40

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL MICOZELOR

40.1. DATE GENERALE

40.1.1. O minidefinitie

Fungii (lat. fungus = ciupercd) sau micetele (gr. mykes = ciuperca) sunt organisme
multinucleate, cu nuclee de tip eucariot dispersafi Iatr-un cenocit (gr. koinos = comun,
masi citoplasmicid continui, multinucleata) miceliat lipsit d¢ pigmenti fotosintetici,
delimitat de o membrana bogat3 in steroli $i acoperit cu un perete celular polizaharidic
(hemiceluloze, chitina).

40.1.2. Repere taxonomice

Alituri de bine cunoscutele ciuperci, fungii reunesc §i microorganisme: mucegaiurile
st levurile.

Clasificarea si identificarea fungilor sc¢ bazeaza in principal pc morfologia si modul
lor de reproducere. Activilatea biochimica este studiatd mai ales pentru identificarea
levurilor.

40.1.2.1. Morfologia fungilor microscopici

Mucegaiurile sunt constituite din filamente ramificate numitc hife. Cele mai multe
mucegaiurt au hife septate prin pereti transversali. Fragmentarea hifelor in lang de cclule
estc numai aparentd, peniru ci, septurile fiind perforate, intregul organism ramane un
cenocit, Prin crestere si ramificare hifele se intrejes intr-un miceliu (figura 40). Miceliul
¢ constituit din doud parti: miceliul vegetativ, care creste in substratul de unde absoarbe
substante nutritive, si miceliul aerian, care creste erect deasupra substratului si produce
organe de fructificare purtdtoare de spori caracteristici. Diametrul hifelor variaza, in functic
de specie, intre 1—2 si 10—20 xm, iar lungimea lor variaza larg, in functie de condigiile
cresterii, Coloniile mucegaiurilor sunt mase miceliene pasloase, pufoase, care, dupid dez-
voltarea sporilor, se pot pigmenta.

In ciuda aspectului microscopic asemanator, mucegaiurile nu sunt inrudite cu ac-
tinomicetele (vezi capitolul 41), care sunt bacterii grampozitive filamentoase, pstudo-
miceliale, cu siructurz celulari si sensibilitate la diferite antibiotice.

Levurile sunt celule ovale sau rotunde cu dimensiuni medii de 2,5—6 um. Prin
inmugurire formeaza celule fiice, care, cand se alungesc si raman inlinguite, pot lua aspect
de pseudohife (figura 40.2). Pe medii de culturd formeazi colonii opace, cremoase.
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Fig. 40.1 Miceliu cu hife septate {a); detaliu marit al hifei din cartug (&)

Fig. 40.2. O levura, Candida albicans, in depozitul membranos de la un pacient cu margaritirel (1000X). Observati
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Fig. 40.3. Formarea uaui zigospor

de pseudohife (figura 40.2). Pe medii de culturi formeazi colonii opace, cremoase.

Fungii dimorfi in fesuturile gazdei sau in culturi incubate la 37°C sc dezvolts ca
levuri (faza tisulard sau parazitara), iar in culturi incubate la 20—26°C sau in sol au
dezvoltare miceliand ( faza saprofitd). Unit fungi patogeni sunit fungi dimorfi; pentru iden-
tificarea lor este esential s3 demonstrim conversia de la o faza la alta.
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Fig. 40.4. Formarea ascosporilor: — stadii succesive ale conjugd~
rii si formarii ascosporilor ta o tevurd; in flnal a aparut o asci cu
4 ascospori; b — ascd malura cu 8 ascospori 1a un fung filamentos

Fig. 40.3. Formarea bazidiosporilor: @ — bazidivm imatur cu
nuclee sporale .n migrare; & — bazidiospori maturi inmugurifi pe

suprafata unui bazidium

Fig. 40.6- Candida albicans: a — celtule levurice cu blastospori;

o — pseudohife cu blasiospori si chlamidospori
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40.1.2.2. Reproducerea
fungilor

Reproducerea fungilor se face
sexuat §i asexuat. La fungii imper-
fectt inmuliirea sexuatd nu a fost
(incad) demonsiraia. In ambele
forme de inmultire a fungilor
sperularea joaca un rol important,
Spre deosebire de endosporii bac-
tericni (cu funcjie de rezistenta
numai), sporii fungici sunt forme de
inmuljire, propagare $i, numai unii
dintre ei, de rezistenta.

Reproducerea sexuata. Sporii
sexuati se produc prin fuzionarea a
dona hife sau levari, urmatd de
meiozd. Fungii cu interes medical
produc trei tipuri de spori sexuafi:
zigospori, ascospori §i bazidiospori.

Zigosporii sunt produsi de
zigomicete. varfurile a doui hife
vecine fuzioneaza si formeazia spori
mari cu perete gros (figura 40.3).

Ascosporii sunt produsi de
ascomicete: fuziunea a doud celule
duce la formarea unui organ
specializat, numit uscd, in care se
formeazd 4—8 ascospori (figura
40.4).

Bazidiosporii sunt produsi de
bazidiomicete: fuziunea celulelor
duce la formarea unui organ ma-
ciucat, numit dazidium, unde se
formeaza 4 nuclee care migreaza si
inmuguresc pe suprafaja organului
pentiru  a forma tot atltia
bazidiospori (figura 40.5).

Inmultireca prin simpla frag-
mentare a hifelor nu prezintad im-
portanjd pentru clasificarea fun-
gilor.

Reproducerca asexuatd.
Sporii asexuaii apar direct din celule
hifale sau levurice (blastosporit,
chlamidosporii si artrosporii) sau in
organe specializate de fruciificare



(sporangiospori, conidii).

Blastosporii apar prin
inmugurirea levurilor, a unui pseudo-
miceliv sau miceliu (figura 40.6,q).
Separati de celula parentala, se dez-
volta de sine statator.

Chlamidosporii  suni  spori
rezisienti cu perete gros, formati prin
cresterea s§i rotunjirea unor celule
hifale (.hg"!ra 40.6,5). Chlamidosporii Fig. 40.7. Miceliu septat. Prin segmentarea hifelor apar artrospori
supraviefuiesc  dupd ce  restul ¢y perete gros, alterndnd cu celule goule
miceliului moare $i se dezintegreaza,

Artrosporii sunt spori rezistenii
cu percte gros si aspect cilindric sau in butoi, formaii prin
segmentarca si dezarticularea in celule separate a unui fila- s ,
ment dintr-un miceliv septat (figura 40.7). 1 o

Sporangiosporii se formeazd in interiorul unui sac,
numit sporangiu, purtat in varful unui filament septat, numit
sporangiofor (figura 40.8).

