Metode si tehnici folosite in efectuarea
examenului micologic

Introducere

Definitii si precizari de termeni

Termenul generic de fung defineste o grupare detstri biotice eucariote,
imobile, unicelulare sau organizate in structudrigelulare, a caror evidentiere
individuala necesita dispozitive optice de tiputroscoapelor. In alternativa cu
acest termen, dar cu aceeasi semnificatie semaiatilizeaza si denumirile de
micromiceti, ciuperci microscopice, mucegaiuri,jdnoetc. Sa facut aceasta
precizare expresa pentru a accentua faptul catababe studiu al micrologiei
medicale sunt ciupercile microscopice, bioentitzpabile sa manifeste o
puternica si extinsa acctiune antisanogena, atatpfonizarea substraturilor
alimentare si furajera pe care le depreciaza sauwacke confera un grad inalt de
toxicitate, cat si prin afectarea directa a orgaei®r omului si animalelor,
declansand stari morbide specificei¢oze)a caror evolutie este de cele mai
multe ori trenanta si rebela la tratament.

Ciupercile patogene, desi nu par atat de numemssele saprobiote, paraziteaza
organisme vii — plante, insecte, pesti, reptilesgpa mamifere, om — provocand
boli a caror gravitate depaseste uneori pe aceeatade bacterii sau virusuri.
Intre aceste doua categorii de micromiceti exista@roase forme de trecere,
intermediare; unele, considerate ca fiind parapibé trai in anumite faze ale
dezvoltarii lor ca saprobiote, iar altele, recunds@a saprobiote pot deveni in
anumite conditii patogene, daca intalnesc o gandaenabila.

Terapia moderna presupune si un diagnostaedéudine in micoze.
In acest scop se utilizeaza mai multe metodexdmen paraclinic :

testul florescentei;

examenul microscopic al probelor patologice;
examenul frotiurilor dupa colorare;

insamantarea probelor patogenice pe medii spegifice
examenul caracterelor biochimice;

examenul histologic;

diagnosticul experimental;

identificarea AND-ului specific;

diagnosticul imunologic.

Testul fluorescentei cu lampa Wood

Lampa Wood are capacitatea de a emite ultraviale@ror lungime de unda este
cuprinsa intre 330 si 365 nm. Ea este utilizatarpesvidentierea unor dermatofiti
ce se gasesc pe parul si pielea animalelor.Metstgef@osita mai des la pisici
care pot prezenta un parazitism subclinic cu desfitiat

Cu 5-10 minute inainte de folosire, lampa Woodm@nae, pentru a se incalzi,
deoarece stabilitatea intensitatii luminii si adumii de unda este dependenta de
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temperatura. Animalele de examinat (caini, piseiplaseaza in camere obscure,

expunand corpul la lumina lampii Wood. Cu lampa \Wpot fi examinate de

asemenea tesuturi si fragemente de par recoltdteateste animale. In cazul
parazitismului ciMicrosporum canisi M. equinunse poate observa o fluorescenta
galben-verzuie data si pteridina secretatade fukggst metabolit este produs de

fungi in momentul invadarii active a firelor de gamu in cazul infectiei in vitro a

parului. Parul trebuie expus 3-5 minute la lumitieaumioleta, unele suse de fungi

dand o fluorescenta mai slaba.

- Speciile genuluirichopytonnu dau fluorescenta parului, cu exceptiallui
schoenleinij care prezita patogenitate pentru om dar aceattaskaba si
neregulata;

- Fluorescenta nu apare in cruste, scuame si inrdaltle dermatofiti;

- Unele stadii déMlicrosporumnu prezinta fluorescenta sau au o fluorescenbasla

- Fluorescenta scade dupa aplicarea de alcool pe par;

- Unele preparate medicamentoase (iodate), aplicéeiar pe leziune, pot masca
fluorescenta parului.

- Bacterii precunPseudomonaserudinosa sCoriynebacterium minutissimupot
da fluorescenta, dar nu de culoare verzuie precenmatofitii;

- False reactii pozitive pot fi date de unele preétamaedicamentoase (tetraciline),
de cheratina, sapunuri, petrol, vaselina, par fragmente de unghie.

Parul care prezinta fluorescenta se recolteazapersamantare pe medii de cultura

si pentru microscopie. Lipsa fluorescentei nu edeldermatofitia.

aldelul 1

Specia de dermatofit Fluorescenta in lumina

ultravioleta
Microsporum canis + ( nu toatel susele )
Microsporum equinum +
Microsporum audoinii +
Microsporum gypseum -sau i
Microsporum nanum - sau i
Trichophyton -
mentagrophytes
Trichophyton quinckenum N
Trichophyton simii N
Trichophyton verrucosum -
Trichophyton tonsaurus -
Trichophyton rubrum -
Trichophyton ajelloi -
Trichophyton schoenleini +
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Unii autori recomanda examinarea in totalitate @ aietei corporale a pacientilor
intr-un spatiu intunecat, folosind lampa Wood mabRrezenta unor zone sau a
unor produse biologice fluorescente consituie um @emnal, in tentativa de a
stabili diagnosticul unei microze.

Radiatiile UV pot actiona nociv asupra structurgmatomice ale globului ocular

si de asemenea ele pot induce procese mutationatdulele tinere, aflate in

diviziune pe care o pot stimula pana la cote allera@controlate. Din acest
motiv, expunerea animalului la radiatiile UV valfmitata la cateva minute, iar
ochii acestuia vor fii protejati.

- Examinarea in lumina UV, scuamele si perii recotiatla pacienti cu
microsporie evidentiaza fluorescenta albastra-verzau galben-verzuie
)Solcan si col,1999).Fluorescenta se datoreste mataboliti ai triptofanului
elaborati de fungi. Wilkinson (1988) afirma ca ftulfe deMicrosporum canis
sunt fluorescente in proportie de 50-60%, iaraltori ( Miler si col,1989;
Scott, 1989) mentioneaza ca fluorescenta poait&tdiinita, dar mai rar, si la
alte specii. Astfel, culoarea fluorescentei esbastra de diferite nuante pana
la verde inchis in cazul speciBiichophyton schoenleinsi galbena-verzuie
cand invectia este produsaMerosporum audouinii

Examenul microscopic direct al probelor patologi

1) Recoltarea probelor patologice

Pentru confirmarea diagnosticului de endo- saalteaza probe patologie (puroi, par,
scuame, cruste, expectorantii, exudate, fecalg, @re fie sunt examinate de cel care
recolteaza, fie acestea sunt trimise la un labodgpecialitate. In acest ultim caz,
probele patologice recoltate vor fii trimise in oehi scurt timp la laborator cu o nota de
insotire. Acestea trebuie sa cuprinda date priwdedtificarea aminalului (nume, specie,
rasa, varsta), conditiile de viata, contactul ¢a ahimale, data si locul recoltarii probei,
semne clinice si tipul leziunii, eventualele mediemte aplicate si rezultatul obtinut,
tipul examenului cetur, diagnosticul prezumtiv.

a) Raclatul cutant se recolteaza cu ajutorul unui bisturiu steril.

Raclarea se face de la marginea leziunii, de obliegie pielea aparent sanatoasa.
Este preferata efectuarea unei raclari profunde pgare o serozitare roza. O data
cu crustele si scuamele se obtin, de obicei, gnfiente de par. Recoltarea se face
direct pe lama, dupa ce bisturiul a fost imbibdtatofenol, daca examinarea are
loc instantaneu, sau in eprubete sau recipientidestgaca probele vor fi
transportate la laborator. Pentru a reduce graelgbdtaminare microbiana,
inaintea recoltarii, pielea poate fi antiseptizataalcool 70%.

