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• Podemos dividir em três grupos:
• Micoses sistêmicas causadas por fungos dimórficos.

• Paracoccidioides brasiliensis/ P. lutzii/ P. americana/ P. venezuenlensis/ P. restrepiensis
• Histoplasma capasulatum var. capsulatum
• Coccidioides posadasii / C. immitis
• Blastomyces dermatitidis/ 
•  Talaromyces (Penicillium) marneffei 
• Emergomyces spp.

• Micoses sistêmicas causadas por leveduras clássicas.
• Cryptococcus neoformans  e C. gattii
• Candida albicans e outras espécies

• Micoses sistêmicas causas por bolores presentes no ambiente.
• Aspergillus spp.
• Fusarium spp.
• Mucor spp. e Rhizopus spp.



Fungos causadores de micoses sistêmicas apresentam uma 
série de características em comum

• Distribuição geográfica definida

• Agentes são encontrados no solo e em dejetos de animais

• A principal porta de entrada são as vias aéreas superiores



Hipóteses Diagnósticas
com base no quadro clínico

• Sífilis..... 



Diagnóstico Laboratorial
 Microbiológico e Imunológico 

• Visualização direta
• Cultura
• Histológico

• Pesquisa de antígenos e anticorpos



Coccidioides spp.



Blastomyces dermatitidis / B. gilchristii / B. helicus

Oriente Médio e África: B. percusus, B. emzantsi e B. parvus
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Figure 1. Map of the estimated distribution of Blastomyces. Figure used with permission from Ash-
raf et al. [5]. 

3. Clinical Presentation 
Prior studies of point-source outbreaks of blastomycosis have suggested that an esti-

mated 50% of persons infected with Blastomyces after an exposure experience minimal to 
no symptoms [44,45]. In those who go on to develop symptomatic infection, the typical 
incubation period is 4–6 weeks [46]. As expected, due to the inhalational route of expo-
sure, pulmonary infection is the most common symptomatic presentation, accounting for 
at least three-quarters of diagnosed blastomycosis cases [47]. Amongst the Blastomyces 
spp., those within the B. dermatidis complex infection are more common in immunocompe-
tent individuals and more often cause pulmonary symptoms compared to B. helicus infec-
tion, which is seen more often in immunocompromised persons and as a systemic disease 
[32]. Those species more common outside of the United States (B. percusus and B. emzantsi) 
seem to have a proclivity for dissemination from the lungs to cutaneous and osseous sites, 
though further studies are needed to solidify this pathogen–presentation relationship [7]. 

3.1. Pulmonary Blastomycosis 
The most common presentation of symptomatic pulmonary blastomycosis is an in-

dolent, chronic process, with patients typically complaining of weight loss, intermittent 
low-grade fever, chest pain, fatigue/malaise, dyspnea, and cough (often with scant spu-
tum production and occasionally associated with hemoptysis) [9,10,47–49]. Less com-
monly, patients present with (or progress to) an acute form of pulmonary infection. In its 
acute form, pulmonary blastomycosis presentations can range in severity from subclinical 
pneumonia to acute respiratory distress syndrome (ARDS) [9,47,50]. Typical symptoms 
include fever, night sweats, dyspnea, cough (productive or non-productive), hemoptysis, 
fatigue, malaise, anorexia, and weight loss, often leading to an initial misdiagnosis of bac-
terial pneumonia [10,48,49]. Of those who rapidly develop ARDS due to acute pulmonary 
blastomycosis, mortality approaches 50% and is particularly severe if there was a diag-
nostic delay [46,47]. 

Case reports or poor-quality evidence

Multiple cases reported

Estimated range in North America

Figure 1. Map of the estimated distribution of Blastomyces. Figure used with permission from
Ashraf et al. [5].

