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RESUMO

Introdugao: O método classico para o diagnéstico de micoses é realizado pelo Exame
Micoldgico Direto (EMD) e cultural, que possibilita a visualizagéo de estruturas fungicas
vegetativas e estruturas reprodutivas, respectivamente. Essa combinagao é fundamental
para reduzir possiveis erros analiticos e aumentar a precisdo do diagndéstico.

Métodos: Com a finalidade de verificar a frequéncia do EMD e cultural, e comparar
seus parametros de sensibilidade e especificidade, realizamos uma analise retrospectiva
entre janeiro de 2018 e maio de 2020, de 1603 laudos micoldgicos oriundos de um
laboratdrio de analises clinicas, localizado em Porto Alegre.

Resultados: Apds a analise dos laudos observamos que a maioria dos casos apresentaram
o0 EMD negativo com cultura positiva (36,24%). Na sequéncia, 30,87% dos casos foram
de amostras negativas e 25,57% dos laudos foram positivos para ambos os exames.
A minoria dos casos (7,29%) apresentou o EMD positivo com cultura negativa.

Conclusao: Esta andlise revelou que o exame cultural € mais sensivel e especifico,
demonstrando uma maior confiabilidade no diagndstico. Entretanto, vale ressaltar
que a realizagdo dos exames em conjunto, além de reduzir possiveis erros analiticos,
proporciona um diagndéstico melhor fundamentado.
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ABSTRACT

Introduction: The classic method for the diagnosis of mycoses is performed by both
direct mycological examination (DME) and culture, which allow the visualization of
vegetative and reproductive fungal structures, respectively. This combination is essential
to reduce possible analytical errors and increase the accuracy of the diagnosis.

Methods: To assess the frequency of DME and culture, and compare their parameters
of sensitivity and specificity, we performed a retrospective analysis of 1603 mycological
reports produced between January 2018 and May 2020 in a clinical analysis laboratory
in Porto Alegre, southern Brazil.

Results: After analyzing the reports, we observed that most cases presented
a negative DME and a positive culture (36.24%). Subsequently, 30.87% of the cases
were negative for both tests, and 25.57% were positive for both tests. The minority
of cases (7.29%) presented a positive DME and a negative culture.

Conclusion: Our analysis revealed that cultural examination is more sensitive and
specific, showing greater reliability in the diagnosis. However, it is noteworthy that
performing the tests together, in addition to reducing possible analytical errors, provides
a more consistent diagnosis.
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INTRODUGAO

Aprescri¢cao do exame micoldgico é fundamental para
confirmar o diagndstico de uma micose, mas também
para precisamente identificar o agente patogénico,
auxiliando assim na decisdo de um tratamento com
o antifingico mais adequado. E cosenso mundial que
um exame micoldgico bem conduzido permite orientar
a precisa conduta clinica, ja que um resultado negativo
o redireciona para outras patologias’.

A combinagéo do exame micolégico direto (EMD)
com a cultura continua sendo o método tradicional
de diagnéstico, pois além de possuir um baixo custo,
ambos possuem particularidades que influenciam na
eficacia do exame?. Pelo EMD é possivel observar
as estruturas vegetativas dos fungos (parasitismo),
em contrapartida, através da cultura, podemos analisar
as estruturas reprodutivas, que sao essenciais para a
correta identificagao®. A auséncia da cultura no exame
micolégico ndo permite a identificagdo da espécie
fungica, e pode ocasionar erros analiticos no exame.

Para salientar a importancia do exame cultural
no diagnéstico micolégico e verificar os possiveis
impactos gerados pela ndo realizagao desse exame,
foram analisados 1603 laudos provenientes do setor
de micologia de um laboratdrio de analises clinicas,
com o objetivo de comparar a concordancia entre
o EMD e o exame cultural, além dos parametros de
sensibilidade de especificidade das técnicas.

METODOS

Foi realizado um estudo transversal retrospectivo
num laboratério de analises clinicas localizado em
Porto Alegre, através da andlise de laudos dos exames
micoldgicos realizados entre janeiro de 2018 e maio
de 2020. A partir dos resultados obtidos, foi possivel
dividir as amostras em: EMD negativo com cultura
negativa, EMD positivo com cultura positiva, EMD
positivo com cultura negativa e EMD negativo com
cultura positiva. Como critério de inclusao, foram
selecionados os laudos que continham o EMD e
a cultura na requisi¢ao do clinico. Foram excluidos

os laudos com diagndstico de Malassezia sp.,
ja que esse fungo € identificado somente pelo EMD,
pois necessita de um método de cultura especifico
para o seu crescimento, o que poderia influenciar
nos nossos resultados.

Neste laboratério as amostras s&o coletadas e
enviadas ao setor de micologia para a realizagdo do
EMD e cultura. Parte da amostra é clarificada com
KOH 20% para posterior analise no microscopio
optico, onde é verificada a presenca ou auséncia
de estruturas fungicas (EMD). O exame cultural é
realizado pela inoculagdo do restante da amostra
em uma placa contendo Agar Batata Dextrose e
outra placa contendo Agar Sabouraud Dextrose
com Cloranfenicol, que vai permitir a identificagéo
do fungo. O periodo de incubagéo das amostras é
de até 21 dias a 25°C.