Recoltarea crustelor si scuamelor poate fi reaisatu ajutorul unei benzi
adezive transparente (schotch) care se ataseazmpe&u leziuni.Schotchul se
desprinde si se impreuna cu materialul retinug@iea pe o lama pe care, in
prealabil, s-a pus o picatura de lichid clarificato

Daca lipsesc leziunile (de exemplu in parazitismwM.canis la pisica ) se poate
practica tehnica Mackenzie care se refera la meaipielii cu o periuta de dinti
sterila.Materialul patologic (scauame si par) estectat pe o suprafata de hartie
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sau o lama.

- Scuamele recoltate din locuri diferite ale leziwmr fi in cantitate suficienta.
Recoltarea se va face indeosebi din leziunile dpanai recent si care nu au fost
tratate atimicotic. Din leziunile veziculoase saldase se va recolta plafonul
veziculei sau al bulei.

b) Probede par pot fii obtinure prin smulgere atat din centrut, siade la periferia
leziunii. Parul care prezinta fluorescenta, in ¢@@aminarii cu lampa Wood,
reprezinta proba cea mai indicata a se recolta.§amesh parului este usor de
realizat in cazul parazitismului ddicrosporundar mult mai dificila in infestatia
cu Trichophyton parul fiind mai scurt,mai rar si mai greu de réabthiar si cu
ajutorul pensei. In acest caz este preferabildterea parului prin raclare.

c) Unghiiles ghearale se recolteaza cu ajutorul unor clesti specialiejpand cu
locul unde se termina zona sanatoasa. Uneori estsar sa se sectioneze adanc
pentru a recolta partea efectata.

d) Puroiul din abcese sau foliculite se recolteaza cu ajutangal seringi sau cu un
tampon steril, In primul caz, zona afectata estecpanata, iar in al doilea caz, fie
Se preseaza zona purulenta pentru exprimarea fuirdie se tamponeaza
eventual traiect fistulos. Daca nu se examineazediab, pentru a nu se usca, in
recipientul in care s-a recoltat puroiul se poa&uga putin ser fiziologic steril
sau mediu Stuart, dar fara antibiotice. Probelosestoca la 4° C.

e) Sputa s mucusul faringeal pot fi obtinute prin aspiratie, fie cu ajutorul uno
tampoane sterile. Proba recoltata se introducerinbete sterile, ca atare sau
imersata cu mediu Stuart pentru a preveni usc®medele se pastreazala 4° C

f) Secretiile nazale s vaginale se recolteaza cu tampoane sterile ce se intrquhic a
in eprubete.

g) Pentru recoltaresecretiilor auriculare, urechea este curatata, iar parul lung este
taiat. Secretiile se obtin prin tamponare, avamd ga se lucreze cat mai steril
pentru a nu contamina proba

h) Urinade la animalele vi se recolteaza cu un catetectdimeprubete sterile, iar
de la cadavre cu seringi de unica folosinta.

i) Fecalele se recolteaza din rect si se aplica direct pe |laara] examinarea are loc
imediat, sau pe tampoane ce se introduc in epruabeselutie fiziologica si
antibiotice, cand examinarea are loc mai tarziu.

J) Inaintea recoltariiaptelui, mameloanele se spala cu apa si se antiseptizeaza.
Laptele (cativa mililitri) din fiecare sfert se @teaza in eprubete sterile, dupa ce
primele jeturi sunt inlaturate.

k) Lichidul cerebrospinal se obtine prin punctia lombara, gngele prin punctie
venoasa. Recoltarea se face cu seringi sterilepaderialul recoltat se depoziteaza
in eprubete sau flacoane sterile.

2) Examinarea probelor patologice recoltate
Examenul microscopic direct are drept sc@miificarea micetilor in probele
patologice recoltate.In urma acestui examen seewatiza pozivitatea sau negativitatea
diagnosticului, iar uneori, si specia de micetétale 2 si 3).
Pentru evidentierea micetilor in probele iate este necesara utilizarea unor
solutii clarificatoare. In acest sens se pot witihidroxidul de sodiu sau potasiu in
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concentratie de 10-30%, cloral- lactofenolul, léetmlul Amann si sulfura de sodiu in
solutie hidroalcolica 10%

b)

d)

Cloral lactofenolul are in componenta: cloral htdrastalin 20 g; fenol cristalin
10 g; acid lactic 10g; Clarificarea se obtine maet insa produce mai putine
artefacte, iar preparatul se poate pastra maitmyit| 3 ]
Lactofenolul Amann este compus din: fenol cristdling; acid lactic 10 g;
glicerina 20 g; apa distilata 10 ml; Se poate adaign colorant specific albastru
de anilina (bleu cotton) in proportie de 0,5%.
Sulfura de sodiu sol.10% : sulfura de sodiu 1 gpall pur 2,5 ml; apa distilata 7,5
ml. Se pastreaza in sticle inchise de culoare.@asta solutie, disocierea se face
la rece fara flacara, iar clarificarea se produegnapid. De asemenea se
pastreaza intacta vizibilitatea raportului dintsutul invadat si ciuperca
invadanta producand cele mai putine artefacte [G]dezavantaj se
consemneaza mirosul specific in urma degajari lgieinalui sulfurat.
Parul, scuamele, crustele etc. materiale patologice cu consistenta ridicata,fivor
examinate dupa depunere pe o lama intr-o picati@atal-lactofenol. Daca nu
s-a reusit disocierea, atunci se pot utiliza pediaificare solutii mai puternice
precum sulfura de sodiu 10% sau hidroxidul de sodazoncentratie de 10-30%.
Examinarea se face imediat, in cazul primei sglséiu dupa 20-30 minute in
ultimele doua situatii. Pentru a grabi clarificareacazul solutilo NaOH si KOH,
se poate practica incalzirea lamelor la o flackana, a se ajunge la fierbere.
Probele sunt considerate pozitive daca reusim isiemem spori si/sau hife.
Parul parazitat este, in general, inconjurat denanson de spori (ectotrix) sau
hifele si/sau sporii se gasesc in interiorul adasiendotrix)
In crustele si scaumele cutanate pot fi identiédafe, spori, artrospori sau celule
levurice rotunde sau ovale. Prezenta in calat@ratta unor celule in forma de
dop sugereaza infectia 8alassezia (Pityrosporum).
In raclatul cutanat putem identifica, de asemepea si elemente fungice ce
apartin speciilorPenicilium, Cladosporium, Aspergillus, Alternarfsarium,
Scopulariopsis etc.
Materiale patologice recoltate dimghii si gheare necesita un timp mai
indelungat pentru clarificare, avand in vedere gtasta lor mai ridicata. Se pot
identifica spori, hife si levuri. Unii sunt agemticotici primatri, iar altii s-au
grefat pe infectiile existente. Unii miceti, prec@andida pot avea rolul atat de
agenti infectosi primari cat si secundari.
Puroiul, sputa mucusul faringeal si secretiile nazale se examineaza dupa
clarificare cu hidroxid de potasiu. In preparatelieroscopice necolorate se pot
evidentia levuri, hife, celule sangvine bacterii.
Secretiileauriculare se clarifica cu clorarl-lactofenol sau KOH. La menul
microscopic se identifica bacterii, levuri, spaig.dJneori se pot identifica
fragmente de par cu filamente sau/si spor. La cgiipesici parazitismul cu celule
levurice in forma de dop respectiv Malassezia, #sta/ent intalnit.
e) Din fecale se fac frotiuri dupa diluare cu apa. Peste lamegptiea lamele si
preparatele se examineaza microscopic. Desi axasten nu are marea valoare
pentru diagnostic, totusi indentificarea unor fotiona micetice ne poate orienta
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spre un diagnostic cultural complementar.

Laurina se examineaza sedimentul obtinut dupa centrifugare.

