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Prefatd

Fungii — microorganisme familiare tuturor prin omniprezenta si diversitatea
lor, au fost considerati mult timp inofensivi pentru om, singurele manifestari induse de
acestia — candidozele superficiale si dermatofitozele — avand un prognostic vital
favorabil. Odata cu individualizarea micologiei medicale ca stiinta de sine statitoare in
cadrul microbiologiei, in prima jumadtate a secolului trecut, si intensificarii
investigatiilor in acest domeniu, au aparut date din ce in ce mai certe privind
implicarea fungilor intr-o serie de entitdti nosologice care pot fi grupate In micoze
(superficiale, profunde, sistemice), micotoxicoze si alergoze.

In conditiile actuale, cind organismele umane sunt supuse interventiei a
numerosi factori agresivi care le destabilizeazd homeostazia si le induc modificari
reactive detrimentale, referindu-ne la posibilitatea implicarii unei specii fungice sau a
alteia Tn determinarea unor entitati morbide, asertiunea ca “practic, putem intdlni orice,
oriunde” este cat se poate de veridicd. Limita dintre patogen si nepatogen, dintre
colonizare si oportunism, este extrem de labild, neexistdnd practic o delimitare stricta.
Fungi considerati cu cca. 1 — 2 decenii in urma ca nepatogeni, existdnd in mediul
ambiant doar ca banali contaminanti, sunt astizi recunoscuti ca agenti patogeni
redutabili in cazul gazdelor imunocompromise. Fungii patogeni reprezintd astizi o
provocare pentru lumea medicald, atit din punct de vedere epidemiologic
(augmentarea incidentei micozelor invazive), cat si diagnostic sau terapeutic. Se
considerd ca aproximativ 5% dintre decesele intraspitalicesti se datoreaza unei cauze
sau complicatii fungice. Micoze precum aspergiloza invaziva, zygomicozele sau
scedosporiozele sunt responsabile de un numar crescand de decese prin diagnosticarea
adeseori dificila si terapia extrem de costisitoare si de multe ori ineficace.

Scopul prezentului volum este de a pune la dispozitia medicului de laborator si
clinicianului o suitd de tehnici utile in diagnosticarea $i managementul ulterior al
micozelor. Am incercat prezentarea acestora in succesiunea lor logica, intr-o maniera
cat mai comprehensibild, urmarind toate etapele demersului diagnostic, de la
prelevarea probelor pana la testele de sensibilitate la antifungice. De asemenea, am
imprimat lucrdrii un caracter de ghid practic, reducand la maxim consideratiile
teoretice. Inevitabil, unele tehnici sau proceduri au fost omise, fie pentru a nu
supraincirca textul cu informatie redundanta, fie din cauza performantelor reduse ale
acestora. Bineinteles, varianta propusa este perfectibild, iar sugestiile cititorilor avizati
vor sta la baza unei eventuale noi editii.

Speranta noastra, a autorilor, este ca acest ghid sd aduca o viziune unitarad in
micologia clinicd din Romania si sa contribuie la ameliorarea capacitatii de diagnostic
si control a micozelor, atit a celor superficiale, dar mai ales a celor invazive, cu
prognostic infaust. Salvarea si ameliorarea calitatii vietii pacientilor critici, printr-un
diagnostic etiologic corect si o monitorizare riguroasd a terapiei antifungice, au
reprezentat argumentele primordiale ale acestui demers publicistic.

Autorii

lasi, iulie 2007
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Maria Dan, Bogdan Doroftei, Petru Cazacu, Magdalena Mares, Mihai Mares

Tehnici de recoltare, transport si
procesare primara a prelevatelor clinice

Maria Dan, Bogdan Doroftei, Petru Cazacu, Magdalena Mares, Mihai Mares

Recoltarea sau prelevarea probelor este o actiune deosebit de importanta
pentru diagnosticul diverselor micoze interne sau superficiale, ea fiind o
etapa critica a acestui demers. Modul de prelevare a probelor si operatiunile ulterioare
la care acestea vor fi supuse sunt specifice fiecarui situs de recoltare §i pot reprezenta
tot atatia factori limitativi pentru un diagnostic eficient in cazul executérii lor incorecte.
Se recomanda ca prelevarea probelor sa fie realizatd de personalul laboratorului de
micologie, special instruit in acest scop. Cantitatea / volumul prelevatului trebuie sa fie
suficient de mare pentru a permite efectuarea examenului microscopic direct,
cultivarea si eventual examenul histopatologic pe biopsie. Procesarea probelor va
incepe cat mai curand posibil dupa recoltare, fard a depasi timpul maxim de asteptare.

Formularul de cerere pentru analize microbiologice

Probele prelevate vor fi insotite obligatoriu de un formular de cerere pentru
analize microbiologice care va cuprinde datele de identificare ale pacientului, tipul
prelevatului, ora recoltdrii i examenele de laborator necesare. Unele date anamnetice
(profesie, calatorii in zone endemice etc.) ca si unele informatii clinice relevante sunt
importante pentru medicul de laborator in procesarea optima a probelor si vor fi
furnizate de catre clinician 1n acelasi formular. Formularul de cerere va contine si
numele medicului, numarul de telefon, clar indicate, pentru a fi contactat in cazul unor
rezultatele critice sau urgente.