3. Clinical Presentation
Prior studies of point-source outbreaks of blastomycosis have suggested that an

estimated 50% of persons infected with Blastomyces after an exposure experience minimal
to no symptoms [44,45]. In those who go on to develop symptomatic infection, the typical
incubation period is 4–6 weeks [46]. As expected, due to the inhalational route of exposure,
pulmonary infection is the most common symptomatic presentation, accounting for at
least three-quarters of diagnosed blastomycosis cases [47]. Amongst the Blastomyces spp.,
those within the B. dermatidis complex infection are more common in immunocompetent
individuals and more often cause pulmonary symptoms compared to B. helicus infection,
which is seen more often in immunocompromised persons and as a systemic disease [32].
Those species more common outside of the United States (B. percusus and B. emzantsi) seem
to have a proclivity for dissemination from the lungs to cutaneous and osseous sites, though
further studies are needed to solidify this pathogen–presentation relationship [7].

3.1. Pulmonary Blastomycosis
The most common presentation of symptomatic pulmonary blastomycosis is an in-

dolent, chronic process, with patients typically complaining of weight loss, intermittent
low-grade fever, chest pain, fatigue/malaise, dyspnea, and cough (often with scant sputum
production and occasionally associated with hemoptysis) [9,10,47–49]. Less commonly, pa-
tients present with (or progress to) an acute form of pulmonary infection. In its acute form,
pulmonary blastomycosis presentations can range in severity from subclinical pneumonia
to acute respiratory distress syndrome (ARDS) [9,47,50]. Typical symptoms include fever,
night sweats, dyspnea, cough (productive or non-productive), hemoptysis, fatigue, malaise,
anorexia, and weight loss, often leading to an initial misdiagnosis of bacterial pneumo-
nia [10,48,49]. Of those who rapidly develop ARDS due to acute pulmonary blastomycosis,
mortality approaches 50% and is particularly severe if there was a diagnostic delay [46,47].

Imaging findings in these syndromes are variable and nonspecific. The most common
presentation on chest imaging is airspace consolidation, most often described as patchy
opacities. Less commonly, in fulminant pulmonary blastomycosis, large and/or bilateral



Emergomyces spp.



Paracoccidioides spp.

Paracoccidioides brasiliensis – S1
P. americana – América do Sul – PS2
P. restrepiensis – Colômbia – PS3
P. venezuelensis – Venezuela – PS4

P. lutzii
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A B S T R A C T

The use of molecular taxonomy for identifying recently diverged species has transformed the study of speciation
in fungi. The pathogenic fungus Paracoccidioides spp has been hypothesized to be composed of five phylogenetic
species, four of which compose the brasiliensis species complex. Nuclear gene genealogies support this divergence
scenario, but mitochondrial loci do not; while all species from the brasiliensis complex are differentiated at
nuclear coding loci, they are not at mitochondrial loci. We addressed the source of this incongruity using 11
previously published gene fragments, 10 newly-sequenced nuclear non-coding loci, and 10 microsatellites. We
hypothesized and further demonstrated that the mito-nuclear incongruence in the brasiliensis species complex
results from interspecific hybridization and mitochondrial introgression, a common phenomenon in eukaryotes.
Additional population genetic analyses revealed possible nuclear introgression but much less than that seen in
the mitochondrion. Our results are consistent with a divergence scenario of secondary contact and subsequent
mitochondrial introgression despite the continued persistence of species boundaries. We also suggest that yeast
morphology slightly—but significantly—differs across all five Paracoccidioides species and propose to elevate
four of these phylogenetic species to formally described taxonomic species.

1. Introduction

Identifying fungi species is a challenging task. Several approaches
have proposed using morphology, reproductive isolation (e.g., Ajello
and Cheng (1967), Bao et al., 2004, Liti et al., 2006, Naumov, 1996), or
genetic divergence (e.g., Burt et al., 1997; Dettman et al., 2003a;
Dettman et al., 2003b; Hughes et al., 2009) to recognize species
boundaries. Currently, the most widely used of these approaches, the
use of genetic divergence as a proxy of isolation employs molecular
traits to delimit species boundaries by identifying reciprocally mono-
phyletic groups following the phylogenetic species concept (PSC; Taylor
et al., 2003). The PSC has transformed the study of fungal speciation
resulting in the identification of previously unrecognized microbial
lineages (Beheregaray and Caccone, 2007).