Lichidul cerebrospinal se centrifugheaza. Cate o picatura din sendiment sa
supernatat se examineaza direct la microscop, lartma si lamela. In cazul
infectiei cuCryptococcuse pot identifica celule rotunde ovale cu muguri.
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Tabelul 2

Speciile Gazde Tipul de [Se Artoconi [Lampa |Antropofil |Geofil
izoleaza |dii Si
genului parazitare Din: Wood |sau zoofil
M.canis Caine,pisica mici,
Rar: vaca, Par, abundent
oaie, e
Cal, porc, ectotrix ~ |Scuame, |in + +
mozaic
Maimuta, Unghii
cobai,
lepure, om
M. audouinii [Om mici,
Rar: caine |ectotrix  |Par, abundent + +
e
Cobai, Scuame, [in
maimuta mozaic
M.equinum |Cal ectotrix  |Par, mici,
Scuame
abundent + +
e
in
mozaic
M.gypseum |Om ectotrix  |Par, Putine
scuame
Rozatoare Sub
forma
Caine, De + + +
pisica,
Porc, cal, Lanturi
Maimuta, capra
Papagal
M.nanum Porc, om, cobai Par,scuame + + +
M.praecox Om, cal + +
M.cookei Ocazional om si Leziuni, par + +
Animale
M.ferrugineum |{Om ectotrix Par + +
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Tabeul 3

Speciile Gazde Tipul de [Se izoleaza |Artoconidii Lampa |Antropofil si |Geofil
genului Parazitare| din: Wood |sau zoofil
T.verrucosum (Bovine, cavaline, mari sub
Ovine, caprine, Par, forma de
Caine, om Ectotrix  |Scvame, lanturi 0 +
T.mentagrophy |Rozatoare, taurine, mici,sub
tes Cabaline,ovine,iepure |Ectotrix  |Par, forma de 0 +
Caine,pisica,om Scvame, lanturi
T.rubrum om,bovine,ovine, endo- Par,scvame [mari, sub
Cabaline,caine Ectotrix forma de 0 +
lanturi
T.violaceum om,bovine,pisica Ectotrix  |Par, scvame
Soarece
0 +
T.tonsurans om,bovine,cabaline  |Ectotrix  |Par 0 + +
T.megninii om, taurine, caine Ectotrix  |Par, scvame [sub forma
Pisica, galinacee de lanturi 0 +
T.equinum cal, om ecto- Par, scvame |de dimensiuni
Endotrix Variabile,sub 0 +
Forma de
lanturi
T.schoenleinii |om, caine, pisica, Endotrix |Par, scvame [Foarte rare 0 +
Soarece, cal
T.quinckeanum |Soarece,caine,pisica, |ecto-sau |Par mici,sub
Bovine,ovine,cabaline [endotrix de Forma de t +
lepure,vulpe,sobolan [tip favic Lanturi
T.gallinae Pasari,pisica,caine, |Ectotrix [Scvame,par [Rare 0 +
de
Soarece, om tip favic
T.erinacei Arici, caine, pisica Ecto-sau |Scvame,par [mari, sub forma 0 + +
Endotrix de lanturi
T.simii Pasari,maimuta,caine [Ecto-sau [Scvame, mari, sub forma + + +
mai
Endotrix |Rar par de lanturi
T.ajelloi Caine, pisica, bovine, 0 +
Cabaline, cobai, om
T.terrestre Caine,pisica,alte
Animale, om 0 +

Examenul microscopic direct este dificil, prin azteaul sau interpretabil. El poate creea
confuzi deoarece filamentele fungice pot fi usanfaadate cu fibrele vegetale, iar sporii
pot fii mascati sau confundati cu diferite arteéa€ungii levuriformi sau filamentosi
primari, raspunzatori de declasarea bolii, poeSe&bri mascati de specii care se dezvolta
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secundar, asa cum aenicillium, Rhizopus, Scopulariopsssu chiar despréandida
Este totusi necesar de subniliat potentialul patagosebit al speci€landida albicans
care in ultimii ani este implicata tot mai frecveémdeclansarea unor afectiuni primare
grave, atat la om, cat si la animale si a careigta in preparate nu trebuie subestimata
sau trecuta cu vedere.

Examenul frotiurilor dupa colorare

Prin colaborarea frotiutilor obtinute din magdei patologice se ating doua obiective:
vizualizarea mai buna a elementelor fungice si eorabilitatea preparatelor. De
asemenea, se pot pot colora si fragmente de méxstitate din coloniile ce au crescut pe
mediile de cultura. Frotiurile se realizeaza ptsgendarea micetilor in apa distilata, pe
lama degresata, si uscare la temperatura camerei.

1) Metoda de colorare rapida (dupa Schwartz si Lamkins

- Pe o lama degresata se pune materialul patologgea®minat (scvame sau fire de
par) cu o picatura de colorant. Se aplica o larsiglama se incalzeste cu o
flacara. Lamela se preseaza usor pentru indepartaterantului in exces si
preparatul se examineaza la microscop.Fungii agarati in albastru.

2) Metoda Hotckiss — McManus

- In aceaste preparate, micetii au culoarea visiriensa. Aceasta metoda se
preteaza si pentru examenul histopatologic. Intames tesutul parazitata are o
culoare liliachie, iar formatiunile micotice surtlorate in visiniu — intens.

3) Metoda Mann

4) Metoda Gray
- Fortiurile fixate se coloreaza cu un amesteataltdin doua parti solutie A si opt
parti solutie B. Solutia A este compusa din: vesdanalachit 0.5 g; fuxina bazica 0,05 g;
apa distilata 100 ml. Solutia B este reprezentattlaCl 8%.
- Tehnica de lucru: colorare timp de 10 minute custeaal dintre solutiile A si B;
spalarea cu apa de robinet; colorare cu soluti@ig¥osin, timp de doua minute;
spalare cu apa de la robinet si uscare

5) Metoda de colorare cu albastru de metilen
- Tehnica de lucru: colorare cu solutie apoasa 1%llakstru de metilen, timp de
doua minute; spalare cu apa de robinet si uscare.

6) Metoda de colorare cu bleu cotton — acid acetic
- Tehnica de lucru: fixare cu alcool 95°; cal@ cu solutie bleu cotton — acid acetic
(0,5 g bleu cotton + 100 ml solutie 3% de acid iayetimp de un minut; spalare cu apa
de robinet si uscare. Aceasta colorare permitena loliferentiere a septelor hifelor.

7) Metoda de colorare cu albastru de touidinacsiha bazica
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8)

9)

Tehnica de lucru: colorare timp de un minut cu sihhade toluidina (solutie
apoasa 1,3%) si fucsina bazina (solutie 10% inchl@6° ce contine 5% acid
fenic); uscare si montare in balsam de Canada. étieete fungice se coloreaza in
rosu purpuriu, iar fondul este albastru.

Metoda de colorare cu negru — clorazol E

Negru — clorazol E (0,1%) se amesteca cu potasa5%ml si dimetilsufoxid
(DMSO) —10 ml (negru — clorazol se dizolva iniimIDMSO si apoi in potasa).
Fungii se coloreaza in albastru — verzui, iar fdresite gri.

Metoda Burri

O picatura de apa distilata se amesteca pe o lagrashta cu o picatura de tus
China. Materialul patologic sau cel recoltat diftua se suspenda in acest
amestec, se usucasi se examineaza.

10)Metoda Rakette

Tehnica de lucru: frotiul efectuat din cultura seéza cu alcool; colorare cu
solutie apoasa saturata de verde de malachitldatocap de 5 minute; spalare cu
apa de robinet; colorare cu solutie apoasa 0,25%afilanina; spalare cu apa de
robinet; colorare cu solutie apoasa 0,25% de safaspalare cu apa de robinet;
uscare si examinare.

11)Medoda Kufferath modificata
- Tehnica de lucuru: froriul se usuca si se fixegxin caldura) pe o platina sofanta;
colorare cu fucsina Ziehl; spalare cu apa de rapdexolorare cu alcool clorhidric 1% si
apoi cu alcool lactic 2% timp de cateva secundalasp cu apa de robinet; colorare cu
albastru de Nil 1%, 30 secunde; splare cu apdatestiaplicarea unei picaturi de tus de
china diluat peste frotiul umed si intindere peadama; uscare si examinare.

Ascoporii se coloreaza in rosu, iar ascele si b&sirii in albastru — verde, pe
fond intunecat.

