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Diagnostico micologico

1. Coleta do material
2. Exame direto

3. Cultura
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Coleta de material clinico

1° Assepsia

Fio 42 Ttilizacan de téenica accdntica na comaadnra de matorial nim



Coleta de material

- Pelo/Cabelo - Pele




Unha
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-Pus -Escarro




Exame microscopico direto

- Material clinico clarificado com KOH
10-20%

- Biopsia:
-Fragmento do tecido com KOH

-Histopatolagico: Coloracdo: Gomori,
PAS, HE



Cultura

- Técnica de complemento ao exame
microscopico

Crescimento:
- Filamentoso: 1 a 3 semanas
- Leveduriformes: 3 a 10 dias

Meio de cultura: Agar Sabouraud
+cloranfenicol+cicloheximida



LAUDO EM MICOLOGIA

Material pele - Exame direto KOH

Fig. 12.8 Caracteristica clinica da herpes circinada.



* 1a Etapa | - - Presenga de....

- 2a Etapa Forma Hifas......
Coloragado Hialinas....
Septos Septadas.....
Achado caracteristico Artroconidiadas

+ 3a Etapa grupamento fingico Sugestivo de dermatofito



LAUDO FINAL

N~ b S PO

#Presenga de hifas hialinas septadas e artroconidiadas,
sugestivas de dermatéfitos

‘Laudo final: Apds a cultura com o isolamento do
patogeno

*Género e espécie: Microsporum canis



Micoses Superficiais-Pitiriase
versicolor

NG Image Courtesy of C. Halgés
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Exame direto

Malassezia furfur



Micose Cutaneas - DERMATOFITOSE

Fig. 12.8 Caracteristica clinica da herpes circinada.

cultura >

Microsporum canis Epidermophyton sp. Microsporum sp.
Microsporum gypseum A-Apenas macroconidio
Trihophyton rubrum

Trichophyton mentagrophytes

Trichophyton tonsurans

Epidermophyton floccosum

Trichophyton sp.

A-Pouco macroconidio
B-Muito microconidio

A-Muito macroconidio
B-Pouco microconidio



Micoses Sub-cutaneas: Cromoblastomicose

Exame direto
Rhinocladiella

Cladosporium Phialophora

v

cultura

Clodophialophora carrionii
Phialophora verrucosa
Rhinocladiella aquaspersa
Fonsecaea pedrosoi




Micoses Sub-cutaneas: esporotricose
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Sporothrix schenckii
Sporothrix brasiliensis

Dimorfismo

cultura R




Micoses Sub-cutaneas:micetoma
adrmicose

Madurella grisea
Madurella mycetomatis

S
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Actinomyces israelii
Nocardia brasiliensis




Micose Sistemica- Paracoccidioidomicose

>

Exame direto
escarro

cultura >
37°C

Paracoccidioides brasiliensis

SOROLOGIA



Micose Sistemica- Histoplasmose

>

Exame direto
Escovado bronquico

Image Courtesy of L. Ajello
Copyright © 2000 Doctorfungus Corporation

> levedura

cultura >
25°C

37°C

Histoplasma capsulatum

SOROLOGIA



Micoses oportunistas-candidiases

>

Exame direto

* Tubo germinativo
Microcultivo
Auxanograma
Zimograma
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Candida albicans



Micoses oportunistas-
criptococose

Liquor
. Tinta da china ou nanquim
Exame direto .

cultura ———»

Agar niger: criptococcus +
Criptococcus neoformans



Micoses oportunistas-zigomicose

*Mucor sp

* Rhizopus sp



Identificagdo de fungos filamentosos

*Técnica do esgargamento

-]‘écnica do microcultivo:
Agar batata

‘Micélio reprodutivo: Formado por
conideos ou esporos




Técnica de esgarcamento:

Utilizada como primeira tentativa (mais rapida) para identificacao
de colonias filamentosas. As estruturas fungicas sdao quebradas,
tornando-se mais dificil a identificacao.

Com alga de platina em “L”, retirar um pedago da colonia de
bolor crescida no agar.

Colocar 1 a 2 gotas de Lactofenol azul-algoddao. Cobrir com
laminula, comprimindo levemente. Observar em microscopio com
aumento de 400X.