Tratamentele recente cu antifungice trebuie imperios specificate pentru a ajuta
microbiologul la interpretarea rezultatelor testelor si la efectuarea antifungigramei.
Rezultatele serologice si culturale anterioare trebuie de asemenea specificate daca au
fost efectuate.

Precautii

1. Se urmeazad precautiile standard pentru recoltarea si manipularea produselor
biologice. Se trateaza toate probele ca fiind potential periculoase.

2. Dupa recoltare in recipiente adecvate, probele se introduc in pungi din plastic tip
ziplock, cu buzunar lateral (pentru formularul de cerere).
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Recoltarea

1. Cand este posibil, probele se recolteazd inaintea administrarii agentilor
antimicrobieni.

2. Se identificd sursa probei si se specificd corect zona, astfel incat in cursul

procesarii 1n laborator sé fie selectat mediul de cultura adecvat.

. Se indica cand un microorganism particular este cautat In mod special n proba.

4. Daca o proba este recoltata prin traversul pielii intacte, aceasta se va dezinfecta
cu alcool etilic 70%, urmat de o solutie pe baza de iod (1-2% tinctura de iod
sau 10% solutie de povidona-iod). Excesul de tincturd de iod se indeparteaza
cu ajutorul unui tampon imbibat in alcool, pentru a preveni eventualele iritatii.

5. Pentru recoltarea din situsuri normal sterile se utilizeaza echipament sterilizat si
tehnica asepticd pentru a preveni contaminarea cu microorganisme in timpul
procedurilor invazive.

6. Colectarea probelor se va face in recipiente ermetice, sterile si rezistente, cu
capac filetat, care nu permit crearea de aerosoli In momentul deschiderii.

7. Se eticheteaza clar recipientul de transport cu numele pacientului, numarul de
identificare, data si ora de colectare.

8. Probele obtinute prin aspiratie cu ac fin trebuie transferate intr-un tub steril sau
flacon de transport Tnainte de a fi trimise la laborator.

9. Daca din probele fluide s-au executat frotiuri imediat dupa recoltare, acestea vor
fi individualizate corespunzator prin notare pe capatul mat al lamei. Se
recomanda trimiterea a 1-5 frotiuri pentru evaluare citologicd. Acestea se vor
fixa imediat prin pulverizarea frotiului cu un fixator citologic sau se introduc in
etanol 95 % pentru 20 minute.

98]

1.1. Sdngele

Hemocultura este o importanta metoda de diagnostic care poate orienta sau
reorienta terapia antimicrobiana in cazul bolilor infectioase grave. Obiectivul major al
tuturor metodelor de hemoculturd este reprezentat de depistarea unui numar mic de
microorganisme in sange, de aceea metodele de hemocultura variaza si sunt aproape
proprii fiecarui laborator. Indiferent de metoda aleasd, este esentiala prelevarea
sangelui in conditii strict aseptice, insimantarea acestuia pe un mediu lichid, folosirea
unor metode pentru depistarea cresterii microorganismelor in mediu lichid si o faza
antifungice.

Printre factorii cheie pe care seful de laborator trebuie sa-i stabileasca se
numard si metoda de hemoculturd, cantitatea si compozitia mediului de cultura,
numarul §i momentul prelevarii hemoculturilor, volumul de sange care urmeaza a fi
insdmantat, frecventa subcultivarilor si interpretarea rezultatelor.

Prelevarea se face direct in flacoanele de hemocultura de tipul Hemoline
Performance Duo, BacT/ALERT"FA (bioMérieux) sau, mai recomandat, BD
BACTEC™ - Mycosis IC/F Medium (BD Diagnostics). In cazul suspectirii unor
infectii fungice cu localizare intracelulard a microorganismului (e.g. Histoplasma
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capsulatum), tehnica de lizi-centrifugare si utilizarea flacoanelor BD BACTEC™ —
Myco/F Lytic Medium (BD Diagnostics) cresc esential sansa de izolare a agentului
patogen.

1.1.1. Recoltarea sdngelui pentru hemocultura

Sangele pentru hemoculturi trebuie recoltat prin punctie venoasa periferica, astfel:

1. Se dezinfecteaza flaconul de hemocultura cu alcool izopropilic 70%, se asteapta
1 minut;

2. Se palpeaza vena;

3. Se antiseptizeazd tegumentul cu alcool 70%, apoi cu tinctura de iod 1-2% (sau
iodofori 10%), concentric, incepand din centru;

4. Se asteapta sd se usuce si nu se mai palpeaza vena;

5. Se recolteaza sangele, iar dupa punctie se inlatura iodul de pe tegument cu
alcool (acest pas nu mai este necesar daca se utilizeaza iodofori).