12)Metoda Muller

Tehnica de lucru: fixarea frotiurilor; colorare saolutie 5% de acid cromic, timp
de 5 minute; spalare cu apa de robinet; coloracalthcu fucsina Ziehl; frotiul
racit se decoloreaza cu solutie 5% de acid sulfapalare cu apa de robinet;
recolorare cu albastru de metilen Loffler; spatarepa de robinet; uscare si
examinare. Se utilizeaza pentru evidentierea sporil

13)Metoda de colorare Gram

Tehinca de lucru: efectuarea frotiurilor; coloratesolutie 1% de violet de
Gentiana timp de un minut; indepartarea colorantlgype lama; acoperirea
frotiului cu solutie Lugol, timp de 2 minute; deocdre cu amestec alcool-acetona
(in parti egale); spalare cu apa de robinet; coboca fucsina diluata (1/10, timp
de 20-30 secunde; spalare cu apa de robinet usicexaminare. Metoda permite
diferentierea micetilor intacti (Gram +) de ceicurs de degenerare (Gram -).
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Insamantarea probelor patologice pe medii specifice

Indiferent de metodele de diagnostic utilizaitegor, probele patologice vor fi
insamantate obligatoriu pe medii de cultura.

Probele patologice recoltate sunt de obicei efasscuamele si parul. Pentru ca
probele patologice sa nu fie contaminate cu mi@etgin mediu, fie de pe instrumentul
Cu care se recolteaza este necesara respectaraaaswi elementare de igiena. In
primul rand, instrumentarul si ustensilele cu c@ducreaza trebuie sa fie sterile.lnainte
de recoltarea probelor patologice, locul va fi sepitizat cu alcool 70°, prin plasarea de
regiune a unui tampon de vata ce se mentine 3tdecin nici un caz nu se va utiliza
tinctura de iod sau antimicoticele.

Insamantarea probelor patologice medii de culpexiale pentru miceti se face
conform regulilor din bacteriologie. Crustele, stigde pentru miceti se face conform
regulilor din bacteriologie. Crustele, scuamelpegii recoltati se fragmenteaza cu
ajutorul unei lame, a unui bisturiu sau a unuitacils Cu ajutorul unui ac, umectat in apa
distilata sterila, pentru ca materialele patologiaeadere, probele se insamanteaza pe
mediile solide sau lichide, in eprubete sau cwiriPInsamantarea se va face in mai
multe placi sau eprubete cu medii de cultura. Heopatologice uscate se plaseaza in mai
multe locuri pe mediul de cultura. Produsele seamitie vor fi insamantate cu acul de
insamantare, cu un tampon de vata special pregatitu recoltarea exsudatelor sau cu o
pipeta Pasteur, prin atingerea mediului in mai enplincte sau zgarierea mediului de
cultura in zig-zag. Probele lichide se insamantearza pipeta Pasteur.

Materiile fecale se lasa 24 de ore la macerabiuntie de ser fiziologic cu antibiotice
si de abia apoi se insamanteaza in medii de cuDupa insamantare o parte din culturi
se tin la temperatura camerei, iar restul la tetatda 37°C. Cresterea culturii depinde de
temperatura si umiditatea aerului. La temperatazate cresterea este mai inceata. Unii
fungi nu cresc la peste 30°C, alti se dezvoltaralbine la aceasta temperatura, pe cand
alti miceti necesita 37°C. De aceea este prefesalsle efectueze mai multe probe care sa
fie tinute la temperaturi diferite.

Umiditatea crescuta favorizeaza dezvoltarea tocet mediul de cultura, pe cand
uscaciunea o inhiba. Mediile insamantate se urssaziénic pana la maturarea coloniilor
de miceti ce au crescut. Timpul necesar pentrueness si maturarea coloniilor variaza
Cu specia, de la cateva zile la levuri, la catey@amani la'richophyton verrucosum.
Daca dupa o luna de zile nu creste nimic pe madiura este considerata negativa.
Cresterea greoaie sau chiar absenta cresteriiitorgatt fi intalnite in cazul recoltarii
probelor patologice de pe leziuni care au fost sagratamentului antifungic. Pentru a
preintampina aceste inconveniente este necesar &egst caz, probele recoltate sa fie
spalate, inainte de insamantare pe mediu, cu gtiéath sau cu ser fiziologic sterile.

Alegerea mediului de cultura depinde de natuoch@ior care se insamanteaza si de
tipul de miceti suspectat. Dermatologii folosesob&ei doua medi. Sabouraud cu
dextroza si mediul test pentru dermatofiti (DTMIdSirea consecutiva a celor doua
medii de cultura este nevesara intrucat DTM-ul pagiri dezvoltarea coloniilor si masca
pigmentarea coloniilor, cat si inhiba cresterearunizeti patogeni.

Pentru probele de urina centrifugata, cat simpgmtobele fecale, de secretii vaginale
si de sputa se folosesc, de obicei, doua mediutiera, respectiv Sabouraud cu si fara
antibiotice. Pentru probele de urina, mediul agac®onkey poate fi, de asemenea,
utilizat.
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1) Medii de cultura pentru micete

- Se compune din: 2% dextroza; 1% peptona; 2% agar.

- Daca lipseste agarul se obtine un mediu Sabourelid.|
Modul de preparare: 2g dextroza si 1 g peptonazsdva in 100 ml apa distilata; se
adauga 2 g agar (care cu 24 ore inainte a fostimgmh apa); vasul cu acest amestec se
introduce in autoclav incalzindu-se incet panallda + 120°C; se scpate vasul si se
raceste la 100°Qiltrarea la cald prin vata hidrofila sterila; repaarea mediului in cutii
Petri sau eprubete si se sterilizeaza din nou epele vor fi mentinute in pozitie
inclinata, in cazul mediului solid).

- In lipsa autoclavului, amestecul de suttetae fierbe 30 de minute.

- Propozitia glucozei poate creste la 4% mheacest caz, nu se dezvolta micetele
levuriforme.

- Mediul Sabouraud este favorbil si pentesterea bacteriilor, putand astfel
impiedica dezvoltarea micetilor.De aceea se apalBaza purificarea materialului de
insamantat, fie la adaugarea de antibiotice.

Purificarea probelor de insamantat se poate eeplin:

- insamantarea materialului patologic imrraediu acid. Se poate utiliza in acest
sens, fie lichidul Raulin (pH 3,5), fie mediul Saiaud lichid acidifiat cu acid clorhidric
normal (trei picaturi de HCI pentru 5 ml mediu, iobhd un pH 3,1). Dupa 1-2 pasaje pe
aceste medii acide, bacteriile mor, putandu-sesti@insamantarea pe medii specific
pentru micete.

- metoda inelului Raper. Un inel de stidargroduce pe jumatate in mediul de
cultura (din placuta Petri). Insamantarea matduahatologic se face in interiorul
inelului. Bacteriile se vor dezvolta doar in sphtialimitat de inel in timp ce micetele vor
penetra mediul si se vor dezvolta doar in spatlihdtat de inel in timp ce micetele vor
penetra mediul si se vor dezvolta in afara inejdiber de bacterii.

- Adaugarea de antibiotice la mediul Sabodreste frecvent utilizata. Se poate
utiliza, in acest sens, asocierea penicilina psbraicina: penicilina 20.000 U.I.,
streptomicina 40.000 U.I. (40 mg), mediu Sabounamditru.

- Alte antibiotice ce pot fi utilizate peatinhibarea dezvoltari unor bacterii sunt:
cloramfenicolul 50 mg/l mediu, aureociclina 0,08, mg/l mediu, cycloheximida
(actidiona 400 - 500 mg/l mediu.

- Daca la mediul Sabouraud se adauga atitibjaceasta operatiune va fi efectuata
inainte de turnare in placile Petri, dupa racir0acC.