Microcultivo em lamina:

No microcultivo em lamina, as estruturas permanecem integras além
de ser utilizado um meio de cultura (dgar batata), que estimula a
producdo de macro e microconideos, que na maioria das vezes
identificam o fungo. Estimula, também, a formacado de pigmento.

lamina

coldénias do
fungo -4
extremidades
do agar

laminula

placa de Petri Agar batata



Identificacdo de leveduras

» Tubo germinativo

* Microcultivo

* Auxanograma -Assimila¢do de carbono
e hitrogénio

» Zimograma- Fermentagdo de aglcares



PROVA DO TUBO GERMINATIVO:

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

A técnica ¢ muito simples e baseia-se, fundamentalmente, na
semeadura de um pequeno inoculo dessa levedura em soro, que
pode ser de varias espécies animais. Os soros recomendados sdao o
humano, o fetal bovino ou de cavalo, podendo-se, ainda, utilizar
albumina de ovo.

2 horas a 37°C




MICROCULTIVO DE
LEVEDURAS

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

Fig. 9.3 Placa com dgar fubd mostrando esquematicamente
onde serdo feitas as estrias com os inéculos da levedura cujam
fologia se quer observar.

Fia 04 Calacacin da laminnla eobre og indenlos da levedur



Microcultivo de leveduras:
Preparo do 1inoculo




Microcultivo de leveduras:




icrocultivo — Agar fuba com Tween-80




Auxonograma (Assimilacao de Carboidratos e Nitrogénio)
Assimilacao de Carbiodratos:

Esta técnica baseia-se na capacidade que as leveduras apresentam de utilizar

determinado carboidrato como unica fonte de carbono, para sua viabilidade celular. Desta
forma utiliza-se, nesta técnica, um meio basal destituido de qualquer fonte de carbono (sem o
qual a célula fungica nao pode crescer), onde sera semeada a levedura que se deseja identificar.
ApoOs a semeadura, adiciona-se ao cultivo um carboidrato e observa-se a capacidade de
utilizacdo deste como fonte de carbono. Quando o carboidrato ¢ assimilado pela levedura,
observa-se crescimento desta ao redor da fonte de carbono.

Assimilacao de Nitrogénio:

A assimilacdo de nitrogénio demonstra a capacidade que
algumas leveduras apresentam de assimilar nitrato de potassio
(nitrogénio inorganico), como unica fonte de nitrogénio utilizado na
sua viabilidade biologica.



Auxonograma — Assimilacao de carbono

Meio: Yeast Nitrogen Base




Assimilacao de Nitrogénio

Meio: Yeast Carbon Base




Auxonograma







FERMENTACAO DE CARBOIDRATOS:

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

Assim, utiliza-se também na identificagdo das leveduras essa caracteristica fenotipica, onde se
investiga a habilidade que uma determinada levedura possui de fermentar um acgulcar, atraveés da
demonstracao da producao de CO.,.

alteracao da
bolha de /tonalidade do meio
gas \ -
/ tubo de
‘; Durhan




Z1mograma




Identificacao final das leveduras

LEVEDURAS ASSIMILAGAO FERMENTAGAO

| Ios |[Ram Ara GE Sac Lac|Gad |Raf Ioo | X8l Cd Tre|Dul Mal Md GliSac Lac Gal|Tre|Mal|Cop|Tz|U| KNG,
C aldicaws NTINT NT = V - |= |- -« |+ - = |. =+ . G|l- - VIGIG |- - |- |-
Cgullermodi - NI NT = + - |=[* - |* = | = Vv G| - vIe- 1 I-T-T-

C rwe NTINT NT = - - |- - - |- =« =« |- - - &Gl- - - |- A AN

C parasailosa - INT = =+ =+ - |+ |- - |+ - =+ |J. =+ . V]. . VIV |- |- |- ]-]-
Cricudovopicaia = NI NT = + =+ [V [+ - |V V V|- VvV - Gl e c|-1-1 I-FI-T-

C vosicalis NT |- A B Y R G U S U U I e D2 R B N

C glabrata NTINT NT + - - |- |- - - - =+ |- - - G&G|- - - IG - |- |- |-]-

C rugess NTINT NT = - - = |- - |V - - |- - - - |- == == I~ 1= 1- |- |-1|-

C Laisseise NT |+ NT + - - A 4 - - - - - . - . G Iv - v v |- . . .

NT =alotatdo. G = do gas +=poamve, - = o, V= vansvd Ins = souliex Ram = Laabnoose, Gt = gicosg Sac =s2cxois Gd =D galanng

Raf =rafnaq oo = w0l Jl=D-xilosg Col = cdodioss Ter = renlose; Dl = dulcno!; Mal = mahose; Mel = meEiosa Cap = cpssiz; Tg = t5bo gesnasatho;

U =urensa KNOQ, = et do potmsio.



