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RESUMO: Os fungos sdo organismos com papel vital no ecossistema e também de grande
influéncia para os seres humanos, como a producdo de fermentos, medicamentos (penicilina)
e outros que se destacam pela sua capacidade infecciosa. Varios métodos de identificacdo de
fungos foram pesquisados e encontrados na literatura, como o MALDI-TOF, microcultivo em
laminas, placas em meio diferencial, em tubos com agar sabouraud, entre outros. Portanto,
esse estudo tem o objetivo de buscar na literatura diversos métodos identificagdo de fungos.
Portanto, foi realizada uma revisao de literatura em dois bancos de dados Pubmed e Scopus,
coletados um total 1300 artigos e selecionamos 100 artigos, apos a aplicacdo de critérios para
a incluséo dos estudos obtivemos um total de sete artigos, sendo 93 artigos excluidos. Neste
estudo evidenciou-se que as metodologias PCR, imunofluorescéncia, cultura de fungo como
0s mais utilizados em universidades, pois, apresentam um custo baixo em relacdo as outras
metodologias abordadas.
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1 INTRODUCAO

Estima-se, que os fungos surgiram a 900 milhdes a 1 bilhdo de anos atras, eles se
deslocaram dos oceanos para terra firme em simbiose com a vegetagdo e preservaram sua
relagdo como hospedeiro. Esses fungos pioneiros eram organismos aquaticos, possuiam
flagelos, o que facilitou sua mobilidade. Em 1928, Alexander Fleming, bacteriologista,
desenvolveu uma pesquisa com estafilococos e descobriu acidentalmente a penicilina
(REDMAN et al., 2022).

Por serem decompositores, no ecossistema, os fungos tém um papel fundamental na
decomposicdo de alimentos e vegetais, na producdo de alimentos e bebidas, na industria
farmacéutica, na biodegradacdo e biotransformacdo. Além de garantirem o equilibrio

ambiental, ao degradar toxinas e auxiliar no crescimento de plantas (ABREU et al., 2015).
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Os fungos sdo organismos microscopicos unicelulares ou multicelulares eucariontes,
formados a partir de um Unico tipo de célula, ou por variados tipos de células, formando hifas
septadas ou pseudohifas. Dentre milhares de espécies descritas, algumas sdo patdgenos aos
seres humanos, como: Candida spp , Aspergillus spp, Cryptococcus neoformans, e
representam o grupo das espécies de maior significancia clinica (SRIKANTA et al., 2014; DE
OLIVEIRA et al., 2015; KOHLER et al., 2017; TOYOTOME et al., 2019; DU H et al.,
2020).

A cultura é o método de semear microrganismos em algum meio. Pode ser por
microcultivo em laminas, microcultivo em placa em meio diferencial, caracterizado pela
diferenca de coloragdo do microorganismo, e o microcultivo em tubo com &gar sabouraud,
gue possui todos 0s nutrientes necessarios para o crescimento dos microrganismos em
laboratério (NURFARAHIN et al., 2018; ABOUTALEBIAN et al., 2021).

No cultivo de fungos é possivel observar morfologias macroscopicas, que podem
servir como triagem de diferenciagdo dos tipos de fungo cultivados, bem como col6nias lisas
e cremosas com aspecto leitoso, caracteristico da Candida spp. Outro exemplo sdo as col6nias
mais higidas, com aspecto de bolor ou esporos, geralmente, caracteristico de Aspergillus spp (
DU H et al., 2020).

Portanto, esse estudo tem como objetivo buscar na literatura diversos métodos de
identificacdo de fungos.

2 METODOLOGIA

Para acessar a literatura foi adotado o critério de pesquisa utilizando as palavras
chaves: Identification OR Cultivation And “Fungus”. Para a selecdo dos artigos foi realizada
uma busca em janeiro/2022 na base de dados com periddicos indexados SCOPUS, NCBI
(National Center for Biotechnology Information).

Assim, foram selecionados todos os artigos publicados de 2014 a 2022. A partir dos
artigos obtidos, foi realizada uma varredura para verificar se todos os trabalhos estavam
relacionados com as palavras chaves da busca, 0s que ndo estavam relacionados com pelo
menos uma associacao das palavras chaves abordadas, foram descartados desse estudo. Apos
a filtragem, todas as publicacGes levantadas foram listadas com o titulo, ano da publicag&o,
metodologia e a categoria de contribuicdo cientifica de cada documento.