Recoltarea sdangelui prin dispozitive intravasculare, arteriale sau venoase, este o
problemd controversatd. Unele studii comparative aratd cd nu existd diferente
semnificative intre sensibilitatea si specificitatea hemoculturilor prelevate de pe cateter
si prin punctie venoasa periferica. Factorii care influenteazd acest rezultat favorabil
sunt durata scurtd a mentinerii cateterului si tehnicile stricte de asepsie. Alte studii
aratd ca, atunci cand rezultatele intre cele doud prelevari sunt discordante,
hemoculturile prelevate prin punctie periferici sunt mai fidele in evidentierea
bacteriemiilor / fungemiilor adevarate fatd de cele prelevate pe cateter. Cu toate
acestea, existd un consens asupra faptului ca orice hemoculturd pozitiva necesita si
interpretarea clinicianului, iar acesta trebuie avertizat cu privire la particularitatile
hemoculturilor pozitive prelevate pe cateter. Multe dispute a ridicat §i problema
inlocuirii sau nu a acului dupa flebotomie pentru inocularea sangelui in flaconul de
hemoculturd. Majoritatea studiilor aratd ca nu existd nici o diferentd semnificativa
statistic intre cele doud metode, astfel ca schimbarea acului nu ar fi necesara, reducand
astfel si riscul accidentelor prin intepare. O antiseptizare atenta a tegumentului este mai
importanta decat schimbarea acului. O meta-analizd a studiilor care au comparat rata
contaminarii hemoculturilor cu si fard schimbarea acului Tnainte de inoculare a aratat
ca aceasta rata este de 2,0% cand se schimba acul, fata de 3,7% cand nu se realizeaza
schimbarea acului. Pe de altd parte, reducerea contamindrii hemoculturilor prin
schimbarea acului ar determina o economie de aproximativ 85000 $ pentru fiecare
1000 de hemoculturi. La modul ideal, pentru recoltarea hemoculturilor, ar trebui sa se
apleze la personal special calificat (flebotomisti).
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1.1.2. Numadrul de hemoculturi si momentul prelevarii

Majoritatea cercetatorilor sunt de acord ca peste trei hemoculturi in 24 ore nu
determina o crestere semnificativa a rezultatelor pozitive. Trei prelevari intermitente in
24 ore, din zone de punctie diferite, cresc sensibilitatea izolarii aproape de 100%.
Hemoculturile trebuie prelevate pe cat posibil inaintea instituirii antibioticoterapiei
(daca au fost administrate antibiotice, aceasta informatie trebuie luatd in consideratie la
interpretarea rezultatelor) si conform evolutiei predictive a curbei febrile sau / si in
momentul cand bolnavul semnaleaza aparitia frisoanelor.

1.1.3. Volumul de sdnge ce urmeazd a fi insaimadntat

Majoritatea autorilor recomanda sa se recolteze la adulti 10-30 ml de sange
pentru fiecare set de hemoculturi. Insimantarea a 20, respectiv 30 ml sange, creste
sensibilitatea cu 38% si 68% fatd de insdmantarea a 10 ml de sange. Recoltarea a peste
30 ml de sange per set de hemocultura imbunititeste foarte putin sensibilitatea
hemoculturii §i contribuie la instalarea anemiei iatrogene. La copii este necesar un
volum mai mic de sdnge datorita bacteriemiilor cu un numar mai mare de UFC/ml fata
de adulti. Se recomanda 1-2 ml de sange per set la nou-nascuti, 2-3 ml la sugari si 3-5
ml la copii.

O ratie optima de dilutie a sdngelui in bulion nu a fost incd stabilita.
Majoritatea autorilor recomanda ca aceastd dilutie sa fie intre 1:5 si 1:10, iar unii au
ardtat ca un raport de dilutie de 1:10 este superior celui de 1:5 in ceea ce priveste
rapiditatea si sensibilitatea izoldrii. Majoritatea sistemelor de hemoculturd contin
polianetol sulfonat de sodiu, care pe langa efectul anticoagulant inactiveaza si anumiti
agenti antimicrobieni (e.g., aminoglicozidele, polimixinele).

1.1.4. Medii de cultura

Mediile pentru hemoculturd prezinta variatii in compozitie si de aceea studiile
comparative realizate sunt greu de interpretat.

Sistemele de hemocultura automate si semiautomate computerizate pentru
detectia rapidd a microorganismelor in hemoculturi sunt utilizate in multe laboratoare.

Sistemul BACTEC (Becton Dickinson Intruments Systems, Sparks, MD, SUA)
se bazeaza pe detectia directd a producerii de CO, prin prelevare seriatd de esantioane
de gaz din flaconul de culturd, iar in camera de citire prezenta CO, este depistatd cu
ajutorul luminii infrarosii, ultraviolete sau radiometric. Cateva studii comparative au
aratat ca sistemul BACTEC identificd o gama largd de microorganisme, in special
levuri si fungi dimorfici, in timp scurt. in comparatie cu sistemul Isolator, mediile
BACTEC pentru fungi (BACTEC MYCO/F Lytic bottle i BACTEC high-blood-volume
fungal medium) au avantajul monitorizarii automate continue, dar timpii de izolare sunt
echivalenti, cu exceptia tulpinilor de Histoplasma capsulatum care au fost izolate doar
in sistemul Isolator.

In sistemul BacT/Alert (Organon Teknika Corp., Durham, NC) cresterea este
semnalizata tot prin detectia CO,, dar cu ajutorul unui detector colorimetric. BACTEC
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si BacT/Alert, similare in compozitia bulionului pe baza de tripticaza-soia si cazeina,
diferd in suplimentele nutritive i in concentratia de polianetol sulfonat de sodiu.
Studiile comparative ale celor doua sisteme au aritat ca sistemul BacT/Alert este
superior 1n izolarea microorganismelor, in special a stafilococilor si levurilor.

BACTEC este superior bulionului cu supliment de peptona si sistemului VITAL
in depistarea bacteriemiilor si fungemiilor, iar aceastd superioritate nu se datoreaza
metodei de detectie.