The application of the PSC has replaced species identification based
solely on morphology (Taylor et al., 2003; Sites and Marshall, 2003).
Both of these approaches however, have shortcomings (reviewed in
Dettman et al., 2003a, 2003b; Sukumaran and Knowles, 2017). An in-
tegrative approach is thus required to overcome the limitations of

individual frameworks (Frantz et al., 2009; Sites and Marshall, 2003;
Cadena et al., 2017). For example, coupling molecular data with mor-
phological characterizations and population genetic analyses can reveal
genetic discontinuities. Species that differ morphologically are more
likely to have completed the speciation process than species that are
identical (Taylor et al., 2006; Uyeda et al., 2011; Restrepo et al., 2014).
Similarly, identifying gene flow between nascent species can explain
why the PSC expectations, such as reciprocal, monophyly are not al-
ways fulfilled, even in ‘good species’. In this integrative approach, the
phylogenetic framework reveals the existence of potentially isolated
groups. Phenotypic differences between the species can then be in-
corporated into taxonomical descriptions. Finally, population genetic
approaches determine whether or not cryptic species have had the
chance to interbreed, exchange genes, and possibly even fuse into a
single lineage. In addition to revealing species boundaries, this com-
bined approach can also illuminate processes by which species have
diverged and uncover the evolutionary dynamics of morphological
evolution (Taylor et al., 2000).

The order Onygenales contains several of the most prevalent fungal
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FORMA DE LEVEDURA       FORMA DE BOLOR

35-37ºC 25-27ºC 

Paracoccidioidomicose
Dimorfismo térmico



ISOLAMENTO
Características Macro/Microscópicas a TA



ISOLAMENTO 
Características Macro/Microscópicas a 37o C



CLASSIFICAÇÃO CLÍNICA (Medellín, 1986)

PCM infecção

(PB micose oligossintomática)

Aguda (forma PCM juvenil)

Moderada

   Grave

PCM crônica (forma do adulto)

   Leve

   Moderada              Unifocal

   Grave                    Multifocal

Sequelar



Paracoccidioidomicose aguda/subaguda (Juvenil)

ØInalação do fungo: doença 
em poucas semanas.

ØIndivíduos mais jovens até 
terceira década de vida. 

ØSem diferença entre homens 
e mulheres.

ØSistema fagocítico-
mononuclear.

Ø Adenomegalia generalizada (com 
possível supuração), febre, 
emagrecimento.

Ø Pode acometer supra-renal e ossos.
Ø Envolvimento pulmonar é incomum.

Ø Acometimento intestinal: diarréia e 
síndrome de má absorção 

Ø Icterícia obstrutiva

Ø Paracoccidioidina negativa.  

Ø Sorologia positiva (ID + e CIEF + 
com títulos mais altos).







Paracoccidioidomicose crônica (Adulto)

ØSexo masculino (8-15 H: 1 M), após a quarta década de vida. 

ØSe manifesta anos após o contato com o agente.

Ø Insidiosa.

ØPulmões são os órgãos mais acometidos.
ØMucosa oral (estomatite moriforme) e do trato respiratório são comuns.
ØOutros órgãos: supra-renal, ossos, pele, SNC.

ØAssociação com tuberculose pulmonar em~10 % dos casos. 

ØParacoccidioidina pode ser + em casos leves; sorologia positiva (ID + e 
CIEF +)

















Paracoccidioidomicose Sequelar

A cura da doença evolui com fibrose cicatricial:

üPulmões: hiper-insuflação, bolhas, bronquiectasias e fibrose. Insuficiência respiratória de 
gravidade variável.

üMicrostomia.

üDoença de Addison.
üEstenose de traquéia.
üSíndrome de má-absorção.
üSequelas neurológicas.



PCM SEQUELAR



RESUMO: FORMAS CLÍNICAS

Forma juvenil

• Faixa etária: até terceira década de 
vida.

• 1 homem: 1 mulher.

• História de semanas a poucos meses.

• Acomete órgãos do sistema retículo-
endotelial

Febre e emagrecimento. (diferencial 
com doença linfo-proliferativa).

• Lesões mucosas são pouco 
freqüentes.

• Geralmente não há acometimento 
pulmonar.

Forma do adulto

• Faixa etária: quarta década de vida.

• 8 – 15 homens: 1 mulher.

• História arrastada de meses a anos, 
principalmente com relação aos sintomas 
respiratórios.

Geralmente não há queixa de febre. 
Emagrecimento não é queixa importante.