Conidiile sunt spori asexuali formati pe conidiofori.
Unele sunt mici, microconidiile, unicelulare, rotunde, elip-
tice sau piriforme, sesile sau pedunculate, Altele sunt mari,
macroconidile, obignuit septate, miciucaic sau piriforme
(figurile 40.16, 40.20, 40.22),

Sporii sexuati ai fungilor si, dintre sporii asexuati,
chlamidosporii §i artrosporii suni rezistenti la conditii ad- A
verse de mediu.

Aslfcl“pe bazq mecanismutui $i @pet.:telo;‘ morfolognge Fig. 40.8. Rhusopus. un zigomicel.
ale sporularii de refinut supt patru diviziuni cu interes medi-  QObservati  sporangioforul  cu
cal alc regnului Fungi': Ascomycota, Basidiomycota, sporangiu i sporangiospori
Zygomycota si Deuteromycota (vezi tabelul 40.1). Diviziunea
Deuteromycota, care reunesie fungii imperfecti, nu este o
grupare filogeneticd naturala, ci una arltificiala.

40.1.3. Habitat

Fungii sunt organisme saprofite larg raspandifc in naturd, unde ii gasim in sol, in
materialele biodegradabile (vegetale, furajc, cereale, lemn, dejecte), pe invelisurile omului
51 animalelor, Specii de Candida sunt normal gizduite in gurd, orofaringe, colon, vagin.
Unii fungi dermatofiti sunt antropofili, dar specii zoofilc sau geofile pot infecta ocazional
omui.

Dintre miile de specii ale fungilor numai cca 100 determing imbolnaviri (tabelul 40.1).

tn nomenciawra fungilor sufixele -mycota desemneazi diviziunea, -ntycotina subdiviziunca, -myceres clasa,
-mycetidae subclasa, -ales ordinul, -aceae familia.
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Yabelul 40.f. Fungi microscopici cu important3 medical3: taxonomia, infectii determinate
si diagnosticul lor

Diviziuni Infecyii determinate/ Prelevate indicate Izolare-identificare Diag-
genuri/specii factori predispozangi nostic
sero
logic
Ascomycotina
Sac- Levur utilizate in: panificatie, fab- |Exsudat de la nivelul |Geloza-singe sau _—
charomyces  |ricarea berei. La diabetici poate  |mucoasei lezate; urind |Sabouraud + antibiotice.
determina: margaritirel, vulvova- Levuri inmugurite. For-
ginite, coloniziri §i infectii urinare meazi asce cu 4 ascospori
Microsporum |Infectii primare contagioase Scvame epidermice, Geloza Sabouraud + —
( Nannizzia®) |favorizate de promiscuitate gt de  [fire de pdr, raclat de  |antibiotice.
Trichophyton ilipsa igienei corporale, Fungt pe unghii Caractere de culturj si
( Arthroder- jcheratolitici. Infecteazd: epiderma microscopice
ma*) (inclusiv stratul granulos), parul
(inclusiv foliculul pilos). Tricofifia
unghiilor
BJff.'.s!‘o.ﬂ't,'m:'es2 Infectii primare pulmonare cu dis- |Spuia, puroi; singe, |Gelozi-sdnge si 1D,
( Ajel- eminare hematogena. Alte porti de |maduvd osoasi Sabouraud + antibiotice®; |RFC
lomyces*®) intrare (e. g. cutanald) rar implicate incubare ja 25° i 37°C.
Mediu difazic
Histoplasma® Morfologia formei levurice | RFC,
{ Emmonsiel- si filamentoase. Inductia D,
la*} formei levurice CIE,
LA,
idr.
Emericella Eumicetoame consecutive plagilor |Purai, probe tisulare {Geloza Sabouraud + -~
infepate cu agchii de lemn sau spini| bioptice antibiotice”
Petrielidium Caractere de cultur} §i
microscopice
Basidiomycotina
Cryptococcus |Infectil mai frecvent puimonare, Sputa, puroi, Geloza-sdnge §i AT,
neoformans, |aparente sau inaparente; disemi- |1. C. R., exsudate Sabouraud + antibiotice’, [LA IFI
nari hematogene: meningite, ab- Caraclere microscopice yi
cese. Ocazional, cheratite §i de culturd, Producere de
uretrite. fenoloxidaza
{ Filobasidiel~ |Factorl predispozanti: neoplasme,
la neofor- leucemii, teraple imunosupresivi
mans*) sau -depresiva, infecfia cu HIV,
‘Traumatisme corneenc; uretrite
postgonacocice
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Tabeiul 40.f( Continuare)

Zygomycotina
Mucorales:  |Mucormicoze. Infecyii acute, Probe tisulare bioptice [Geloza §abouraud +an- |ID
n Absidia, necrotice, rapid mortale: nas, sau necroptice tibiotice”. Caractere de
=» Mucor, sinusuri, orbitd, sistem nervos culturd st microscopice
n Rhisopus central; gastrointestinale, vas-
culare; infectii cutanate prin ban-
daje contaminate. Factori
predispozani: leucemie, acidozi
diabetica, denutrifie, cor-
ticolerapie, plagi, arsuri
Entomoph-  |Entomoftoromicoze: la copilul mic |Probe tisulare Gelozi Sa;:ouraud + iD
thorales: infectii subcutanate ale membrelor; |bioptice sau necroptice |antibiotice™. Caractere de
» Basidiobolus|la adult infecjii nazale. Factorl culturd §i microscopice
= Conidiobo- (predispozan(i: vezi la mucormicoze
lus
Deuteromycotina
Blastomy- infecfii localtzate la gazda imuno- |Scuame, raclawl un- | Gelozii-singe sau s 1D,
cetidae reactivd: tegument, unghii, ghiilor; exsudate, urini!Sabourand + antbiotice™. [CIE,
{levuri mucoase, infectii urinare; Bulion. Levuri. 1A
imperfecte) cheratite. Factor! favorizanyi:
diabet, tratament cu antibiotice,
contraceptive orale, sarcini
Candida Infectii sisterice: endocardite, Sange, .. C. R. C.albicans se identifica
meninglte etc. la gazda tmuno- {probe repetate); prin testul de filamentare
compromis#t (infectia cu HIV, asplrate bronsice in ser i formare d¢
neoplazii, leucemie, corticoterapie, |necontaminale chlamidospori. Pentru alie
tratament citotoxic) specil cste necesard
auxanggrama
Malassezia Pitlriazis verzicolor, 0 micoz3 Scuame cpidermice Geloza Sabouraud + —
furfur cutanatd superficiali. Factori cicloheximidd sub strat d¢
predispozani: transpirafie cxcesivi ulei de masiine, Levuri cu
blastospori. Unele
filamenteazd
Hyphomycetidae
Coccidivides® Infectii primare pulmonare cu dis- |Spuia, purol Geloza-sange si PT,
Paracoc- eminare hematogend. Alte poril de Sabouraud + antibiotice’  [ID,
cidioides intrare (e.g. culanaid) rar implicate cu incubare la 25 yi 37°C. |RFC,
Morfologia formei levurice (LA,
si filamentoase; idr.
patogenitate experimentald |iD,
CIE,
RFC
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Tabelul 40.1{ Continuare)