Flacoanele speciale pentru fungi ar trebui luate in considerare in anumite
situatii particulare (pacienti HIV infectati), deoarece fungii filamentosi si dimorfici
necesita o atentie speciald. Studii recente arata ca flacoanele pentru izolarea bacteriilor
sunt foarte potrivite pentru cultivarea levurilor genului Candida.

Sistemul Oxoid Signal (Oxoid USA, Inc., Columbia, MD) este format dintr-un
singur flacon de cultura, in care presiunea CO, degajat de cresterea microorganismelor,
forteazd fluidul de culturd sa treaca Intr-un compartiment semnal, de unde poate fi
examinat microscopic si subcultivat. Desi evaludrile initiale au fost favorabile, studiile
ulterioare au aratat cd furnizeaza un numdr crescut de rezultate fals pozitive si are
dificultati in semnalizarea cresterii bacteriilor anaerobe, a majoritdtii levurilor, a
Hemophillus  influenzae, bacililor gram-negativi nonfermentativi, Neisseria
meningitidis, Nocardia spp., si Corynebacterium jeikeium. Noile modele care au
imbunatatit compartimentul de semnalizare (cresterea volumului) si beneficiazd de
agitare, au dovedit proprietati superioare in izolarea microorganismelor.

Mediile difazice (Septi-Chek: Roche Diagnostic Systems, Nutely, NIJ;
Hemoline Performance Duo: BioMerieux, Vacutainer agar slant. Becton Dickinson)
sunt de asemenea larg utilizate. Au calitati superioare bulionului suplimentat cu
peptond, sunt avantajoase pentru izolarea micobacteriilor si brucelelor. Insimantarea
identificare, astfel incat timpul de depistare a microorganismelor poate fi comparabil
cu al sistemelor automate. Folosite in asociatie cu sistemul BACTEC s-a observat o
crestere cu 25% a depistdrii episoadelor bacteriemice, fatd de folosirea izolatd a
sistemului BACTEC.

Metoda lizei cu centrifugare ( denumitd anterior DuPont Isolator tube, in
prezent este comercializatd de Wampole Laboratories, Cranbury, NJ) izoleaza
majoritatea microorganismelor, dar este indicatd in special pentru depistarea
fungemiilor, (mai ales cu fungi dimorfici, fungi filamentosi, Malassezia furfur), a
infectiilor cu micobacterii la pacientii cu SIDA si a oportunistilor (Bartonella
henselae). Sangele, prelevat in tuburi cu ,,liquoid” (polietilenglicol si saponind) este
lizat, apoi centrifugat, iar sedimentul este Insdméantat pe medii solide adecvate. Metoda
este echivalentd sistemului difazic in izolarea fungilor (chiar superioard in izolarea
Histoplasma capsulatum ), de asemenea §i in izolarea bacteriilor (metoda lizei cu
centrifugare fiind mai rapidd). Unii autori nu recomanda aceastd metoda in investigatia
de rutind a episoadelor febrile la pacientii neutropenici, datoritd ratei crescute de
rezultate fals pozitive.
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Hemoculturile anaerobe. Sectul standard de hemoculturi contine un flacon
aerob si unul cu incubare anaerobd. Deoarece existd o sansda mica de a izola fungi sau
bacterii strict aerobe In flaconul anaerob, folosirea de rutind a flaconului cu incubare
anaeroba poate determina scaderea sensibilitatii hemoculturii. Cateva studii au aratat ca
in ultimii 20 de ani s-a produs o scadere a incidentei infectiilor sistemice determinate
de bacteriile anaerobe; pe de alta parte, tot in aceastd perioada s-a produs o crestere a
incidentei fungemiilor. Aceste schimbari in etiologia infectiilor sistemice au inceput sa
puna sub semnul Intrebarii utilitatea folosirii de rutind a flaconului anaerob.

Unii autori au aratat cd folosirea a doud flacoane aerobe si doar in cazuri
selectionate a flaconului anaerob, a dus la cresterea cu 6% a izolarii microorganismelor
cu semnificatie clinica, in comparatie cu practica standard (un flacon aerob si unul
anaerob). Date asemandtoare au fost gasite la copii si avind in vedere cantitatea mica
de sange care se poate recolta de obicei de la acesti pacienti, este indicat ca intreaga
cantitate sd se Insamanteze in flacoane aerobe si doar in cazurile cu risc crescut sd se
utilizeze flaconul anaerob.

Pe de altdi parte, utilizarea flacoanelor anaerobe determind o crestere
semnificativd a izolarii bacteriilor strict anaerobe. In concluzie, la ora actuald este
indicata folosirea a doud flacoane aerobe per set si in circumstante bine selectionate
(e.g., afectiuni intraabdominale, infectii orale, neutropenii, celulite, muscaturd de om)
si pe cea a flaconului anaerob.

Neutralizarea s§i inactivarea substantelor antimicrobiene. Datoritd
frecventei recoltiri a sangelui pentru hemoculturi de la pacienti aflati sub terapie
antimicrobiand, pe piatd au aparut produse care incearcd sd inlature posibilele efecte
inhibitorii ale cresterii. Sistemul BacT/Alert are variante FAN pentru flacoanele aerobe
si anaerobe. Utilizarea acestora a demonstrat imbunatatirea izolarii microorganismelor
in comparatie cu mediile standard, iar noua formuld a mediului a optimizat si
microscopia directd din hemocultura. Studiile comparative ale sistemelor BacT/Alert
FAN si BACTEC cu rezina au ardtat cd performantele celor doud medii sunt
echivalente.