• Diferencial com tuberculose pulmonar.      
10 % PB micose pulmonar com TB pulmonar.

• Pulmão e mucosa oral são os sítios de 
acometimento mais comuns.



DIAGNÓSTICO

üIsolamento do agente etiológico:
§ Pesquisa direta em material biológico – escarro, raspado de lesões de 

pele e mucosa.
§ Cultura.

ü Biópsia e exame anátomo-patológico.

üExames de imagem.

üSorologia: ID, CIEF, FC, Elisa, Imunoblotting.



Exame direto
• Material processado com 10% de KOH 

– Exame direto

• Células leveduriformes de 2 a 40 até 60 
µm, de parede birrefringente, com três ou 
mais brotamentos, que se ligam à célula 
mãe por base estreita.



Isolamento
• A cultura permite a verificação de formas micelianas e de leveduras 

dependendo da temperatura empregada.

• Inóculo do material clínico em ágar Sabouraud dextrose contendo 
ciclohexamida.

• Fungo de crescimento lento (25 – 28º C), sendo necessário esperar até 4 
semanas. 

• A transformação de bolor para levedura é necessária.



Características Macro/Microscópicas a 25o C

• Colônias brancas lisas, 
produzindo micélio aéreo curto.

• Microscopicamente observa-se 
hifas septadas, poucos conídios, 
alguns clamidoconídios.



Características Macro/Microscópicas a 37o C

• Colônias cerebriformes e brilhantes.

• Microscopicamente observa-se células 
arredondadas, com brotamentos, 
semelhantes às estruturas verificadas 
em parasitismo.



Histologia
• Permanece umas das mais importantes ferramentas de 

diagnóstico na micologia.
• Rápida, baixo custo e capaz de identificar o agente infeccioso.

• Colorações utilizadas
• GMS (Gomori methenamine silver)
• H&E (hematoxylin and eosin)



Histológico – Prata
• Prata

• Parede celular marrom para 
preto com um fundo 
esverdeado.



Histológico – H&E



Sorologia
• Importante no auxílio ao diagnóstico e no acompanhamento do 

tratamento clínico.

• Reação de precipitação em gel de agarose
• Imunodifusão dupla e contraimunoeletroforese

• Reação de fixação de complemento .

• ELISA, Western blot e Dot Blot.
• Imunofluorescência.



Testes moleculares
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a  b s t  r a c  t

The diagnosis  of endemic  and invasive  fungal disease remains challenging. Molecular  techniques  for
identification of fungi  now  play  a  significant and  growing  role  in clinical mycology  and offer  distinct
advantages  as  they  are  faster,  more sensitive  and  more specific.  The aim of this  mini-review is  to provide
an overview  of the  state of the  art of molecular diagnosis  of endemic and  invasive  fungal  diseases,  and to
emphasize  the  challenges  and  current  need  for  standardization  of the  different methods.  The  European
Aspergillus  PCR  Initiative  (EAPCRI) has made significant progress in  developing a  standard for  Aspergillus
polymerase  chain  reaction (PCR),  but  recognizes that  the  process  will not  be  finished  until clinical  utility
has  been established  in formal and  extensive clinical  trials. Similar efforts  should  be  implemented  for
the  diagnosis  of the  other  mycoses  in order to fully  validate  the  current  methods or  reinforce the need
to design  new  ones.

This manuscript  is part of the  series  of works  presented at the  “V  International  Workshop: Molecular
genetic approaches  to the  study  of human pathogenic  fungi”  (Oaxaca, Mexico, 2012).

©  2013  Revista Iberoamericana de  Micología.  Published  by  Elsevier España, S.L. All  rights  reserved.

