A biologia molecular como ferramenta para identificacao

fangica em amostras de tecido

s avangos tecnologicos e metodoldgicos

dos ultimos tempos tém ampliado a

utilizagdo da biologia molecular como
resposta a demanda de diagndsticos de infec¢oes
fingicas, em situagdes de resultados discrepantes
em exames histopatoldgicos'. Pode-se enumerar
diversas dificuldades encontradas na identificagdo
pelo exame histopatologico, como: quantidade
limitada de tecido obtido na bidpsia, auséncia
de estruturas caracteristicas de género ou,
ainda, de respostas teciduais inespecificas e, por
fim, alteragdo morfolégica dos agentes fungicos
durante processamento histoldégico da amostra ou
por acao de medicagdo antifingica”. Quanto ao
aspecto morfolégico podemos citar, como exemplo,
Cryptococcus spp. e Paracoccidioides spp., que dada
a variabilidade de tamanho celular, podem ser
confundidos com outros géneros fingicos”.

No wuso de coloragoes diferenciais, ha
limitagdes do diagnostico de infecgao por fungos
melanizados, denominados demaceos que nao podem
ser distinguidos em género, por corantes usuais em
histologia, como ocorre em muitos fungos hialinos.
Alguns fungos demadceos podem apresentar pouca
melanina e, assim, a coloragio de Fontana-Masson
¢ necessaria para destacar esse pigmento. Contudo,
recomenda-se precau¢do ao interpretar este exame,
uma vez que, alguns géneros, como Aspergillus spp.
e alguns Mucorales também podem se apresentar
com a colora¢ao castanho-amaronzada®.

Outra problematica no exame histopatoldogico
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¢ a co-infeccao por diferentes microrganismos,
sendo nesses casos, a complementagio com o
isolamento dos distintos agentes podera esclarecer o
diagndstico. A cultura do agente em meios sintéticos,
nunca deve ser negligenciado, especialmente em se
tratando de infeccdes oportunistas. E importante
ressaltar que a cultura é considerada o padrao-ouro
no diagnoéstico da infecgdo flngica, porém, o sucesso
do isolamento e a correta identificagdo de um fungo,
tanto na cultura como no exame histopatologico,
bem como avaliagio de sua importancia clinica
dependem de varios fatores, como a coleta adequada
do espécime clinico e o correto processamento do
material no laboratério®.

Devido a essas variaveis, um nimero crescente
de técnicas moleculares, mais sensiveis para o
diagndstico de infecgdes fungicas, tem sido
desenvolvidas nos ultimos anos. A Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) é uma das técnicas
mais empregadas, podendo ser realizada em sangue
periférico, fluidos corporais incluindo aqueles
obtidos por puncgio e, tecidos in natura ou fixados em
formalina e embebidos em parafina®. Outra técnica
molecular que pode ser empregada ¢ a hibridizacdo
in situ, que utiliza sondas de dacidos nucleicos
especificos para detectar a presenca de fungos,
diretamente no tecido, preservando a morfologia do
agente e a rea¢do do tecido ao organismo’. As sondas
comumente utilizadas identificam o género do fungo.
Algumas sondas apresentam boa sensibilidade para
os géneros Blastomyces, Coccidioides, Cryptococcus,
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Sporothrix, Pneumocystis, Candida, Fusarium, e
Pseudallescheria”®*'°. A hibridizagdo deve ser realizada
nos casos em que os elementos fungicos ja foram
demonstrados nas coloragdes histopatoldgicas de
rotina®>°,

Os painéis de sondas e primers para os testes
moleculares devem ser construidos levando em conta
tecido e tipo hospedeiro. Apesar de ser mais caro,
0 uso de painéis permitird a deteccdo de infecgbes
simples e co-infecgoes, além de diagndstico mais
preciso, importante para o tratamento adequado do
paciente. Com o aumento de casos avaliados pela
metodologia de PCR, tornou-se evidente que as
infecgdes por multiplos agentes fiingicos sdo bastante
frequentes'.

Apesar dos avangos nas técnicas moleculares,
adversidades como a quantidade limitada de tecido
e microrganismos na biopsia, bem como a presenca
de determinadas substdncias no processamento
histolégico que inibem as reagdes moleculares,
continuam a representar obstaculos significativos
para um diagnostico definitivo.
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