Mediile hipertone cu 10% sucroza sunt utilizate pentru a crea un mediu
osmotic protector, imbunatatind astfel izolarea bacteriilor si fungilor cu perete defectiv
din sangele pacientilor care au primit antibioticoterapie. In general, aceste medii au fost
evitate in laboratoarele care utilizeaza citirea vizuala a cresterii datoritad rezultatelor fals
pozitive date de efectul hemolitic, dar pe de alta parte producerea unor mari cantitati de
gaz de citre anumite bacterii, poate fi utild in evidentierea cresterii. Valoarea acestor
medii In depistarea bacteriemiilor si fungemiilor este controversatd. Unele studii arata
o Tmbunatatire a izolarii stafilococilor, bacililor gram-negativi (Enterobacteriaceae,
Pseudomonas aeruginosa) si fungilor, dar o reducere si o intirziere in izolarea
bacteriilor anaerobe si a Neisseria gonorrhoeae.

Noile metode rapide de identificare si testare a sensibilititii la antibiotice
(Vitek - bioMerieux Vitek, Hazelwood, MO, USA, autoSCAN-W/A - W/A; Dade
Behring Microscan Inc., West Sacramento, Calif.; BD PHOENIX Automated
Microbiology System; PCR) a microorganismelor direct din hemoculturile pozitive,
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furnizeaza rezultate corecte in aproximativ 2-6 ore si pot determina initierea
antibioticoterapiei, schimbarea terapiei de primointentie cu o terapie mai eficientd sau
mai putin costisitoare. Unii autori au estimat o economie de aproximativ 158 $ per
pacient, apreciata la pacientii la care s-a administrat un antibiotic mai ieftin sau la care
a fost intrerupta antibioticoterapia, prin primirea rezultatelor cu 24-48 de ore mai
devreme.

Metodele moleculare au o sensibilitate si o specificitate de aproximativ 100%
in identificarea bacteriilor si levurilor din hemoculturile monomicrobiene si furnizeaza
rezultatele In aproximativ 2 ore.

1.1.5. Durata incubadrii si prelucrarea hemoculturilor

Majoritatea laboratoarelor care utilizeaza sisteme automate, incubeaza
hemoculturile 5-7 zile. Laboratoarele care deservesc spitale in care fungii,
Pseudomonas aeruginosa si grupul HACEK sunt izolati frecvent din sangele
pacientilor, ar trebui sd evalueze cu atentie necesitatea subcultivarilor terminale, iar
hemoculturile ar trebui incubate peste 7 zile.

Daca apare semnalizarea cresterii in timpul incubarii, proba este examinata
microscopic (frotiu colorat Gram) si subcultivatd pe medii solide in functie de
categoria microscopici observati. In cazul observirii fungilor este indicatd
subcultivarea pe Agar Sabouraud cu incubare la 30° sau 37°C. In situatia in care nu
sunt depistate microorganisme pe frotiu, trebuie realizate subcultivari oarbe, iar
flaconul reintrodus la incubat.

Pentru sistemele manuale de depistare a cresterii, In cazul suspiciunii
fungemiilor, ar trebui realizate subcultivari ,,0oarbe” la 48 ore si apoi saptaméanal, pana
la 30 de zile, pe Agar Sabouraud, cu incubare la 30°C.

Examinarea microscopicd de rutind, cu ajutorul coloratiei Gram, a
hemoculturilor negative macroscopic dupa 24-48 ore de incubare este controversata si
putin indicata, datoritd numarului mic de microorganisme care pot fi detectate utilizand
frotiul colorat Gram (aproximativ 10° UFC/ml). Coloratia cu acridind orange este mai
sensibila, detectand intre 10’ si 10* UFC/ml. Unii autori au comunicat o crestere de
16,8% in depistarea rapidd a septicemiilor prin examinarea cu acridind orange a
hemoculturilor negative macroscopic.

Pentru metoda lizei-centrifugare, sangele (7,5-10 ml) este recoltat in tuburi cu
saponind (lizeazad hematiile si globulele albe). Dupa recoltare, tuburile se agita de
cateva ori pentru liza completd, iar apoi se centrifugheaza 15 minute la 3000 rpm
pentru concentrarea microorganismelor. Sedimentul este aspirat si insamantat astfel: o
placa cu Agar sange-ciocolat si o placa cu Agar tripticazd-soia, se incubeaza 3 zile la
37°C, apoi 18 zile la 30°C; o placa cu Agar Sabouraud si una cu Agar infuzie cord-
creier, 4 saptdmani la 30°C. Rata contaminarilor accidentale poate fi controlata printr-o
buna tehnica aseptica in incinta hotei de sigurantd microbiologica de clasa II.
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1.1.6. Semnificatia hemoculturilor pozitive cu fungi saprobioti

Aspergillus spp. reprezintd cea mai frecventd cauza a infectiilor fungice
invazive, dar este rar izolat din sdnge. Pe de alta parte, Fusarium spp. este izolat in 60-
70% din hemoculturile pacientilor cu fusariozd diseminatd. Printre fungii emergenti
implicati tot mai des in infectii invazive, inclusiv in fungemii, se numara Scedosporium
spp., Alternaria spp.si Paecilomyces spp.