Diagnóstico  molecular  de las  micosis  endémicas  e invasivas:  avances  y retos

Palabras clave:
Micosis endémicas
Micosis invasivas
Reacción en cadena de la  polimerasa
Diagnóstico molecular
Estandarización

r e  s  u m  e  n

El diagnóstico de  las micosis  endémicas  e invasivas  continúa  siendo  difícil.  Hoy día,  las técnicas  mole-
culares  para la  identificación  de  los  hongos  desempeñan  un papel  importante  y cada  vez mayor  en  la
micología  clínica ya  que  ofrecen  diversas ventajas,  como  su  mayor  rapidez, sensibilidad y especificidad.
El objetivo de esta revisión  es ofrecer una  visión de  conjunto  de  las  técnicas  moleculares  más  recientes
para el  diagnóstico de  las  micosis  endémicas  e invasivas,  y  destacar  los  retos y  la necesidad  actual  de
estandarizar  los diferentes  métodos.  El grupo EAPCRI  ha  contribuido  con  avances muy significativos  al
desarrollo  y  estandarización  de  las  técnicas  de  reacción  en  cadena  de la  polimerasa  para el diagnóstico de
aspergilosis, y  reconoce  que  este  proceso  no estará terminado  hasta que  se establezca  la utilidad  clínica
mediante ensayos  clínicos,  efectuados  a gran escala y prolongados. Se precisan  esfuerzos  similares para
implementar  las  técnicas  moleculares  de  diagnóstico  de  otras  micosis  con  el objetivo  de  validar  por
completo  los métodos  actuales o reforzar  la  necesidad  de  formular  nuevos  métodos.

Este  artículo forma  parte de  una serie de  estudios  presentados en  el  «V  International  Workshop:
Molecular  genetic  approaches to  the  study  of human  pathogenic  fungi»  (Oaxaca,  México,  2012).

© 2013  Revista  Iberoamericana  de  Micología. Publicado  por  Elsevier  España, S.L. Todos los  derechos
reservados.

Endemic mycoses, candidiasis, aspergillosis, and other inva-
sive fungal diseases (IFDs) continue to be significant sources of
morbidity and mortality in immunocompromised and critically
ill patients. Many studies indicate that delayed or inaccurate

E-mail addresses: bgomez@cib.org.co, beatrizlgomez@hotmail.com

diagnosis and treatment are major causes of poor outcomes in
these patients.15,17,48,50 The diagnosis of endemic and IFDs remains
challenging. Current fungal diagnostic techniques include tradi-
tional techniques, namely direct examination, culture, histology,
antigen and antibody detection, but  they have some limited sensi-
tivity/specificity and incur significant delays in diagnosis. Current
culture-based diagnostic tools continue to be the “gold standard”

1130-1406/$ – see front matter © 2013 Revista Iberoamericana de Micología. Published by Elsevier España, S.L. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.riam.2013.09.009
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ESPECTROMETRIA DE 
MASSA MALDI-TOF

MALDI - "Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization”
TOF –”Time of Flight”



MALDI-TOF
etapas da técnica

A amostra a ser analisada é dissolvida em uma matriz, geralmelnte um ácido orgânico,
promovendo a protonação (próton [H+] liga-se a um átomo, uma molécula ou um íon).



Histoplasmose

• Histoplasmose humana

 Histoplasma capsulatum var. capsulatum

 Histoplasma capsulatum var. duboisii

• Histoplasmose equina

 Histoplasma capsulatum var. 

 farciminosum – histoplasmose equina



Histoplasma capsulatum



Epidemiologia

• Potenciais locais de contato
Galinheiros
Pombais
Prédios urbanos habitados por 

morcegos ou pombos
Porões e sótãos
Grutas e Cavernas
Túneis e Minas abandonadas

O fungo cresce em solo rico em 
fezes de aves e morcegos

• H. capsulatum var. capsulatum
• Descrita em várias parte do mundo 

entretanto, maior incidência nas 
Américas em especial no vale dos rios 
Mississippi e Ohio

• H. capsulatum var. duboisii
• Casos são relatados na África e na Europa



Atividades com significativo risco de infecção 
pelo H. capsulatum

- Geólogos
-  Arqueólogos
-  Veterinários
-  Excursionistas
-  Escoteiros

- Animais (cão, gato, cavalo, gado)

-População de grandes cidades como São Paulo?



LeveduraMicélio



Doença em humanos   

ØInalação de conídeos/micélio - transformação em leveduras ® 
pulmões ® macrófago alveolar/CD18 

ØSobrevive no interior dos macrófagos / Escape ® multiplicação 

ØDisseminação ® Linfonodos hilares e mediastinais ® 
disseminação hematogênica para SRE 

 

HISTOPLASMOSE



HISTOPLASMOSE

Quadro Clínico:

No hospedeiro normal:

Primo-infecção assintomática

Infecção pulmonar aguda

Pacientes com DPOC – forma pulmonar crônica

üNo paciente imunodeprimido:

FORMA DISSEMINADA PROGRESSIVA!!!!!!!!