- Antibioticele, la fel ca purificarea in dhia acid, nu asigura distrugerea
ciupercilor saprofite care pot inhiba dezvoltarageatelor patogene. Totusi, dintre
antibiotice, cycloheximida are si actiune antifurggiprevenind dezvoltarea unor ciuperci
parazite precum suntryptococus neoformananele specii d€andida(in afara deC.
albicans), Aspergillus, Torulopsisele specii ce apartin Bygomycetes.

- Ciupercile pot, de asemenea, sa-si mentina viatehttimp de mai multi ani
( chiar pana la 20 de ani) prin pastrare in aptiatis.

2) Bulion Sabouraud glucozat (Mc Ginnis, 1980)
- Permite dezvoltarea specikichophyton mentagropyteSe poate folosi la
revitalizarea unor suse de fungi din culturi maihiefie se inoculeaza un tub cu
un fragment mai mare dintr-o colonie, fie se vdrskonul direct pe suprafata
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culturii de regenerat si se incubeaza 3-4 saptamani

3) Mediul test pentru dermatofiti (D.T.M)

- D.T.M se utilizeaza, de obicei, in paralelmediul Sabouraud pentru izolarea si
diferentierea dermatofitilor din mediile contami@&u bacterii si alte ciuperci. Are
urmatoarea compozitie: dextroza - 10g; peptonaintafde soia - 10g; agar-agar -
17g;rosu fenol -0,2 g; cycloheximida - 0,5g; gentana sulfat - 0,1g; clortetraciclina -
0,1g; apa distilata - 1000 ml.

- Lafinal, mediul se va aduce la pH de 5,5.

- Antibioticele din mediu se utilizeaza ggeati antifungici si antibacterieni. Rosu
fenol are rolul de indicator de pH. Dermatofitiilizeaza la inceput proteinele din mediu
cu eliberare de metaboliti bazici ce vireaza medaila galben la rosu. Multi alti fungi
utilizeaza mai intai hidratii de carbon si mai targroteinele, putand si ei sa vireze
culoare mediului in rosu dar dupa o perioada debatie mai lunga (10 - 14 zile sau
chiar mai mult ). De aceea, pentru identificareard@gofitilor sunt esentiale primele 10
zile de incubare.

- Fungi cdblastomyces dermatitis, Sporothrix schenkii, H.stagtum, Coccioides
immitis, Pseudoallescheria boydii unele specii dAspergilluspot vira culoare mediului
in rosu. De aceea, examenul microscopic este dbtiggpentru a preveni unele erori de
diagnostic.

- Cycloheximida din D.T.M. determina inhibarea detani unor micete, precum
Cryptococcus neoformansnele specii d€andida (exceptand C. albicans),
Aspergyllussi din grupaZygomycetedDaca se doreste identificarea acestora, se
vor face insamantari paralele pe mediu Sabourargdszanu contina acest
antibiotic.

4) Geloza Blasto D (Kane, 1984)

- Permite dezvoltarea formei levurice a mitte Blastomyces dermatidia 37°C.
Mediu specializat, care asigura transformarea fofihaenentoase a micromicetul&.
dermatitidisintr-o forma levurica prin cultivare la 37°C.

5) Geloza cord-creier

- Permite dezvoltarea spediandida albicansobtinerea formei levurice a speciei
Sporothrix schenckla 37°C. Mediul cu cloramfenicol inhiba dezvoltakescteriilor de
contaminare, in speci8taphylococcus epidermis

- Mediul se poate folosi pentru izolareadilor patogeni prin insamantarea
prelevatelor din leziuni. Varianta cu sange de paiate favoriza aparitia formelor
levurice la fungii dimorfici. Se comercializeazaforma deshidratata.

6) Mediul Czapeck-Dox
- Asigura cresterea si dezvoltarea spéa@eergillus flavugcolonii verzi-galbui).
Mediu de referinta pentru identificarea speciilerapartin genuluAspergillus.

7) Geloza nutritiva 2% (Geloza simpla 2%)

- Se compune din: agar - 20 g; apa distilata — 1000 m

- Modul de preparare: dupa adaugarea agarului insmgsta se fierbe pana la
completa dizolvare;
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- se sterilizeaza la 121°C timp de 15 minute.
Aspect: geloza incolora, transparenta. Favorizeppaularea majoritatii speciilor de
micromiceti saprobioti (Mc Ginnis, 1980).

8) Mediu cu extract de drojdie de bere

- Se compune din: extract de drojdie de bere — 100@lotoza sau maltoza - 35 g;
geloza - 20 g;

- Mediul trebuie sa fie adus la un pH de 5,6. Stmika se face la 121°C, timp de
10 minute.

- Extractul de drojdie de bere se obtine prin fieghé&mp de 5 minute, a 100 g
drojdie de bere in 1000 ml apa distilata. Se e si se raceste.

- Mediul este utilizat pentru fungii levuriformi sednatofiti.

9) Mediul Dixon

- Se compune din: agar cu extract de malt (Oxoid)g:@dlla de bou (Oxoid) —20 g;
tween 40 — 10 ml; glicerol mono-oleat —2,5 ml; dgsilata pana la —1000 ml.

- Modul de preparare: se dizolva succesiv diferitelmponente in apa si apoi se
sterilizeaza mediul obtinut, 20 minute,la 115°C.

- Mediul se utilizeaza pentru izolarea si cultivaspacieiMalassezia furfur.

10) Mediul Christense (Geloza cu uree) (Mc Ginnis,@)98

- Mediul se foloseste pentru identificarea unor deafita in special a speciilof.
rubrum si T. mentagrophytes. T. mentagrophgtte usor pozitiv (rosu), idr.
rubrumureazo-negativ (oranje).

11) Mediul cu extract de seminte de Niger (mediu sei@eantru Cryptococcus
neoformas)
- Este mediu selectiv pentru cultivarea speciei Grgptcus neoformans.

12) Geloza Mycosel (Micobiotic Agar)

- Mediul este compus din: peptona — 10 g; glucoz@ g;lgar — 15 g;
cicloheximida — 0,4 g; apa distilata — 1000 ml.

- Mod de preparare: se amesteca ingredientele grieplana la dizolvarea lor
complecta;

- Se sterilizeaza la 121°C, timp de 15 minute.

- Aspectul mediului este de geloza galbuie, transpgareH-ul final la 20°C: 6,9 +
0,2.

- Mediu selectiv utilizat pentru izolarea primaraardatofitilor Cycloheximida
inhiba dezvoltarea majoritatii levurilor si fungilblamentosi potential patogeni).
Mediu disponibil comercial (Difco). Trebuie sa pétardezvoltarea speciei
Trichophyton verrucosumsi sa inhive total sau partial pe aceea a speciilo
Aspergillus flavus si Staphylococcus epidermidis.

13) Geloza cu purpur de bromcrezol, lapte praf, glucoza
- Mediu selectiv folosit la decelarea dermatofitéodiferentierea speciilor.
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rubrum si Microsporum persicolor de T. mentagrosyfTrichophyton rubrumu
produce nici o modificare de pH si creste greu mil& la 25°C;Trichophyton
mentagrophytealcalinizeaza mediul si creste abundent in 7lai@5°C.

14) Mediul cu orez (Rebell si Talpin, 1970)

Se utilizeaza pentru identificarea speciei Micraspoaudouinii si a suselor
nesporulate de M. canis. M.canis se dezvolta laladoreaza un pigment galben
si sporuleaza abundent; M. audouinii nu cresteceagterea este deficitara.

Medul si criteriile de stabilire a diagnosticulurip culturi

In stabilirea diagnosticului si precizarea spedegvoltate, se va tine seama de unele
criteriiL

Timpul necesar dezvoltarii culturii si care difelala o specie la alta.

Aspectul macroscopic al coloniei, care se poateriref suprafata — mata,
stralucitoare, pufoasa sau prafoasa; relief (cBntririabila, cremoasa, pastoasa;
culoarea suprafetei coloniei si culoarea reverstipiezenta eventuala a unui
pigment ce difuzeaza in mediu.