Epider- Fung cheraiolitic. Infecteaza Scuame epidermice, Gelozd Sabouraud + —_
mophyton epiderma si unghiile. Infeclii raclatul unghiilor antiblotice. Caractere de
primare, contagioase, favorizate culturd $i microscopice
de promiscuilate §i lipsa igienei
corporale
Aspergilfus‘ Sengibilizani prin contact, in- Sputl, probe tisulare |Geloza Sab30uraud + ID,
{mai frecvent |halare, ingestia de spori, hife §i bioplice sau necroptice [antibiotice °. Caraciere de [CIE,
A flavus) metabolifi ai fungului (e. g. rinite, culturd §i microscopice RFC

astm, paeumonite).

Infecsii cu cregtere activi a fun-
gului in tesuturi sau suprafefe (e.
g. aspergilomul, aspergiloza «opor-
tunisti»),

Factori predispozanti: caverne
fuberculoase vechi, transplant de
organe, neoplasme, leucemii,
terapic imunosupresiva, Intoxicafii

alimentare
Sporotrix, ¢ Infectii cutaneolimfatice consecu- Geloza Sabouraud + AT,
schenckit tive ale plagilor cavzale de injepa- antibiotice cu incubare la  |LA
turi prin agchii de lemn, ghimpi. 25 si 37°C. Morfologia for-
La gazda imunocompromis3, rar, mei levurice §i filamen-
infectii pulmonare toase; conversia 1a forma
levurica
Alternaria® Infectii ale plagilor cutanate. Puroi. Geloza Sabouraud + I
antiblotice.
Cladospo- Infectii ale plagilor cutanate; Puroi, probe tisulare |Caractere de
rium abcese cerebrale bioptice culturg §i microscopice
Acremonium |Eumicetoame consecutive ale Puroi, probe tisulare |Geloz Sai}oumud + -
Curvulan‘as plagilor cavzate de infepaturi biopiice antibiotice“Caractere de
Exophiaia cu agchii de lemn sau spini culturd i microscopice
Fusarium
Madurelia §.a.

* Intre paranteze: numele formei sexuate recunoscute.

'Abrevieri: AT — aglutinare in b, CIE — contraimuncelectroforeza, iD — imunodifuzie, i.d.¢. — in-
tradermoreacyie, IFI -~ imunofluorescentd indireci, LA — latex-aghutinare, PT — precipitare in wb,
RFC — reactie de fixare a complementului.

annsi dimorfi.

*Amestecul selectiv de antibiotice recomandat este: penicilini 20 UL/}, gentamicind 50 gg/ml, cloram-
fenicol 50 ug/ml §i ciclohexiding 500 ug/ml. Cryptococcus neoformans, cele mal mule zigomicete,
Aspergillus i alyi fungi filamentosi sunt foare sensibili la ciclohextmidd. Unele tulpini de Histoplasma
capsulatum sunt sensibile la concentrajiile man de cloramfenioot st gentamlcind utillzate pentru selectie. De
aceea insimantarea se face §i pe medil fird cicloheximida, iar prelevatele necontaminate s¢ ins-

{n&n;eazﬁ nuwnai pe medii fird antibiotic.

Exista specii de Aspergitius cu reproducere sexuatd recunoscuth (¢. g. Aspergitius nidulans a cirui
;orma sexuald s¢ numeste Emericella niduians, un ascomices).

Familia Dematiaceae. Fungli dematiacei formeazi un pigment brun-mdsliniv pana 1a negru in perefli
hifelor, 2i conidiilor sau ambelor.
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40.1.4. Factori de patogenitate

Putini fungi sunt patogeni primari (e. g. Histoplasma capsulatum, Blastomyces der-
matitidis §. a.). Majoritatea speciiior care imbolndvesc omul sunt organisme condifionat
patogene (oportuniste). Factorii de patogenitate ai acestor microorganisme variaza cu
specia:

e Capacitatea de a supravietui si multiplica tn macrofagele normale (e. g. Histoplas-
ma, Blastomyces).

& Capacitatea de a se multiplica pe seama cheratinei din epiderma si fanere (e. g.
fungii dermatofiti).

m Capacitatea de a se inmulfi cand patrund in jesuturi lipsitc de aparare antiin-
fectioasa sau cu apararea antiinfectioasd compromisa (e. g. variafi fungi oportunigti).

w Capacitatea sensibilizantd a fungilor imprima particularititi formei clinice a unor
micoze (e. g. candidoze, dermatofifii) sau determind pneumonite alergice dupa inhalarca
sporilor (e. g. Aspergillus sp).

w Elaborare de micofoxine: e. g. aflatoxinele produse de Aspergillus flavus sau alte
specii de Aspergitlus.

40.1.5. Micoze si receptivitatea la micoze

Deosebim situatia gazdei normoreactive si a gazdei cu apararea antimicrobiana com-
promisa.

Gazda normoreactiva. Micete din microflora normala a organismului, in conditii de
disbioza, pot determina micoze superficiale, localizate, ale tegumentului sau mucoaselor
(e. g. Malassezia furfur, Candida albicans).