ü Sintomas inespecíficos autolimitada – 2 a 6 semanas

ü  RX infiltrado intersticiaL, nódulos, adenomegalia, derrame pleural

ü  Provas sorológicas - maior positividade entre 2o e 3o mês

ü  Histoplasmina positiva

Infecção pulmonar aguda



Forma pulmonar crônica

! Sexo masculino, acima de 50 anos, DPOC

!  Mimetiza a reativação de tuberculose

!  Alteração radiológica: 90% infiltrado apical bilateral
                            disseminação a lobos inferiores
                            formação de cavidades

!  Se não tratada -  hipoxemia progressiva
     fibrose
                        dispnéia
                        infecções bacterianas
                        cor pulmonale



PACIENTE IMUNODEPRIMIDO:
Histoplasmose Disseminada Progressiva











Isolamento do fungo

Demonstração de leveduras: exame direto
 

Cultura (semanas – meses)

• Macroconidio tubercular;

• Sangue / mo - 4 a 6s:  Preferencialmente lise-
centrifugação: 2x mais rápido lise-centifugação 
(média 9,7 d) X automatizado (18,4d);

• Escarro/LBA 

• Conversão para levedura

• Chemiluminescent DNA probe (GenProbe, Inc., San 

Diego, CA) /Sequenciamento

Outros métodos

Histopatologia

• HE e Grocott - tecidos 30-60%

• Wright – Giemsa/methenamine silver/ periodic acid-Schiff

• Diferencial: Leishmania (tamanho similar; cinetoplasto) e 
Candida glabrata;

• Imunohistoquímica / Biologia Molecular

Sorologia 

! 50-80% (ID, CIE)
! Western blot  

• M  = aguda – presente na crônica - meses a anos H = formas graves, 
raramente encontada

 

Detecção de antígeno (> na dça grave)

! urina ~90%, soro ~80%, LBA:70-84% 
! monitorar tratamento e recaídas
  

HISTOPLASMOSE  
DIAGNÓSTICO



Exame Direto / Histopatológico

• Os cortes podem ser realizados a partir de 
pulmão, pele e coloração pelo H&E, PAS ou 
Grocott é recomendado.

• Intenso parasitismo nas células do SRE é 
observado.

• Nos preparados corados pelo H&E, os 
microrganismos aparecem com halo claro 
ao seu redor.



Sangue periférico - Wright



reversão

BHI          S            S             S       

ML gema 37ºC



Micromorfologia

• A análise da cultura na fase 
filamentosa observa-se hifas 
delicadas, septadas, 
macroconídios lisos ou 
equinulados, microconídios 
lisos.

• Na fase leveduriforme pode ser 
observado brotamentamento, 
o que raramente se observa 
nos tecidos.

Microcultivo



59

Sensibilidade do método

• Cultura
• Autolimitada   15%
• Pulmonar crônica  85%
• Disseminada   85%

• Imunodifusão

• Autolimitada    75%
• Pulmonar crônica  ~100%
• Disseminada   63%



Imunodiagnóstico em histoplasma
pesquisa de antígeno

Prova Amostra clínica Sensibilidade/Especificidade
ELISA

MiraVista Diagnóstico (EUA)
Urina 40-90/95*

ELISA
CDC-CIB

Urina 85/96**
Pacientes com HIV/AIDS

Histoplasma EIA Test Kit
(IMMY, EUA)

Urina 91/99***

*     Clin. Vacc. Immunol. 14: 1587-1591
**   Clin. Vacc. Immunol: 21:1364-1368
*** Clin. Infec. Dis. 53:448-454 



Diagnóstico laboratorial em pacientes AIDS

• Pesquisa de antígeno é muito importante
• Resultado falso positivo para galactomanana de  Aspergillus spp

• Identificação de leveduras em fagócitos no tecido

• Técnicas moleculares como PCR

• Técnicas sorológicas frequentemente negativas

• CULTURA