Aspectul microscopic, care se stabileste prin taoed unui fragment din colonia
de examinat, ce se aseaza pe o lama de sticla,g@stse toarna 2-3 picaturi de
hidroxid de potasiu sau alt disociat si se exanzada microscop. Ansa cu care se
face recoltarea se sterilizeaza prin flambare. Reea se va face atat de la
suprafata, cat si din profunzimea coloniei.

Elemente de morfologie microscopica a dermatofidio culturi

La examenul microscopic al culturilor de dermatafé pot intalni, indeosebi,
urmatoarele elemente, care, in ansamblul lor, faza®rganele de fructificare:
Macroconidiile (fusuri) sunt elemente fuziforme,care se dezJal@apatul unui
filament micelian sau pe una din laturile sale. &apliber este rotunjit sau
ascutit. Sant impartite in cateva camarute (Ipjot fi gasite izolate sau grupate pe
aceeasi ramura miceliana.

Microconidiile (aleurii, aleurospori) sant mici elemente celuldegorma
rotunda, ovoida sau piriforma cu diametrul de 8pgate de miceliu printr-un mic
pendicul. Ele pot fi izolate sau dispuse “in sgi@tladium) sau “in ciorchine”. La
unele specii de dermatofiti, sant foarte numerofasmand la suprafata coloniei
un depozit fainos (in limba greaca, aleuron = faina

Clamidosporii sunt elemente specifice foarte des intalnite. Spati voluminosi,
rotunzi, avand o citoplasma foarte densa, un pesdtdar foarte gros, cu dublu
contur, de aspect refrigent. Clamidosporii poefiinali (situati la extremitatea
unui filament), intercalari ( intre doua ramurafthentoase) si, uneori “in lanturi”
Organele nodulare sant formatiuni constituite dintr-o impletire sisa de
filamente miceliene.

Miceliile observate la microscop pot fi gasite sub difersjgeate:

“in racheta” — miceliu septat, ale carui articole prelungitdaaxtremitatea
distala dilatatii in forma de maciuca, calecheta;
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- “in spirala” sauvrile, cu extremitatea libera rulata in forma de spjreégaun arc
de somiera

- “in candelabru”

- “in coarne de cerb”(ramificate)

- denticulate- asemanatoare dintilor unui fierestrau.

Tabelul 4
Caracteristici macroscopice Caracteristici macroscopice
Specia Avers Revers Macroconidii Microconi [Elemente
Macroconi
dii
Aspect [Culoare Culoare Forma Perete Loji |Numar |dii Suplimentare
M canis Pufos |Alb-galbui Galben- Fus gros, 7-14|mare |rare cao [Hife
Oranj echinulat maciuca
M.audouinii Fin- Alba roz sau Fus sau gros, 1-8 |mic rare, Clamidospori,
Pufos Galbui Neregulat |Echinulat piriform Organe nodulare
Hife pectinate
M. equinum Pufos Incolor Bruna Fusuri Gros, 4-8 |mic rare Hife
Mici Echinulat
M.persicolor Pudros [Bej-roz Galbella |Maciuca |Subtire, 1-10 |varialbil {multe Hife spiralate(vrile)
Roz Rare echin pedunculat|Si in forma de
croza
M. gypseum Gipsos |Galben-brun |Bej sau Suveica [Subtire, 1-6 |f. mare |rare Hife "in racheta”
Sau bej Brun-oranj Echinulat
M. nanum Pudros [Alb-galbuie, [Brun- Ovoide Subtire, 1-3 |Mare rare Hife
Bej Roscat,bej [Mici
M.praecox Pudros (Alb Galben Suveica |[Subtire, 6-9 [f. mare [Rare Hife
M. cookei Pudros |Galbuie Rosu- Suveica |Gros, 2-8 [mediu |[Numeroas |Hife
e
Purpuriu
M. ferrugineum [Pudros [Alb-galbuie [Ruginiu Hife septate ca
"batul de bambus;
Clamidospori
Solitari sau in lant
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Tabelul 5

Caracteristici macroscopice |Caracteristici
macroscopice
Specia Avers Revers Macroconidii Microcon |Elemente
[
Aspect Culoare |Culoar [Forma Perete |Loji |Numar |dii Suplimentare
e
T.verrucosum |galben-  |Galbui- [incolor-|in coada (subtire mic rare Clamidospori,hife
cerebrifor |Bej galben [de In coarne de cerb
m sobolan
T. pufos, Alb, alb- maciuca |[subtire | 1-6 |varialbil|multe Hife cu vrili,coarne
mentagrophyt
es
paros Bej galbui, rotunde |de cerb si organe
rosu Nodulare
T. rubrum pufos alb roz- cilindrica |subtire | 2-3 |varialbillovoide |Uneori hife
pectinate
rosietic Si clamidospori
T. violaceum |ceros, crem crem Ollispses
sau sau sau
plisat violet  |violet sunt
putine
T.tonsaurans |pufos galbuie |acaju [neregulat |usor varialbil[numeroa [Uneori cu
a se clamidospori
ingrosat Si vrile
T. megninii pufos alb,apoi [rosu [cilindrica mic mici,
roz-pal piriforme
T. equinum pufos alb acaju [maciuca |subtire, | 2-6 [mediu [numeroa
se
T. schoenleinii |galben, |alb- O[rare miceliu cu aspect
de
plisat ceros Coarne de cerb si
Clamidospori
T. pufos alb- Galbui [maciuca |subtire | 1-5 |mic numeroa
qguinckeanum se
liliachiu
T. gallinae pufos alb Roz- |maciuca |gros,un | 4-7 |mediu |rare
eori
rosietic echinula
t
T.erinacei pufos alb galbui [maciuca |subtire | 1-4 [relatic |numeroa | vrile
se
mic ovalare
T. simii pufos crem galben [cilindrica |subtire | 1-6 |mediu |numeroa |vrile numeroase
sau se
roz-pal
T. ajelloi pufos bej brun |[cilindrica |ingrosat|1-10 |f.multe |rare
T. terestre Pufos alb rosietic [cilindrica |subtire | 4-8 |variabil [numeroa |Vrile
se
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CANDIDA ALBICANS

Examen direct:- celule levurice mici,rotunde sau ovale,de 2-5u,iguriie,cu
peretele subtire;

- pseudomicelgonstituite din blastospori alaturati.Ramurile yg@miceliilor se
formeaza in grupuri de cite 4-6 la capatul unordrdicelulele ce le constituie.Ramurile
alcatuiesc o coroana (verticiliu),fiecare dintretai putind forma noi coroane.La unele
specii deCandidase pot gasi dilamente miceliengeritabile.

Mediul de cultura: Sabouraud.

Dezvoltarea culturilor.24-48 de ore ,la temperatura camerei.

Aspectul macroscopic al culturilor :colonii rotunde ,mici ,de culoareem sau crem-
galbuie, reliefate ,convexe,umede lucioase, deistamga cremoasa ,ca
untul,neaderentede mediu(fig. 60)

Aspectul microscopic al culturilor:

- celule levuricgblastospori) de 2-4u diametru ,rotunde sau ovatatdte in curs
de inmugurire;

- filamentdfilamentarea este caracteristica pentru Candida);

- clamidiospori(numai laCandida albicangcelule sferice de 20-22u diametru
,refringente ,cu dublu contur ,ce se gasesc |langtdtea unor ramuri pseudomiceliene.
Se produc atunci cind cultura @andidaeste trecuta pe mediul P.C.B.

ASPERGILLUS FUMIGATUS

Examenul direct al materialului patologic ( recoltat din sputa ,exudat din ureche ,
puroi ):

- spori mici ,rotunzi , de 2-3 1 , de culaerzuie-bruna;
- filamente miceliene fragmentate.

Mediul de cultura: Sabouraud ,la temperatura camerei.

Dezvoltarea culturilor foarte rapida.

Aspectul macroscopic al culturilor : colonia apare sub forma unui difiz dinos , la
suprafata mediului. In scurt timp ,de vine verdeegpegru-verzui (fig. 65 ).