Fungii dermatofiti (Microsporum, Trichiphyton, Epidermophyton) determina der-
matofiti cu variate localizari, mai ales in conditii precare de igiena corporala. In antichitate
cauza acestor leziuni era considerata larvele unor molii, insecte pe care romanii le numeau
Tinea. In acest concept isi are originea denumirea dermatofifiilor, preferatd de multi
dermatologi: tinea pedis (a piciorului), finea corporis (a piclii glabre), tinea cruris (a
regiunii inghinale), finea unguium (a unghiilor) sau pilomicoze ca tinea capitis (a scal-
pului}, tinea barbae (a barbii). Favusul cste o pilomicozd determinatd de Trichophyton
schoenleinii, care invadeazd epiderma mai profund i, in lipsa (ratamentului, duce la
alopecie,

Receptivitatea la dermatofitiile determinate de Microsporum dispare la pubertate.

Fungii dimorfi patogeni (Histoplasma, Blastomyces, Coccidivides) determin infecyii
primare, wzual aerogene, care evelucazd inaparent sau ca infectii respiratorii diseminate
sistemic cu Jeziuni granulomatoase in variate organe. Chiar dup vindecarea acestor leziuni,
infectia rdmane latenta.

Micetoamele suni infectii cronice locale, progresiv distructive ale pielii, fcsutului
subcutanat, musculoaponcvrotic si osos determinate de fungi (eumicetoame) sau de ac-
tinomicete {actinonmicetoame — vczi capitolul 41), care patrund printr-o plaga (mai frec-
vent a piciorului sau mainii determinata de spini sau aschii de lemn). Clinic s¢ manifesta
ca o tumeficre care contine granuloame supurative cu multiple fistule, prin carc se¢ scurge
puroi cu granule micotice de culori variate (colonii tisulare ale agentului etiologic).
Eumicetoame determini unelc ascomicctc ca Emericella, Petrielidium sau deuteromicete
ca Madurella . a. (1abelul 40.1).

Gazda cu apararea antiinfecfioasd compromisa in diferite grade. Diabectul zaharat,
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prin prezenta glucozei in secrefii §i excrete, favorizeaza infecfia mucoasclor nu aumai ca
Candida albicans, ci §i cu levuri uzual nepatogene cum sunt specii de Saccharomyces
(drojdia de panificatie, de bere).

Plagile injcpate cu aschii vegetale sau spini deschid calea cheratitelor micotice $i
micozelor subcutanate (limfadenite, eumicetoame).

Imunodeficientele celulare (medicatic imunosupresivi, infectic cu virusul imun-
odeficientei umane} determind reactivarea si evolutia fatald a histoplasmozei, blas-
tomicozei, coccidioidomicozei si favorizeazd infectiile sistemice cu fungi oportunisti {(Can-
dida albicans, Cryptococcus neoformans, mucegaiuri).

40.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A INFECTIILOR
CU LEVURI

Mai frecvente sunt candidozele determinate de C.albicans. la gazda imuno-
compromisid pot evolua infeciii sistemice determinate de C.albicans (ocazional alte specii)
si de Cryptococcus neoformans.

40.2.1. Diagnosticul microbiologic
40.2.1.1. Prelevate patologice

in functie de localizarea infectiei se preleva:

1. In infectiile superficiale (in majoritate candidoze, dar cheralite si uretrite cu
Cryptococcus neoformans sunt posibile):

m tampoane din depozitul leziunilor de miargaritarel de pe mucoasa bucali, orofarin-
giana, vaginala;

a raclat din leziunile cutanate (mai frecvent intertrigo — inflamatia pliurilor
cutanate);

« raclat din leziunile corncene;

u Spuld sau aspira! bronsic transtraheal ori bronhoscopic (necontaminat);

» urind (probe curate prinse in zbor din jet mijlociu sau, mai indicat, aspiratul
suprapubian pentru a elimina contaminarea probei cu levuri comensale urctrovulvare);

= exsudat uretral;

u fecale.

2. In infectii sistemice:

m hemoculturi repetate in endocarditele subacute;

w lichid cefalorahidian (probe repetate de minimum 5 mi);

» probe tisulare bioptice sau necroptice.

40.2.1.2. Microscopia directa

Microscopia directad orienteaza diagnosticul catre infecfia cu levuri si, prin aceasta,
iratamentul antimicrobian. Semnificatia clinica a levurilor observate in prelevate necon-
taminate este certd; a celor observate in prelevate contaminate trebuie insa atent evaluala.

Prelevatele fluide se examineazd ca atare intre lama si lameld. Prelevatele vascoase
(sputa, fecale), raclatul epidermic sau al unghiilor, al sectiunii tisulare fine, trebuie in
prealabil clarificate. Pentru aceasta se suspensioneaza proba pc lama de¢ microscop intr-o
picadturd din solugia 10—20% KOH (in raport cu opacitatea probei) cu 10% glicerol. Se
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acopera cu lamela, pe care o presdm usor,
pentru a objine o pelicula cu grosime
uniforma si se lasa preparatul! 15—20 minute
in camera umeda peniru clarificare. La nevoie
(preparate prea opacc) se incilzeste usor
lama, evitand fierberea, si se preseaz lamela
pentru o mai buni dispersie a elementelor.
Examenul probelor (sedimentul L. C.
R., exsudatul uretral, sputd omogenizatd)
colorate negativ cu tus de India depisteaza si
identifica rapid Cryptococcus neoformans.
Intr-o mica picaturd de exsudat depusi pe
lama de microscop se omogenizeazi o ansa cu Fib 70,9, GBpiectocus neofgiaus ee o IETERIED
tug de India (tusul se preleva cu ansa rece, capsula polizaharidica enorma. Colorafie negativa cu
pentru a nu altera stabilitatea suspensiei par-  tus de India
ticutelor de carbon din 1us). Se acoperd cu o
lamela si se examineazi ¢ obiectiv uscat.

Frotiurile colorate Gram sau Giemsa suni rar necesare.

Se urmadreste:

« Prezenia levurilor incapsulate, C.neoformans apare ca levuri rotunde, inmugurite,
inconjurate cu o capsuli enorma (figura 40.9).

» Prezcnta sau absenta pscudohifelor. C.albicans in leziunile de margaritarel apare
cel mai frecvent sub forma de pseudohife (din cauza cresterii submerse intre celulele
epiteliale), pe langa carc se observa levuri ovale cu blastospori (figura 40.2).