Cu exceptia fungemiilor asociate cu prezenta cateterelor venoase centrale,
determinarea semnificatiei clinice a hemoculturilor pozitive cu fungi, chiar si la
pacientii cu hemopatii maligne reprezintd o provocare. Cele mai frecvente cauze de
fungemii adevarate sunt determinate de Scedosporium spp., iar prezenta leucemiei sau
transplantului medular reprezinta un factor de risc important.

Semnificatia hemoculturilor pozitive cu Aspergillus spp. este incd neclard. in
literatura sunt doar putine cazuri documentate din punct de vedere clinic, histologic si
microbiologic pentru evidentierea aspergilozei invazive cu hemocultura pozitiva certa.
O singurd hemoculturd pozitiva, in sistemul lizei cu centrifugare, reprezintd in mod
obisnuit un indicator al pseudoaspergilemiei, iar in fata unei asemenea situatii trebuie
cautate argumentele clinice §i radiologice pentru stabilirea semnificatiei clinice a
izolatului. Totusi, se considera cd hemoculturile pozitive pentru Aspergillus, cu reala
semnificatie clinica, sunt foarte rare.

Candida spp (In particular Candida albicans) este frecvent izolatd in
hemoculturi, reprezentand pana la 10% dintre infectiile sistemice nosocomiale; cu toate
acestea aproximativ 50% din hemoculturi raman negative la pacientii cu candidemie.
In cazul hemoculturilor pozitive cu Candida spp, trebuie depistatd posibila sursd a
infectiei, iar cateterele intravasculare inlocuite. Candiduria poate apare secundar
candidemiei.

1.2. Maduva osoasd hematogend

Se recolteaza prin aspiratie cu seringd heparinizata, calea de acces fiind creatd
prin punctie sternala sau punctia crestei iliace. Punctia se realizeaza respectand cele
mai severe masuri de asepsie. Aspiratul medular, in volum de minim 0,5-1 ml, se
transfera intr-un tub steril cu dop de cauciuc si se expediaza la laborator in maxim 2
ore.Pe parcursul acestui interval de timp, prelevatul se mentine la temperatura camerei.

1.3. Lichidul cefalo-rahidian

Lichidul cefalo-rahidian (fluidul cerebro-spinal sau LCR) se recolteaza prin
punctie rahidiand in spatiile intervertebrale L3-L4, L4-L5 sau L5-S1. Punctia se
realizeaza respectand cele mai severe masuri de asepsie si decontaminarea zonei cu
povidona-iod 2%. Dupa pozitionarea in spatiul subarahnoidian a cateterului de punctie,
LCR se colecteazi prin curgere libera, in tuburi sterile, in volum de 3-5 ml. Inainte de
examinare, proba se concentreazad prin centrifugare la 1500 rpm timp de 10 minute.
Supernatantul se pastreaza pentru testarea antigenica, iar sedimentul pentru culturd si
microscopie directd. Timp de asteptare in vederea procesarii: maxim 15 minute. Nu se
refrigereaza
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1.4. Raclatul cornean

Se instileazd 1-2 picaturi de anestezic topic, apoi cu ajutorul unei
microchiurete oftalmologice / spatule Kimura sterile, printr-o miscare scurtd, se
racleazd zone multiple din segmentul ulcerat. Prelevatul se Tnsamanteaza direct pe
medii de culturd cu ajutorul instrumentului de recoltare, prin intepare; totodata, se
pregatesc frotiuri pentru examenul microscopic direct. Timp maxim de asteptare: 15
minute la temperatura camerei.

1.5. Prelevatul otic

Din conductul auditiv extern se pot preleva probe cu ajutorul tampoanelor
sterile (secretiile) sau prin raclare cu o chiuretd (scuamele). Timp maxim de asteptare:
2 ore la temperatura camerei sau 24 ore la 4°C.

1.6. Fluidele intraoculare

Se recolteaza prin aspiratie cu un ac fin steril sau prin vitrotomie, apoi se
transfera la laborator n maxim 15 minute pentru procesare. Volumul recomandat este
de cca. 0,5 ml.

1.7. Firele de par

Se recolteazd cu ajutorul unei pense, de preferat sub lumind UV, in camera
obscurd. Se expediaza la laborator in plicuri de hartie. Timp maxim de asteptare: 72 ore
la temperatura camerei.

1.8. Fragmentele unghiale §i scuamele cutanate

Fragmentele unghiale se recolteaza de la nivelul jonctiunii tesutului sanitos cu
cel afectat, prin raclare cu o chiureta sterila sau prin cupare cu ajutorul unui foarfece,
dupa toaletarea zonei cu apa si sapun. Nu se recomanda decontaminarea cu alcool
deoarece diminueaza sansa de izolare a dermatofitilor prin cultivare. Raclarea se
realizeazd de obicei pe partea inferioard a tablei unghiale, distal sau lateral, la
jonctiunea zonei normale cu cea modificatd. in cazul leziunilor de leuconichie
superficiald, raclarea va interesa suprafata superioarda a unghiei. Materialul recoltat se
expediaza la laborator in plicuri de hartie. Timp maxim de asteptare: 72 ore la
temperatura camerei.