Aspectul microscopic al culturilor : capete aspergilare caracteristioegtea sunt
formatiuni globulare , situate la capatul flamdatunicelian; suprafata lor este acoperita
de prelungiri radiare , ce poarta lanturi lungisperi.Capetele aspergilare se pot observa
mai bine direct pe tubul de cultura.

SPOROTRICHUM SCHENCKII

Examenul direct al materialului patologic : parazitul micotic este rareori vizibil la
examenul direct ,lama se coloreaza prin metoda -Graywald-Giemsa , dupa ce
puroiul a fost diluat in 15 volume de ser fiziologge poate observa :
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- celule rotunde sau ovalare grupate;

- corpi asteroizi , care se gasesc la cazuriléddierica de Sud , Africa de Sud ,
mai rar in S.U.A. Nu se gasesc in Europa . Ei pot f

a) in forma de tigara ,cu extemitatea rotunjiexgi de 2-3 p silungi de 3-5
asezati intercalar , in leucocite sau in celugg@gte;

b ) de forma asteroida , element regulat rotymdnstituit dintr-un spor rotund , cu
peretele dublu, mai colorat.Suprafata corpuscuksgte acoperita de raze ca niste
"maciuci”, dindu-i un aspect de stea .

Mediul de cultura : Sabouraud ,la temperatura cansela 37°. Se poate dezvolta si
pe mediul cu singe si agar. Insamintarea purosduiace depunind o picatura de puroi pe
peretele eprubetei, in unghiul format de geloztisla .Se tine apoi la 37° sila
temperatura camerei.

Dezvoltarea culturilor. pe mediul Sabouraud , la temperatura camereig®eolta in
3-5 zile ;cultura neste singura metoda sigura dgrabstic .

Aspectul macroscopic al culturilor : coloniile sunt la inceput albe ,orease
,opace,netede,asemanatoare cu coloniilatedida. Pe masura ce se dezvolta ,
suprafata devine incretita , membranoasa, cu orasaaeola pufoasa,ajungind sa ocupe
,Cu timpul , toata suprafata mediului de culturignientatia coloniilor poate sa varieze de
la de la tulpina la tulpina -de la alb ,pe carel@iepasreaza in mod nedefinit,trecind
progresiv prin galben ciocolatiu, la brun si cHanegru. Pigmentul se poate schimba la
trecere.

Aspectul microscopic al culturilor :o retea fina de filamente micelieme prea largi ,
cu diametrul de 2 p ,septate si ramificate , ap@damurile laterale sau la capatul unei
terminatii miceliene subtiri grupuri dgori caracteristici,ovali sau sferici ,apoi rotunzi,
de culoare bruna si cu perete dublu , in cultwdehi. Separati de suportul lor ,acesti
spori ,al caror diametru variaza intre 3-5 si 2-4ge pot inmulti prin inmugurire.

Coccidioides Immitis

Examen direct : corpi rotunzi prezenti , liberi sau intracelulan celulele gigante , dediametru
variabil (20-60 W), cu peretii grosi, refringentiy continut omogen, apoi granular; sunt umpluti cu
numerosi endispori mici (2-5 Y1), uninucleati; uniemcesti corpi rotunzi au aspect echinulat.

Mediu de cultura: Sabouraud, la 25°.
Dezvoltarea culturilor in 4-5 zile.
Aspectul macroscopic al culturilor:
- filamente miceliene septate in artrospori dreptumgh, asezati in forma de
lanturi, care, examinati in clorallactofenol, sezinta sub forma de articole
intunecate, separate de spatii filamentoase clare.

Histoplasma capsulatum

Mediu de cultura: Sabouraud.Se insamanteaza mai multe tuburi. Untie ke
temparatura camerei, altele la 37°.Pentru contirg#tstric,este preferabil sa se faca
insemantarea sedimentului obtinut prin centrifugare

Dezvoltarea culturilor:foarte lenta, dupa minimum 3-4 saptamani.
Aspectul macroscopic al culturilor : colonii rotunde, usor pufoase, albe un miceliu
aerian, care capata, cu timpul, culoarea bruna.
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Aspectul micoscopic al culturilor :
- filamente miceliene ramificate, unele “ in racheta”
- spori mici, rotunzi sau ovali,in ramurile laterale;
- clamidospori mari (10-20 u), tuberculati, rotunaugiriformi, cu peretele gros.

CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS

Mediul de cultura: Sabouraud, 37° si la temperatura camerei

Dezvoltarea culturilor pe mediul Sabouraud, la temparatura camerei,aliezea
este inceata; la 37°, insa C. neoformans patogestecfoarte repede. Prin aceasta se
deosebeste de culturile criptococice similare, ayste.

Aspectul macroscopic al culturilor:

- latemperatura camerei-colonia levuriforma estiadaput alba, cutata si
granulara; ulterior, se dezvolta o colonie tipismeda, vascoasa, mucoida, de
culoare crem-cenusie.

- la 37°-colonie mucoida, vascoasa, de culoare cacenusie; seamana uneori
cu culturile de bacili Friedlander.

Aspectul microscopic al culturilor: celule inmugurite, scurt tub gerrativ terminal.

Examenul caracterelor biochimice

- Un examen complementar pentru identificarearitifier specii de levuri este cel
mai privind determinarea unor caractere biochinaleeacestora. Aceste metode au in
vedere punerea in evidenta a depedentei levurdaradbonul organic ca sursa de energie
si a comportamentului diferi al speciilor fata ddstratul pe care sunt puse sa se
dezvolte.

- Fermentata zaharurilor, preconizata de langer@usrra, este bazata pe
proprietatea ciupercilor levuriforme de a fermem&le mono- si dizaharide.
Rezultatele, destul de stabile, permit folosiressga insusiri a diferitelor specii
de Candidain scopul identificarii lor. Zaharurile utilizatest: glucoza, maltoza,
zaharoza, lactoza, rafinoza.

- Metoda auxonogramei se bazeaza pe propietatearciopelin genulCandidade
a asimila hidrantii de carbon sau azotul. TulpiegCdndida care urmeaza a fi
identificata este incorporata in medii specialese¢oarna in cutii Petri, care
contin substante glucidice sau azotoase necesaveltiii ciupercii.
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Tabelul 6

Specia Fermentarea |Auxonograma

zaharurilor  [Aximilarea Asimilarea

Zaharurilor Azotului

GMZLR |GMGaZLR [PeAsSaNpUr
C. albicans + - - - ++ - -+ -+
C. stellatoidea + +- - - S I
C. tropicalis + 4 - S I
C pseudotropicalis |+ - + + - R B
C. krusei + - - - - + - - - - - + 4+ + -+
C. parakrusei + - - - - +++--- |+t
C. guilliermondii + - +- - -+ - -+ [+t -
C. periculosa ++ +- - + o+ - - - - - - -

Examenul caracterelor biochimice

Un examen complementar pentru identificarea itifler specii de levuri este cel
privind determinarea unor caractere biochimiceaakestora. Aceste metode au in
vedere punerea in evidenta a dependentei levadaarbonul organic ca sursa de
energie si a comportamentului diferit al specifita de substractul pe care sunt puse
sa se dezvolte.

Testul cu alcool etilic

Se obtine un mediu format din: fosfat monopotasicO g; sulfat de magneziu
crist. — 0,5 g; sulfat de amoniu — 0,1 g; apa lditsti— 1000,0 ml.

Mediul se sterilizeaza la 115°C, timp de 15 nen@e raceste si se adauga alcool
etilic 95° in proportie de 3% si cateva picaturidtejdie de bere.

In paralel se pregateste si un mediu de culanadlcool etilic. Insamantarile se
fac in paralel, in tuburi fara alcool etilic. Mede bazeaza pe capacitatea unor levuri
de a se dezvolta in prezenta alcoolului etilicmifindu-le de ce care sunt inhibate
de acesta.