A andlise estatistica foi realizada pelo teste de
McNemar, em que o valor de p<0.01 foi considerado
significativo. O coeficiente de Kappa foi aplicado para
verificar o grau de concordancia entre as metodologias
(EMD e cultura). Os parametros de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo e negativo foram
acessados a partir da matriz 2x2 do EMD e cultural.

RESULTADOS

No periodo de janeiro de 2018 a maio de 2020
foram realizados 1603 exames micoldgicos que
apresentavam na requisicdo médica o pedido de
EMD e cultura. Os laudos revelaram que a maioria
dos casos apresentaram o EMD negativo com cultura
positiva (36,24%). Na sequéncia, 30,87% dos casos
foram de amostras negativas e 25,57% dos laudos
foram positivos para ambos os exames. A minoria
dos casos (7,29%) apresentou o EMD positivo com
cultura negativa (Tabela 1).

A relagao dos fungos que foram isolados nas
amostras de unha, pele, couro cabeludo, cabelo
e uretral estdo descritos na Tabela 2. Os fungos
foram identificados pela cultura positiva, aliada
ao EMD positivo ou negativo, com exceg¢ao de
Malassezia spp., identificada somente pelo EMD.

Tabela 1: Descrigdo dos laudos dos exames micolégicos realizados entre Janeiro de 2018 e Maio de 2020.

Ano
2018 2019 2020 Total N (%)
EMD Negativo/ Cultura negativa 210 236 54 495 (30,87)
EMD Positivo/ Cultura Positiva 146 227 37 410 (25,57)
EMD Positivo/ Cultura Negativa 11 101 5 117 (7,29)
EMD Negativo/ Cultura Positiva 316 166 99 581 (36,24)
Amostras 473 494 141 1603

EMD: Exame micoloégico direto.
(%) Porcentagem referente ao nimero total de laudos (1603).
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Tabela 2: Descrigdo dos fungos isolados em amostras de unha, pele, couro cabeludo, cabelo e uretral.

Amostra

Isolados Unha Pele Couro Cabelo Uretral
Cabeludo

A. pullulans 8 2

Acremonium spp. 3 2

Alternaria spp. 1

Bipolaris spp. 1

Candida spp. 164 25 1 3

Cladosporium spp. 1 1

Curvularia spp. 28 3

E. floccosum 1

Exophialla spp. 3

Fusarium spp. 79 5

Geotrichum candidum 2 1

Hortaea werneckii 1 1

Malassezia spp. 15 1

M. canis 1 3

Mucor spp. 3

N. gypsea 1

Rhizopus spp. 3

Rhizomucor spp. 2

Rhodotorula spp. 21 14 2

Scedosporium spp. 1 3

Scytalidium spp. 34 11 1

Trichophyton spp. 16 4

T. mentagrophytes 169 44 3 1

T. rubrum 148 35 2

T. schoenleinii 4 1

T. verrucosum 15 10

Trichosporon spp. 53 11 1

Dermatdfito/ levedura* 12 3

Dermatdfito/ filamentoso*® 9

Levedura/ filamentoso* 6

Fungo ambiental potencialmente patogénico 7 1

Total 796 192 15 1 3

*Coinfecgado; A. pullulans = Aureobasidium pullulans; E. floccosum = Epidermophyton floccosum; M. canis = Microsporum canis; N. gypsea =
Nannizzia gypsea; T. mentagrophytes = Trichophyton mentagrophytes; T. rubrum = Trichophyton rubrum; T. schoenleinii = Trichophyton

schoenleinii; T. verrucosum = Trichophyton verrucosum.

De acordo com os critérios apresentados por
McHugh?, o grau de concordancia entre o EMD e
cultural encontrado em nosso estudo foi fraco, com
valor de Kappa=0,196, o erro padréo do coeficiente
Kappa foi de 0,020, perfazendo um intervalo de
confianga 95% de 0,157 a 0,235. Os parametros
de sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo e negativo, para o EMD e cultural podem
ser visualizados na Tabela 3. Consideramos um
resultado falso positivo para o EMD, quando o mesmo
foi negativo e a cultura foi positiva. Para a cultura,

http://seer.ufrgs.br/hcpa

um resultado falso positivo foi considerado quando
foi observado crescimento de fungo ambiental
contaminante e EMD negativo.

Acomparacgéo entre as duas metodologias através
do teste de McNemar mostrou que o valor bicaudal foi
menor que 0,0001, pelos critérios convencionais essa
diferenca estatistica é considerada extremamente
significante. A equivaléncia Chi-quadrado foi de
307,119 com 1 grau de liberdade. A diferenga entre
as metodologias estudadas é significativa para um
valor de P<0.01.
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Tabela 3: Determinacéo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo negativo e positivo do EMD e cultura.