La pacientii suspectati de tinea sau impetigo, unguentele sau alte preparate
aplicate in prealabil trebuie Indepartate prin stergere cu alcool. Pentru recoltare, se va
utiliza un bisturiu neascutit, o pensa, o chiuretd Vidal sau un careu rectangular de
mocheta. Daca leziunile sunt multiple, se va alege pentru prelevarea de probe cea mai
recentd, deoarece raclarea scuamelor vechi, in curs de detasare este adesea
nesatisfacatoare pentru diagnostic. Scuamele tegumentare se recolteaza prin raclarea
zonei active a leziunii (de obicei cea perifericd) cu ajutorul unei chiurete sterile sau
prin stergere apasatd si repetatd cu un tampon steril preumezit in ser fiziologic steril.
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Recoltarea cu tamponul este recomandata in cazul leziunilor de epidermofitie circinata
si presupune Insaméantarea imediatd a prelevatului pe medii de izolare. Recoltarea cu
ajutorul mochetei este mai eficientd deoarece asigura concomitent abrazarea leziunii si
retinerea sporilor, crescand astfel sansele de izolare in culturd. Careurile de mocheta se
aplica direct pe suprafata mediului de cultivare, se lasd in contact cu acesta cca. 5-10
minute, dupd care se indeparteaza .

Cand leziunile sunt localizate la nivelul unor pliuri (axilar, fesier, mamar,
crural etc.) si sunt umede / inflamate, recoltarea se va face cu ajutorul unui tampon
pentru exsudate umectat in prealabil cu ser fiziologic, recoltarea fiind indolora.

La pacientii cu Pityriasis versicolor, scuamele se recolteaza cel mai bine
utilizand un fragment de bandd adeziva transparentd (tip scotch) cu care se
amprenteaza leziunea si care apoi se etaleaza pe o lama de microscopie; in laborator,
pentru efectuarea examenului microscopic direct, se va adauga intre lama si banda
adeziva o picatura de colorant, de obicei lactofenol cu albastru de anilina.

1.9. Secretiile respiratorii joase

Sputa poate fi prelevatd prin expectoratie spontand (neprovocatd) si prin
expectoratie indusa (provocata).

a) In cazul expectoratiei spontane, pacientul va fi sfatuit si-si cliteascd cavitatea
bucala cu apa distilata sterild sau cu o solutie slab antisepticd (apa de gurad)
anterior colectdrii sputei. De asemenea, pacientul va fi instruit si nu
expectoreze saliva. Colectarea probelor se va realiza prin tuse profunda urmata
de expectorarea secretiei intr-un recipient steril, cu capac etans. Volumul
minim recoltat va fi de 2 ml. Proba se trimite la laborator in maxim 2 ore (daca
se mentine la temperatura camerei) sau 1n 24 ore (daca este pastrata la
temperatura de refrigerare);

b) In cazul expectoratiei induse, pacientul va fi indrumat si-si perieze dintii,
mucoasa linguald si gingiile, apoi sd se clateasca riguros cu apa. Pentru
inducerea expectoratiei, pacientul va inhala aproximativ 30-50 ml de solutie
cloruro-sodica 3-10%, aerosolizatd prin intermediul unui nebulizator
ultrasonic. Sputa obtinutd prin expectoratia astfel indusa se colecteaza intr-un
recipient steril, cu capac filetat;

¢) Aspiratul traheostomic
Canula de traheostomie este colonizata intr-un interval de cca. 24 ore dupa
insertie. Aspirarea probelor se realizeazd cu catetere de suctiune, iar sputa
astfel obtinuta se colecteaza in recipienti sterili. Rezultatele trebuie corelate cu
datele clinice si imagistice;

d) Aspiratul endotraheal
Pentru recoltare, se utilizeaza un cateter de suctiune nou, iar secretia aspirata se
stocheaza intr-un captator de sputd steril. Tubul endotraheal este frecvent
colonizat cu bacterii si levuri, de aceea rezultatele trebuie sa fie corelate cu
constatdrile clinice si cu datele imagistice. Extremitatile inferioare ale tuburilor
endotraheale nu reprezinta probe acceptabile;

e) Prelevatele bronhoscopice
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Acestea includ lavajul bronhoalveolar (LBA), spalatura bronsicd, periajul
bronsic si probele biopsice transbronhiale;

Principalele etape ale bronhoscopiei:

- Bronhoscopul se introduce transnazal sau transoral la pacientii neintubati sau prin
sonda endotraheala la pacientii intubati. Se Tnainteaza cu bronhoscopul pana la
nivelul unei bronhii segmentare (pentru spalatura brongica) sau a unei bronhii
subsegmentare (pentru LBA);

- Se instileaza fractionat solutie de NaCl 0,85% sterila, de obicei in volum total de
pana la 150 ml, cu o seringd prin canalul bronhoscopului. Se aspira usor solutia
salind Intr-un recipient steril Inaintea administrarii urmatoarei fractii. Se
considerd ca lavajul obtinut reprezinta secretiile de la nivelul a cca. un milion
de alveole si bronhiolele aferente si contine aproximativ 1 ml secretie;

- Probele recoltate in flacoane sterile, in volume suficiente, se trateaza cu substante
mucolitice de tipul N-acetil-cisteinei si se centrifugheaza timp de 20 minute la
1500 rpm. Timp maxim de asteptare: 2 ore la temperatura camerei sau 24 ore
la 4°C.

1.10. Aspiratul pulmonar

Se recolteaza prin inserarea transtoracicd a unui ac in infiltratul pulmonar, sub
ghidaj radiologic sau computer-tomografic. Se aspird materialul din leziune. Daca
leziunea este de dimensiuni mari sau daca leziunile sunt multiple, se vor colecta mai
multe probe din zonele reprezentative. Aspiratul se transferd intr-un recipient steril si
se expediaza imediat la laborator.