» Dimensiunca si forma levurilor, a blastosporilor si modul lor de atagare la celula
mama.

40.2.1.3. Izolarea §i identificarea

Etapa 1. Se epuizeazd probele necontarninate pe cate o plack cu geloza-sange $i cu
getoza Sabouraud glucozatda 2—4%. Se utilizeazd pentru prelevatele contaminate aceleasi
medii cu adaos selectiv de antibiotice (vezi nota 3 de la tabelul 40.1). Se incubeaza cultur'ihi
peste lnoapte la 37°C. Se insamanjeazi probele de urin cantitativ: 0,1 ml din dilutiile 10
si 107" ale probei epuizati pe cdte o plach cu gelozi Sabouraud,

Etapa 1{. Se urmareste aparijia coloniilor fine, albe sau bej, cremoase, care degaja
0 aromi caracteristicd de drojdie (aluat dospil). Dupad 3—35 zile ajung pana la 2 mm
diametru. Coloniile de Cryptococcus neoformans, inifial albe, stralucitoare, mucoase, devin
progresiv maronii, pani la brua.

Se verifici microscopic prezenta levurilor in coloniile suspecte $i se repicA 2—3 colonii
pe panti de gelozd Sabouraud, pentru a objine cunltura purd stock neccsara identificarii.

Etapa 111, Se identifica levura izolatd pe baza urmétoarclor caractere:

w De cultivare (vezi mai sus).

m Microscopice. Candida apare sub formi de levuri ovale cu blastospori in cresterea
superficiald si sub form3 de pscudohife cand cresie in profunzimea mediului.

Testul de filamentare In ser. C.albicans si C.stellatoidea sunt singurele specii alc
caror blastospori din cultura de 24 ore fortneaza tubi germinativi (filamenteaz3) dupi
incubare de 2—4 ore la 37°C in ser sangvin sau albus de ou (figura 40.10).

Formarea de chiamidospori. C.albicans insdman{ata prin zgarieturi in profunzimea
unei plici de gelozi cu extract de porumb si incubati cateva zile 1a 25°C creste sub forma
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Fig. 40.10. Candida Fig. 40.11. Auxanograma pentru Candida guillermonidii. Observafi: cresterca
albicans:  filamentarea (asimilarea) in jurul rondelelor cu élucoza (G), malioza (M), zaharozd (2), galaclozd
{micelizarea) blastospo- (Ga), melibioza (Me), celobioza (C), xilozd (X}, ralinozd (R), trehaloza (T), dulcitot
rilor in ser sangvin (D}; absenta cregterii {lipsa asimilirii) in jurul rondelelor cu lactoza (L), inozitol (I

de pseudohife cu numerosi blastospori la joncfiunea celulelor i cu chlamidospori la ex-
tremitatea libera a celulelor (figura 40.6).

Pe mediile de izolare Saccharomyces cerevisiae formeazi levuri sferice sau ovale,
inmugurite. Cultivat pc gelozi cu extract de mal} genereazi ascospori, care, pe frotiurile
colorate Ziehl-Neelsen, apar acidorezistenti in asce neacidorezistenie: 4 ascospori/asca.

u Biochimice. Alte specii decat Candida albicans sunt diferentiate pe baza spectruiui
de asimilare §i fermentare a carbohidratilor. Auxanograma \esteaz spectrul de asimilare
a carbohidratilor ca unicid sursid de carbon: pe o placA cu mediu minimal sintetic se
insamanteazd in panzd tulpina testatd, apoi se depun rondcle cu cate un zahar. Levura
creste numai in jurul carbohidratilor pe care ii asimileazd (figura 46G.11),

Cryptococcus neoformans este rapid diferentiat de speciile nepatogence ale genului
prin capacitaica sa de a produce fenoloxidaza.

» Structura antigenicd. Prin reactii de aglutinare cu seruri adsorbite, tulpinile de
C.albicans sunt diferentiate in doul serotipuri: A si B, iar cele de C.neoformans in patru:
A, B, Csi D,

Etapa 1V. Se analizeazd, se interpreteaza rezullatele si se redacteazi buletinul de
analiza. C.albicans si Saccharomrces cerevisiae semnifichd infectia ciilor urinare numai
izolate in concentratii de peste 10° UFC/ml urina.

40.2.2. Diagnosticul serologic

In candidozele sistemice latex-aglutinarea (LA), imunodifuzia (ID) si con-
traimunoelectroforeza (CIE) cu un extract polizaharidic (manan) de C.albicans sunt
specifice pentru necesitatile clinice. Seroconversia in ID sau CIE si titruri 1:8 in LA
confirma infectia sistemicA. RFC este prea putin specifica (reactii pozitive §i la persoane
normale sau cu candidoze supcerficiale).

Infectiile cu C.neoformans pot fi diagnosticate fie identificand antigenul polizaharidic
capsular in lichidul cefalorahidian, ser, urin3 prin LA (particule coafate cu anticorpi), fie
depistand anticorpii fatad de antigenul capsular prin aglutinare in tub, LA ori imunofluores-
centd indirecta. In LA titruri ale anticorpilor de 1:4 sunt sugestive, iar cele 1:8 confirma
criptococcoza.,
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40.2.3. Biopreparate pentru diagnosticul de laborator si antibiotice
sau chimioterapice pentru terapia infectiilor determinate de levuri

» Antigen polizaharidic de C.albicans pentru serodiagnostic prin LA, ID sau CIE.

s Antigen polizaharidic capsular de C.neoformans pentru serodiagnostic prin LA;
suspensii de C.neoformans pentru aglutinare in tub sau imunofluorescentd indirecta.

» Suspensie de latex sensibilizatd cu anticorpi anti-C.neoformans pentru depistarea
antigenului polizaharidic in umori.

s Nistatind, miconazol, chetoconazol, clotrimazol pentrn terapia candidozelor
cutaneomucoase.

» Amfotericind B pentru terapia candidozelor sistemice gi a infectiilor cu C.neofor-
mans.

40.3. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A DERMATOFITIILOR

40.3.1. Diagnosticul microbiologic

40.3.1.1. Prelevate patologice

Se preleva: scuamele raclate de pe suprafaja leziunilor; firele de par afeciate (vezi
mai jos), raclatul unghiilor atacate.