3 DISCUSSOES, RESULTADOS E/OU ANALISE DE DADOS

Durante a etapa de busca pelos artigos nos bancos de dados Pubmed foram
encontrados um total de 800 artigos, na e Scopus 500 artigos. Desses artigos 100, foram
selecionados, de acordo com o titulo e resumo que atenderam o tema da pesquisa. E foram
excluidos 80 artigos, porque ndo preencheram os critérios de inclusdo. Dos 20 artigos, apenas
0S mais expressivos e com as melhores metodologias de identificacdo, resultou um total sete
artigos (CEOXATTO et al., 2012; ABOUTALEBIA et al., 2021; JILLWIN et al., 2021). No
Quadro 1, reuniu-se as principais técnicas de identificacdo flngica e descreveu suas vantagens
e desvantagens.



Quadro 1 - Descrigéo de diferentes metodologias para identificacdo de fungos

AUTOR/ANO METODOLOGIA VANTAGENS DESVANTAGENS

Croxatto, Espectrometria de E adequado para identificacdo | Equipamento caro,

2012 massa de tempo de voo | microbiana rapida e de alto demanda mé&o de obra
com ionizacao por rendimento a baixo custo e é especializada, é utilizado
dessorgdo assistida por | uma alternativa para sistemas | para altas demandas de
matriz (MALDI-TOF convencionais de identificacdo | testes/dia.

MS) bioquimica e molecular de
laboratdrio.
Jillwin, identificacdo molecular | Baixo custo equipamento, Baixa sensibilidade,
2021 de fungos fixados em baixo tempo de resposta e amostras sensiveis com

formalina e incluidos
em parafina (FFPE)

rapida fluidez do teste.

necessidade de extracdo
de DNA.

Aboutalebian, 2021

Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR)

Proporciona a melhor
possibilidade de deteccdo de
pequenos nimeros de
genomas microbianos em
amostras frescas,
particularmente para tecidos
com cultura negativa ou
patdgenos de crescimento
lento, sensibilidade alta pouca
amostra relativa e alta
confiabilidade.

Kits de alto custo, A
execucdo em série de um
ensaio de PCR separado
€omo uso rotineiro para a
detec¢do de patdgenos
individuais é trabalhoso,
demorado e caro,
principalmente se varios
painéis de agentes
causadores potenciais
devem ser testados.

Chotiprasitsakul,
2020

Imunofluorescéncia

Alta especificidade e é
relativamente acessivel.

Baixa sensibilidade,
tempo analitico lento e
apresenta riscos de falso
positivo/negativo.

Burnham-Marushich,
2018

Imuno detecgdo de
antigenos fangicos

E um teste rapido, sensivel e
especifico tanto na pesquisa
do antigeno como no seu
subproduto tdxico.

E um teste de alto custo,
demanda tempo com
risco de falso negativo
para determinados
géneros de fungos.

Abdallah, Cultura Especifico e sensivel para a Tempo analitico
2020 identificacdo flngica, e ideal demorado em relacdo aos
para identificacdo morfologica | demais testes,
macroscopica e de baixo inespecifico em relagéo a
custo. espécie (microscopia),
sendo necessarios outros
testes para confirmacao.
Zatti, Técnicas de Acessivel, sensivel, Demanda tempo e é
2020 amplificagdo especifico, facil de usar, necessario mao de obra

isotérmica de acidos
nucleicos

rapido, robusto, livre de
equipamentos e entregue ao
usuario final, cumprindo todos
0S requisitos.

especializada.

Petr Hamal et al. (2022) abordam que a identificacdo dos fungos filamentosos, baseia-

se em caracteristicas morfoldgicas, disponiveis nos laboratdrios e é a abordagem mais usada

nos laboratdrios de micologia clinica.

Segundo Jacyr Pasternak et al. (2012), o método MALD-TOF ¢é uma aplicacdo de

espectromia de massa a microbiologia, € um material que € colocado em uma placa com

matriz e bombardeia e o evapora com um laser.