Método de diagnéstico Sensibilidade Especificidade VPP VPN
EMD 38,78% 81,04% 77,80% 43,59%
Cultura 89,44% 94,16% 96,97% 81,04%

EMD: Exame micolégico direto; VPP: Valor preditivo positivo; VPN: Valor preditivo negativo.

A sensibilidade é a probabilidade de um teste dar
positivo na presenga do agente etioldgico, isto é, avalia
a capacidade do teste detectar crescimento quando ele
deve ocorrer. Ja a especificidade é a probabilidade de
o teste dar negativo na auséncia do agente etioldgico,
ou seja, o teste se apresentar negativo quando ele
deve o ser. A partir dessas métricas podemos identificar
de melhor forma os exames realmente positivos e
negativos (especificidade e sensibilidade)®.

O valor preditivo positivo (VPP) é a proporgéo
de verdadeiros positivos entre todos os individuos
com exame positivo, enquanto o valor preditivo
negativo (VPN) é a proporgao de verdadeiros negativos
para todos os testes negativos. Dessa maneira,
quanto mais sensivel € um teste, maior o seu VPN,
e quanto mais especifico &€ o teste maior o VPP.
As curvas ROC (receiver operator characteristic curve)
sao uma forma de representar a relagéo, normalmente
antagonica, entre a sensibilidade e a especificidade de
um teste diagndstico quantitativo®.

DISCUSSAO

A diferenga significativa entre as metodologias
estudadas demonstra que a escolha do método de
diagnéstico influencia diretamente no resultado liberado
pelo analista. Contrariando achados na literatura que
apontam o EMD como mais relevante quando comparado
aos demais meios diagndsticos, nossos resultados
demonstram que ha maior confiabilidade quando é
utilizada a cultura do microrganismo de interesse.
O exame cultural sempre deve ser realizado em conjunto
com o EMD, pois além de reduzir os riscos de resultados
falso negativos, apresenta maior especificidade®’.
O grau de concordancia fraco entre os dois exames
observado na nossa investigagao foi inferior ao que
relatam algumas publicagbes®?, e esta relacionado
com as diferencas de sensibilidade entre as técnicas.
Observamos uma grande diferenga de sensibilidade
entre as metodologias, de quase 90% para a cultura e
40% para o EMD, contrapondo os achados na literatura
gue apontam o EMD como mais sensivel’®. No estudo
de Zanardi et al.’, a sensibilidade e a especificidade da
cultura, 84,6% e 100% respectivamente, foi semelhante
ao encontrado em nosso estudo. Em contrapartida,
o EMD apresentou sensibilidade elevada (100%),
divergindo novamente dos nossos achados.

Entre os 1603 laudos analisados, 1108 apresentaram
confirmagéo micologica, em sua maioria através do
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exame cultural. Observamos que 581 amostras poderiam
ter sido laudadas erroneamente como negativas,
caso a cultura ndo fosse realizada. Weinberg et al.®
relata que o EMD possui uma porcentagem de falsos
negativos que varia entre 5 e 15%, provavelmente
pela dificuldade de visualizagdo das células fungicas
dispersas nalamina, sendo que nosso estudo revelou
uma porcentagem superior a 50%. Além da habilidade do
analista, a qualidade da amostra influencia diretamente
no resultado do EMD e do exame cultural, como
amostras insuficientes ou coletadas distalmente ao
crescimento fungico®1°.

Um laudo micolégico negativo pode ser
erroneamente confundido com um falso negativo,
0 que gera descredito no clinico. Para minimizar esse
risco, Meireles et al." sugerem que trés amostras
consecutivas sejam coletadas em intervalos de
2 a 5 dias, aumentando dessa forma a precisdo do
diagndstico. A distribuigéo irregular dos fungos em
lesbes, ou amostras com extrema queratinizagéo
— como em casos de onicomicose — que dificultam
a coleta, também podem gerar uma diminui¢éo ou até
mesmo auséncia de esporos fungicos na amostra',
contribuindo para um resultado erréneo.

Levantamentos recentes baseados em laudos
micoldgicos sao fundamentais para evidenciar
a importancia do exame micoldgico classico, composto
pelo EMD e cultural, ambos com as suas particularidades.
Exames que possuem elevada sensibilidade sao
bons indicadores, e funcionam bem para testes de
triagem quando queremos afastar um diagndstico, ja
0s exames especificos sdo confirmatorios, e esses
dois parametros observados em nosso estudo para
0 exame cultural apontam a sua relevancia para um
diagndstico mais fidedigno.

Em nosso estudo o0 exame cultural apresentou maior
sensibilidade e especificidade, e quando aliado ao
EMD torna-se uma potente ferramenta de diagnéstico.
A experiéncia do analista e a qualidade da amostra
sao fatores que podem influenciar no resultado dessas
técnicas. Somente através da cultura é possivel identificar
precisamente o agente patogénico a nivel de espécie.
Arealizagdo destes exames em conjunto proporciona
um resultado fidedigno, minimizando possiveis erros
analiticos, como a ocorréncia de falso negativos.
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