Firele de par invadate de fungii dermatofiti sunt friabile, au aspect prafos si ex-
aminate in camera obscurd sub radiatie ultraviolet au fluorescentd verde strafucitoare in
iafectia cu Microsporum sau Trichiphyton schoenleinil. Fluorescenja este gri-alba sau
lipseste in infectia cu alte specii de Trichiphyton. Rezultatele pozitive sunt concludente,
cele negative trcbuie confirmate microscopic, pentru ¢& numai perii complet invadati devin
fluorescenti. Se smulg cu o pensi firele suspecte.

40.3.1.2. Microscopia directd

Se montcazi probele intrc lama i lameld in solufie 10—20% KOH (revezi
40.2.1.2.) si se examincaza, dupi clarificare, cu obiectivul uscat 10X si 40X,

In scuame si fragmentele de unghii prezenta hifelor
ramificate §i lanturilor de artrospori indica diagnosticul de
dermatofitie, fara a preciza specia fungului infectant (figura Celule epidermice
40.12). Examenul firelor de piar aduce informatii mai ‘
precise. Microsporum formeaza pe suprafaja externa a pi-
rului mangoanc de¢ spori mici (2—3 um diametru) cu aspect

mozaicat, infectie exotrix (figura 40.13). T.schoenleinii si Artrospori
T.tonsurans formecaza hife si languri de spori mari (4—6
um diametru) in interiorul parului, infectie cndotrix. ~Z  Miceliu

Caracteristic, in infecliile cu T.schoenleinii endotrix apar
bule de gaz si arii tubulare goale, care mascheaza locul
hifelor degenerate (figura 40.14). Alte specii de Fig. 40.12. Celule epidermice

) ... . invadale de un fung dermatofit
Trichophyton formeazi ectotrix siruri paralele de spori.

333



o %@%

Spori mici in teacd Spori mici liniari Spori mari in lanjuri §i mase
mozaicatd neregulate
M. audouinii, M.canis, M.ferrugineum s.a. M.gypseum, M.fulvum s.a.

Fig. 40.13. Fire de par atacate de Microsporum: teci de spori ectotrix

40.3.1.3. Izolarea si identificarea

) [ ] Se insamangeaza probele prin depunere
sau injepare in pantd de geloza Sabouraud cu
Spafii antibiotice (vezi nota 3, tabclul 40.1) si se
aeriene incubeaza culturite 1—3 saptamani la 25°C.
Se identifica izolatele pe baza carac-
terelor de culturd st microscopice:

o Microsporum audouinii, specie

favice antropofila, cultivd mai lent decat alte specii

/ ale genului. Dupd 12—2! zile, pe mediul

Spovsi Atacul favic Sabouraud apar colonii, care, la maturitate,

T.tonsurans sunt rotunde, fin pufoase, cu buton central,
pigmentat in roz, de la care pleacA spre
periferie  proieminente radiale (figura

Fig. 40.14. Fire de par atacate de Trichophyton 40.15,0). Macroconidii, subjiri gi distor-
sionate, apar rar. In cultur batrane se ob-
scrvd chlamidospori. Specia zoofild M.canis
cultivda dupd 5—7 zile, iar coloniile sunt

Fig. 40.15.Colonii de Microsporum: a — M.audsuinii; b — M.gypseum
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pufoase cu reversul pigmentat
in galben-portocaliu. Macro-
conidiile sunt numeroase cu
peretii grosi i cu varful frec-
vent incurbat {figura
40.10,a), iar specia geofila,
M.gypseum, cultiva si mai
repede, in 3—6 zile, si for-
meazi colonii plate cu aspect
prafuit (figura 40.15,8);
macroconidiile numeroase au
perete mai fin, dar rugos
(figura 40.16,5).
Trichophyton schoen-
leinii cultivd relativ lent
(10—14 zile) si formeaza pe

b

Fig. 40. 16 Microsporum, micro- §i macroconidii: @ — M.canis; b — M.gyp-

seumt

Fig. 40.17. Colonii de Trichophyton schoenleinii

Fig. 40.19. Colonii de Trichophyion: a — T.mentagrophytes;, b — T.lonsurans

Fig. 40.18. Trichophyton schoenieinii, 1arse favice
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Fig. 40.20. Trichophyton, aspecie de hife §i conidit: @ — T.tonsurans; b — T.rubrumt; ¢ — T.mentagrophytes

mediul Sabouraud colonii galben-cenusii, ca ceara, cu suprafata uneori zbarcitd (figura
40.17). Cel mai frecvent nu formeaz conidii. In schimb, in hifele ramificate dihotomic si
segmentate inegal apar grupuri de artrospori cu form3 neregulats, asezati ca oasele tarsului
(«tarse favice») (figura 40.18). Restul speciilor de Trichophyton pot fi diferentiate dupa
aspectul coloniilor (figura 40.19) si al conidiilor (figura 40.20).

Epidermophyton floccosum cultivl in cca 7 zile. Coloniile, inifial albe si granulare
devin progresiv galben-cenusii, catifelat-prifoase, cu sanguri radiale (figura 40.21). Mac-
roconidii numeroase, maciucate, frecvent neseptate, cu perete fin, apar Ia extremitatea
hifelor (figura 40.22). Nu formeaza microconidii.

40.3.1.4. Tratamentul dermatofitiilor

Pentru tratamentul dermatofipiilor sunt utile antibiotice : griscofulvina.

40.4. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A INFECTIILOR
CU FUNGI DIMORFI

Fungii dimorfi, Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulaium, Coccidioides
mmitis, Paracoccidioides brasiliensis §i Sporothrix schenckit determina infectii sistemice.

40.4.1. Diagnosticul microbiologic

40.4.1.1. Prelevate patologice

In raport cu localizarea infectiei se examineaza: sputd, puroi i exsudate, lichid
cefalorahidian, probe bioptice tisulare, hemoculturi. Maduva osoasi este foarte utild pentru
depisiarea microscopica §i izolarea H.capsulatum.

40.4.1.2. Microscopia directa

Se examineazi:
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m Preparatul intre lama si lamel4a montal
in solutie 10—20% KOH pentru clarificare.
Adaugarea extemporaneu in solutia de KOH
a unei picituri de tus de India faciliteazi, prin
coloratie negativa, observarea si identificarea
B.dermatitidis, C.immitis sau Cryptococcus
neoformans.