Joseph Jillwin et al. (2021) ressaltam que o exame histopatologico (HPE) do tecido
age diretamente na ajuda do diagnostico de infec¢bes fangicas invasivas (IFI’s), mas tem
resultados negativos para identificacdo de fungos do nivel de género e espécie.

Gap Statement. D LIU et al. (2020) em sua obra, afirma que os procedimentos
laboratoriais, convencionais que identificam dermatofitos, sdo lentos e tem caréncia de
especificidade, e passa ser necessario métodos melhores de diagnostico. Com isso, a aplicacao
da tecnologia de amplificacdo de acidos nucleicos possibilita uma identificacdo mais precisa e
rapida de dermatdfitos.

Fungos filamentosos foi uma importante descoberta da indUstria, para a sade humana.
Estes fungos em seus ambientes naturais de formagdo sdo muito varidveis, o que reflete os
varios métodos desenvolvidos para seu cultivo e isolamento. Geralmente, a cultura dos fungos
nos laboratorios é feita em placas de agar. No entanto, varias técnicas de isolamento de célula
Unica, incluindo diluicdo, micromanipulacdo, citometria de fluxo, microfluidica e
compartimentalizacdo, foram desenvolvidas. Essas técnicas podem ser usadas para cultivar
microrganismos e avaliar e monitorar a fisiologia, e a funcdo celular, com isso rastrear novos
produtos microbioldgicos (NEVALAINEN et al., 2014).

Vaérias outras técnicas, como coloracédo viavel, hibridizacao in situ e aquelas que usam
proteinas de autofluorescéncia, sédo frequentemente combinadas com essas técnicas de
isolamento de célula Unica, dependendo do objetivo do estudo (NEVALAINEN et al., 2014).

Na area diagnostica, o PCR é atualmente o mais confiavel e sensivel, embora seja de
alto custo, porém o mais utilizo para diferenciar ou detectar a presenca de fungos, como
ensaios moleculares. A identificacdo molecular de fungos fixados em formalina e incluidos
em parafina (FFPE), a espectrometria de massa de tempo de voo com ionizacao por dessor¢do
assistida por matriz (MALDI-TOF MS) sdo menos utilizadas na area da docéncia, porque a
técnica de cultivo de fungos em meio & cultura tem uma melhor relacdo custo/beneficio
(ABOUTALEBIA et al., 2021; JILLWIN et al., 2021; CEOXATTO et al.,2020) (Gréfico 1).

No entanto, para muitos clinicos, quando se faz uma associacdo de custo/beneficio
para um paciente que necessita de um tratamento eficaz e rapido (NEVALAINEN et al.,
2014). E levada em consideracio a capacidade de um teste realizar a deteccdo necessaria,
tempo e custo onde tais caracteristicas estdo associadas aos testes Cultura, PCR e

Imunofluorescéncia (Graficos 2, 3 e 4).



Gréfico 1 - Relacdo grafica em associacdo das metodologias mais

utilizadas em pesquisa e em diagndstico

Associacao das metodologias mais
utilizadas
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Fonte: autoria propria.

Gréafico 2 - Relagcdo Risco/Beneficio (valores a nivel de

associacao, ndo séo analitico)

Cultura
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Fonte: autoria propria.

Gréafico 3 - Relacdo Risco/Beneficio (valores a nivel de

associacao, nao sao analitico)

PCR
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Fonte: autoria prdpria.



Gréfico 4 - Relacdo Risco/Beneficio (valores a nivel de

associacao, ndo sdo analitico)

Imunofluorescéncia

B Tempo M Capacidade de deteccdo Custo M Risco/Beneficio (Média)

Fonte: autoria propria.

4 CONCLUSOES

Por conseguinte, os dados observados e relatos de artigos encontrados na literatura,
relacionam as metodologias MALDI-TOF MS, PCR, imunofluorescéncia, cultura,
amplificacdo isotérmica de acidos nucleicos como os mais utilizados na identificacdo de
fungos em pesquisa e diagnostico, pois séo testes precisos e especificos, fazendo com que o
diagnostico se torne mais fidedigno. No entanto evidenciou-se que as metodologias PCR,
imunofluorescéncia, cultura de fungos como o0s principais e mais utilizados em centro
universitarios para fins didaticos, uma vez que apresentam um custo baixo em relacdo a outras

metodologias abordadas.
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