve cresci-
mento de uma col6nia esverdeada, a qua|, quando corada pe|o lactofenol azul
de algod3o, apresentou conidiéforo com vesicula alongada e filides distribui-
das a partir da metade da vesicula, dando origem a longas cadeias de conidios

globosos e equinulados. Com base nisso, responda:

a) Explique como deve ser realizado o processamento do espécime
clinico em questdo, antes que sejam realizados o exame direto e o

cultivo do material.
b) Qual o agente etiolégico desta micose?

c) Que testes imunolégicos poderiam ser aplicados 3 doenga que o

paciente possui?

d) Uma pessoa saudavel, sem uso de medicamentos, poderia adqui-

rir esta infeccdo? Comente.
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