@ Frotiuri colorate Giemsa.

= Sectiuni histologice ale probelor biop-
tice colorate cu hematoxilineozina.

Coloratii speciale pentru fungi, care
impun impregnare argeniicl, sunt mai pujin
accesibile.

Blastomyces dermatitidis: levuri mari
sferice de 8—20 um, cu perete gros, refrin-
gent, care da impresia de dublu contur.
Obisnuit, un singur blastospor este atagat de
celula mam3 printr-un sept larg de 4—5 ym
(figura 40.23,a).

Coccidiotdes immitis: sferule (sporan-
gii} cu diametru! intre 20 5i 200 um. Sferulele
mature au perete fin $i confin numerosi spori
sferici de 2—§ ym, Uneori apar fantome de
sferule colabate dupd ruperea peretelui §i
cliberarea sporilor. Sferulele imature au
10—20 um diametru, coniin wmaterial
granular, au perete gros si pot fi confundate
cu levuri neinmugurite de B.dermatitidis sau
C.neoformans (figura 40.24,q).

Histoplasma capsulatum se observa mai
bine pe preparajele colorate Giemsa, cu
hematoxilineozind sau prin impregnatie ar-
genticA. Apar¢ mai frecvent intracelular in
macrofage, celule gigante sau polimor-
fonucicare, rar libera, ca levari unice sau mul-
tiple, rotunde sau piriforme de 1 —3/3—4 um.
Frecvent o vacuold mase di citoplasmei,
coloratd in rosu, aspectul de semiluna
deplasatad spre extremilatea largd a celulei
(figura 40.25,0).

Sporothrix schenckii apar rar ca levuri

rotundc pani la fusiforme, inmugurite (figura
40.26,a).

40.4.1.3. Izolarea si
identificarea

Etapa 1. Se insAmanieaza probele prin
eépuizare pe:

ig. 40.21. Colonie de Epidermophyton floccosum

Fig. 40.22. Epidermophyton floccosum, macroconidil

Fig. 40.23. Blastomyces dermatitidis: @ — forma
tisulard (levuricd); b — forma filamentoash

« Gelozi-sange cu incubare la 37°C pentru izolarea formei levurice,
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m Geloza Sabouraud glucozatd 2% cu in-
cubare la 25°C pentru izolarea formei micelicne.

Se utilizeazd pentru prelevatele contaminate

a
medii cu amestec selectiv de antibiotice (vezi nola
3, tabelul 40.1).
Se efectueaza hemoculturile in mediul difazic,
b pentru a le putea urmdri pana [a 6 saptamani farl
riscul contaminarit.

Fig. 40.24. Coccidioides immitis: a — forma ~ Etapa II. Se urmaresc culturile zilnic in
tisulard (sferule, maturd §i imaturd), $ — forma  prima saptamand, apoi saptamanal pani la 6 sap-
fitamentoasé tamani. Se iau toate masurile pentruy a preveni

infecfia de laboralor prin sporii fungilor dimorfi:

%0 o cpuizarea probelor pe pante de gelozi Sabouraud;

QS inchiderea placilor cu bandd adeziva, aplicarea

mastii de protecyie, manipulare in incinta de
protectic microbiclogici (revezi 1.5.3.).

Etapa 11, ldentificarea preliminara a fun-
gilor dimorfi se face prin recunoasterea formei
levurice din culturile incubate 1a 37°C si a formei
miceliale din culturile incubate la 25°C.

Identificarca definitiva impune confirmarea
dimorfismului prin conversia de la o faza la alta
in vitro sau in vivo.

Laboratoarele care au seruri imune de
Fig. 40.25. Histoplasma capsulatum: a — forma  referintd pot identifica mai simplu si mai sigur

tisulard (levuri jntracelulace); & — forma  aeegti fungi.
filamentoasa cu microconidii §i macroconidii )
echinulate Conversia in vitro a formei miccliene [a

Fig. 40.26. Sporotiirix schenckii: a — forma tisulard (evuricd); & — forma filamentoasa

forma levurica se face prin cultivare i subcultivare, repetata la nevoie, pe panta unui mediu
special de conversic c¢u incubare la 37°C. Conversia la sferule a C. immitis impune
incubarea la 37°C si atmosfera cu 5% CO, in medin lichid special.

Inocularea iniraperitoncala la soarecc sau cobai reprezinta testul de conversie a
formei micelienc la forma tisulari; poate fi utilizatd insa §i ca metoda de izolare i test de
patogenitate. Se inoculeaz intraperitoneal suspensia culturii in faza miccliald la mai multe
animale. Dupa dou sAptAmAani se sacrificd si s¢ necropsiazi, saptdmanal, cile un animal
si sc urmarcste prezenja leziunilor nodulare in peritoneu, splina, ficat. Se examincaza
frotiuri din leziuni, colorate Gram, Giemsa sau cu hematoxilineozina, pentru prezenta
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formelor tisulare ale fungului: levuri libere (Blastomyces dermatitidis, Sporothrix schenckif),
levuri intracelulare (Histoplasma capsulatum) sau sferule (Coccidioides immitis).

Blastomyces dermatitidis. Pe geloza-sange la 37°C, dupa 2—3 zile, formeazi colonii
zbarcite, ceroase, moi, in care fungul poate fi observat in faza levurica amestecat cu scurte
fragmente miceliene subdezvoliate. Pe geloza Sabouraud la temperatura camerei formeaza,
intre 4 $i 30 zile, colonii albe sau castanii in care cresterea, initial levurics, devine progresiv
miceliala cu hife ramificate purtitoare de conidii sferice sau ovale, cu diametrul de 2—10
um, pe conidiofori subtiri laterali sau terminali (figura 40.23,5).

Coccidioides immitis. In culturi pe geloza Sabouraud sau gelozi-sange cresterea este
miceliala, in interval de 2—21 zile, cu formare de colonii albe, pufoase. Hifele aeriene
formeazi artrospori in form3 de butoi, care alterneazi cu celule goale (figura 40.24,b).
Sferule nu apar la cultivarea in vitro.

Histoplasma capsulatum. Pe geloza-sange la 37°C, dupa 7—14 zile, apar colonii
rugoase sau mucoide colorate in crem formate din levuri ovale de 2—3/4—35 um. Inire
unicul blastospor de la extremitatea ascutitd si celula mama persistd un mic por.