Testul degradari arbutinei

- Unele levuri au capacitatea de a degrada arbutiglucoza si hidrochiona,
caracteristica care este folosita pentru identiéador.

- Cultivarea se face pe un mediu compus din: exttaatrojdie de bere 1000,0 ml;

agar — 20,0 g; arbutina — 5,0 g;

- Dupainsamantare, la 2-6 zile, coloniile care agra@at arbutina prezinta un inel
brun inchis in jurul lor.

Examenul histologic

- Punerea in evidenta a unui fung la nivelul tiselste o dovada a puteri sale
patogene. Ea traduce invazia fungica, permitarfdlaistinctia fata de o simpla
contaminare (caz in care tesuturile nu sunt in\eggdat

- Leziunea caracteristica este granulomul micot@ulge de tip inflamator cu
evolutie subacuta/cronica. Evolutia poate fii speeroza, ramolisment, goma,
abcedare.
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Structura granulomului micotic [2]
- La periferie o zona de fibroza
- Zona granulomatoasa: limfocite, plasmocite, eoZi@of
- Zona macrofagica: celule gigante, celule in pabsad
- Zona centrala purulenta: polimorfo-nucleare, elememicotice.
Biopsia cutanata se executa in cazul micozeldupde, la om, caine si cabaline.

Coloratia cu acid periodic schiff (PAS)
- Elementele micotice apar colorate in rosu pe un falbastru deschis. Este o
metoda specifica pentru ciuperci.

Metoda impregnatiei argentice(Gomori si Grocott)
- Micetele sunt colorate in negru pe un fond verdeadbastru, in functie de
coloratia de contrast folosita.

Metoda de colorare dupa Gridlay

- Sporii si levurile se coloreaza in rosu (de difenuante) iar hifele in albastru
inchis.

Coloratia — Hemalaun — eozin — safran (HES)

Diagnosticul imunologic

- Diagnosticul imunologic se bazeaza fie pe iderdiga antigenelor sau
anticorpilor circulanti, fie pe evidentierea stdnijpersensibilizare. In functie de
aceasta, se folosesc metode serologice pentrufiderga anticorpilor sau
antigenelor si metode de evidentiere a starii gersensibilizare.

Cercetarea starii de hipersensibilitate cutanata

- pentru evidentierea starii de hipersensibilizaratg§zeaza antigene solubile
metabolice sau somatice care sunt injectate imnaideSe pune, astfel, in
evidenta hipersensibilizarea de tip intarziat saj mar, hipersenzibilizarea de tip
imediat.

- Pentru prepararea tricofitinei se folosesc unansaumulte specii de dermatofiti,
mai ales cele bogate in organe de fructificareefdamplu Trichiphyton
mentagrophytes).

- Levurina este un antigen preparat dintr-un filstatril de cultura de Candida
albicans.[3]

- Hipersensibilizarea intarziata apare in aproxima&wzile dupa infectia micotica
si dureaza mai mult timp. Pozitivitatea in cazualatgei intarziate se caracterizeaza
prin aparitia, la 24-72 de ore, a unei reactii pajgritematoase cu diametrul de
cel putin 0,5 cm. Reactia poate fi mai puternicallcere si nercoze. Reactia
negativa la inocularea intradermica nu inseamra@deiuna absenta infectie.

- Anergia poate fi cauzata de carente alimentarenutrdie, diabet, cancer, etc.

- Hipersensibilizarea de tip imediat este pusa idestia rapid (15-30 minute) si se
caracterizeaza printr-o reactie papulo-eritematdads#p urticariform.

- In cazul reactiilor intense, se pot constata sbfieene de ordin general: cefalee,
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curbatura, stare febrila. Uneori, se pot produegaxcerbare a focarelor de boala

existente (reactie de focar). Pot aparea si mzaufe diseminate in vecinatatea

focarului sau in alte zone ale corpului. Este vatbasa-numitele tricofitide.

- Evidentierea anticorpilor poate fi facuta utilizaghiferite forme de dezvoltare ale
micetelor (spori, filamente miceliene) sau antigsakibile. In acest scop, sunt
utilizate urmatoarele metode: reactia de aglutinaactia de precipitare in lichid
sau geloza, reactia imunoezimatica(ELISA). Pentiileficiente, aceste metode
trebuie sa fie specifice si sensibile. Metoda ineleciroforezei pare a fi cea mai
specifica.

- False reactii pozitive pot apare la pacientii Gardrecut prin boala sau care au
fost injectati cu antigene. Reactii negative pantalnite la animalele
imunodepresate, din diverse motive, datorita titedlus de anticorpi. De
asemenea, la inceputul infectiei micotice (8-14)ziitlu de anticorpi este redus.

- Nivelul anticorpilor este cu atat mai mare cu cabizia tisulara este mai
pronuntata, dar prezenta anticorpilor nu este @adawa unei micoze evolutive. [2]

- Coccidioidina este folosita ca antigen in reacégecipitare pentru diagnosticul
coccidioidomicozei.

- Extracte carbohidrate din culturi de Sporotrichwhenckii sau din mediul de
cultura unde a crescut fungul au fost folosite r#gane in testul de precipitare
pentru sporotrihoza [1]

Evidentierea antigenelor ( de exemplu Criptococmsformans, Aspergillus

funigatus) prin aglutinarea particulelor de latersbilizate cu anticorpi monoclonali.

Metode imunohistochimice — punerea in evidentat@eanelor tisulare prin

intermediul anticorpilor poli sau monoclonali ptehnici de imunoflorescenta sau de

imunoenzimologie. [2]

Inocularea experimentala a animalelor de laborator

- Aceasta metoda este utilizata, mai ales, pa@rcetare decat pentru diagnosticul
propriu zis al micozelor. Inocularea experimentalamicete recoltate de la om sau
animale, se face la animalele de laborator, premoipaii, soarecii, sobolanii si iepurii.
Inocularea poate fi facuta pe cele mai diverseadanata, subcutanata, intraperitoneala,
intravenoasa etc.Este bine inoculul sa provina-dirdultura proaspata.

Identificarea ADN-ului specific

- Evidentierea ADN-ului specific micetelor este pasipdin probele patologice,
prin amplificarea enzimatica a ADN-ului. Acest lu@e realizeaza prin PCR
(reactia de polimizare in lant). Se produce, astienportanta cantitate de ADN
specific pe baza caruia se identifica parazitué ¢a produs. Utilizarea sondelor
nucleice in micologie este, totusi, limitata. Ciupke sunt bogate in nucleaze,
care complica operatiunile de purificare la anaéizeDN-ului. In plus, analizele
genetice nu se pot aplica la fungii imperfectiagoc reproducere sexuata nu este
cunoscuta. Aceste sonde pot fi utilizate, cu syqoexstru diagnosticul
candidozelor, aspergilozei si histoplasmozei cudpissma capsulatum.
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Antibiograma fungica

este folosita pentru determinarea sensibilitatéilanumite specii de agent
micotic, izolat din leziune, fata de un produs famgic. Se pot folosi urmatoarele
metode:

Metoda calitativa: rezultatul se citeste dupa uerwal de 1-3 zile, masurandu-se
diametrul ariei de inhibitie a agentului fungic,wanare a actiunii produsului
antimicotic.

Metoda cantitativa: aceasta metoda consta in panereontact a tulpinii
agentului fungic in cauza cu antimicoticul pe datestam, in diferite
concentratii.

Contaminanti

Recunoasterea contaminantilor care pot fi gasitnpdiile inoculate cu materiale
patologice prezinta o importanta deosebita deoareak putine ori lor li se
atribuie calitatea de agent etiologic.[5]

Fungii nepatogeni pot contamina aerian mediul dei@isau pot fi introdusi in
mediu odata cu materialul patologic.

Exemple de contaminatii uzual intalniti: Penicithusp., Paecilomyces sp.,
Scopulariopsis sp., Gliocladium sp., Monilia sitd@h Verticillium sp.,
Trichoderma sp., Cephalosporium sp., Fusariumpspora sp., Mycelia sterila.