Pe geloza Sabouraud la 25°C coloniile apar intre 5 si 45 zile; inifial sunt albe,
pufoase, uneori glabre, dar pe misurd ce apare miceliul aerian devin maronii-brune.
Microscopic se depisteazi hife septate, ramificate, subtiri cu diametrul de 1—2,5 ym.
Microconidii sesile, rotunde sau piriforme, se aliniaza in lungul hifelor. Macroconidiile,
sferice sau piriforme, sunt caracteristic tuberculate sau echinulate (figura 40.25,8).

Sporothrix schenckii. Pe gelozi-sange la 37°C, dupa cca § zile, apar colonii asem3-
nitoare celor bacteriene (alb-crem, cu suprafafa neregulatd, moi) formate din levuri in
forma de trabuc.

Pe geloza Sabouraud la 25°C, dupi 3--5 zile, coloniile sunt punctiforme, cresc
progresiv $i devin pieloase, zbarcite, pigmentate de la crem la negru. Microscopic, in colonii
observdm un miceliu cu hife subtiri ramificate. Microconidii ovale sunt grupate in buchete
la extremitatea unor conidiofori subjiri i alineate in lungul hifelor (figura 40.26,5).

40.4.2. Diagnosticul serologic

Pentru confirmarea suspiciunii de infecjie cu fungi dimorfi, simpla preczentd a an-
ticorpilor respectivi este suficienta.

w» in suspiciunea de blastomicozd se utilizeazi reactiile de imunodifuzie (ID) si de
fixare a complementului (RFC) ¢cu un antigen extras din filtratu! cullurii de o sapiamana,
in bulion, a formei miceliale de Blastomyces dermatitidis. Imunodifuzia trebuie practicati
cu un ser martor de la pacient sau animal cu blastomicozd demonstrati. Numai aceste
seruri releva in amtigenul blastomicozic «linia de precipitare A», singura caracteristici.
Pana 1a 20% din rezuliatele (D cu serul precocc pot fi fals negative. De aceea, in cazul
reactiilor negative, testele se vor repeta dupd 3 saptimani pe o nou probi de ser, adaugand
la testare si antigeni de C.immitis $i H.capsulatum, iar investigatia micologic va continua.

» In suspiciunea de coccidioidomicoza sunt utile reactiile de precipitare in b (PT),
ID, LA si RFC folosind ca antigen coccidioidina, care este filtratul culturii de C.immitis 1n
bulion incubate 8 saptimani la temperatura camerei. Mai sunt utile intradermoreactii cu
sferuling, extractul din sferule de C.immitis. Precipitarea in {ub se pozitiveazi 1a cca 2 siptimani
de la debutul infectiei; LA este mai sensibila si se pozitiveaza mai precoce, dar este mai pugin
specificd (6—109% rezultate fals pozitive) si trebuie confirmata prin PT, 1D sau RFC.
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u Suspiciunea de histoplasmozda poate fi confirmatd prin RFC, 1D, CIE sau LA cu
suspensie inactivatd a formei levurice sau cu histoplasmind, care este filtratul culturii de
6 luni in mediu lichid a formei miceliale a fungulni. Anticorpii fata de forma levurica apar
dupa 4 saptamani de la debutui infectiei, cei faja de histoplasmind mai tardiv. Intrader-
moreactii cu histoplasmina se pot face pentru depistarea infectiilor latente, dar se vor
practica numai dupa efectuarea reactiilor serologice, pentru c¢a histoplasmina este imuno-
gena si poate determina reactii serologice fals pozitive,

m La bolnavii cu sporotrichozd se pot practica: aglutinarea in tub (AT) cu suspensie
levurica sau LA. Latex-aglutinarea este mai sensibild si mai specificd decat AT, care, la
dilutii de 1:8—1:16 ale serurilor, poate da reactii incrucigate fa pacienfi cu leishmanioza.

40.4.3. Biopreparate pentru diagnosticul de laborator si
chimioterapice utile contra infectiilor cu fungi dimorfi

e Seruri imune adsorbite si antigeni martor pentru identificarea antigenicd a
izolatelor,

u Antigen peniru serodiagnosticul blastomicozei.

m Coccidioidind pentru serodiagnostic si sferulind pentru i.d.r. in coccidioidomicoza.

» Histoplasmini pentru serodiagnostic sau i.d.r, in histoplasmoza.

» Suspensie levurick si particule de latex sensibilizate cu extract antigenic de
Sporothrix schenckii pentru serodiagnosticul sporotricozei,

a Amfotericina B este antibioticul de electie pentru tratamentul infectiilor cu fungi
dimorfi. In cazuri mai pugin severe poate fi utilizat chetoconazolul. Indicatiile
miconazolului, imidazolului etc. variaza cu etiologia bolii. Sporotricoza cutanata raspunde
favorabil la tratamentul cu solutie saturati de iodurd de potasiu.

40.5. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A INFECTIILOR
DETERMINATE DE FUNGI FILAMENTOSI OPORTUNISTI

Numarul mare a! acestor fungi depiscstie posibilitatea descrierii lor amanuntite in
acest manual. Identificarea lor si diagnosticul corect al infeciilor determinate este dc
competenta unor laboratoare specializate. Date rczumative asupra speciilor, infectiilor,
prelevatelor patologice indicate pentru diagnostic si metodelor de diagnostic sunt rczumate
in tabelul 40.1.

Vom insista numai asupra unor principii generale privind prelevarea, prelucrarea
probelor si interpretarea rezultatelor.

In prelevatele superficiale din zone contaminate (exsudate din plagi) sau contaminate
pe traicctele de eliminare (sputd) prezenia hifclor acestor fungi trebuie interprefata pru-
dent; pot fi contaminanji. In probele bioptice hifele pot rimane mascate in cazeum sau
tesut fibros. Digestia peptica elibercaza hifele si scade proporiia rezultatclor fals negative.
Sansa de a observa hife viabile este mai marc la periferia leziunilor in zona de invazie
tisulara. Microdisecjia pieselor bioptice la stereomicroscop faciliteazi reperarea realului
produs patologic de examinat. Este contraindicati majorarea pieselor care dezorganizeazs
si distruge hifele fungice.