1.11. Biopsia pulmonard

Se efectueaza in serviciile de chirurgie toracica si vizeaza obtinerea unei piese
de 1-3 cm’ tesut. Daca leziunea este de dimensiuni mai mari sau daci se deceleazi
leziuni multiple, se recomanda recoltarea mai multor probe din zonele reprezentative.
Probele se trimit la laborator in recipienti sterili, fard formol, protejate Intr-o compresa
umectata cu ser fiziologic steril. Timp de asteptare: 15 minute la temperatura camerei.

1.12. Alte fluide organice normal sterile
(pericardic, peritoneal, pleural, sinovial)

Se recolteazd prin punctie, iIn volume de minim 5-10 ml, stocandu-se in
flacoane sterile. Probele se concentreaza prin centrifugare, sedimentul Tnsdmantandu-se
pe medii solide de izolare sau se transferd ca atare in flacoane continand medii pentru
hemocultura. Timp maxim de asteptare: 15 minute la temperatura camerei sau 24 ore la
4°C.
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1.13. Secretiile purulente din abcese subcutanate sau din plagi deschise

Se preleveaza fie prin aspiratie, fie prin tamponament profund. Se recomanda
folosirea sistemelor de transport pentru tampoane, in vederea prevenirii desicarii
materialului patogen. De la pacientii cu suspiciune de micetom, se recolteaza puroi din
leziuni pentru studierea culorii granulelor, examenul microscopic direct si culturd. De
la pacientii suspecti de cromomicoza se recolteaza exsudat sau cruste din leziuni pentru
efectuarea de frotiuri sau preparate extemporanee in vederea deceldrii corpilor
fumagoizi prin examen microscopic direct. De la pacientii cu sporothricoza se
recolteaza probe prin amprentarea leziunilor cu ajutorul unei lame de microscopie,
frotiul obtinut colorandu-se Gram, Musto sau cu calcofluor alb. In cazul criptococozei
diseminate sau a celei cutanate, se recomanda recoltarea de probe biopsice sau raclate
din leziunile cutanate in vederea efectudrii de frotiuri pentru examenul microscopic
direct. In cazul ulcerelor si nodulilor se urmeaza pasii: se decontamineaza suprafata cu
solutie de povidona-iod, se Indeparteaza detritusurile suprapuse si se chiureteaza baza
ulcerelor sau a nodulilor. Daca exsudatul este prezent, acesta se colecteaza cu o seringa
sau cu un tampon steril.

Timp maxim de agteptare: 2 ore la temperatura camerei.

1.14. Produsele patologice de la nivelul mucoasei orale

Se recolteaza cu ajutorul unui tampon steril, preumezit in ser fiziologic, prin
trecerea repetatd a acestuia, de minim 10 ori, peste zonele cu leziuni. Alternativ, in
cazul leziunilor pseudo-membranoase sau ulcerate, se poate recurge la raclarea usoara
a acestora cu ajutorul unei chiurete sterile. In cazul aparatelor protetice amovibile,
prelevarea probelor se realizeazd de pe fata mucozald a acestora — zona predilecta de
aparitie a biofilmelor levurice. Din pungile parodontale prelevarea probelor se
efectueazd cu sonda parodontald, in zonele vestibulara, orald, vestibulo-distala,
vestibulo-meziala, oro-distala si oro-meziala. In endodontite, probele se preleveazi cu
ajutorul conurilor de hértie sterile, de diferite diametre, functie de dimensiunea
canalelor radiculare. Timp maxim de asteptare: 2 ore la temperatura camerei.

1.15. Urina

Tehnici de recoltare (fractiunea mijlocie in timpul mictiunii spontane):
a) la femei:

Persoana care recolteazd proba trebuie si-si igienizeze mainile in
prealabil, prin spalare cu apa si sipun. Inainte de recoltare, pacientul
va fi instruit In detaliu asupra manoperelor ce vor urma;

Se indeparteaza lenjeria intimd, se toaleteazd zona vulvo-vaginald si
deschiderea uretrei cu apa si sdpun lichid, folosind un tampon de tifon,
din fata catre spate;

Se clateste zona cu apa sau se sterge cu un tifon umed, cu aceleasi
migcari din fatd citre spate. Fiecare tampon se utilizeaza o singura
data;

In timpul mictiunii, labiile se indeparteaza;

12



Maria Dan, Bogdan Doroftei, Petru Cazacu, Magdalena Mares, Mihai Mares

- Se elimina un volum de aproximativ 40-50 ml urind, fara ca pacienta sa-
si Intrerupa apoi mictiunea;

- Se recolteaza apoi urina din jetul urinar mijlociu, Intr-un recipient steril,
avand grija ca deschiderea acestuia sa nu vind 1n contact cu suprafete
posibil contaminate;

b) la barbati:

- Persoana care va recolta proba trebuie sd fie corect igienizatd prin
spalarea mainilor cu apa si sdpun. Daca pacientul este cel ce colecteaza
urina, el trebuie sd primeasca in prealabil instructiuni detaliate;

- Se toaleteazd glandul penisului §i meatul urinar prin retractarea
preputului (dacé nu este circumcis) si spalare cu apa si sapun lichid,

- Mentinandu-se preputul retractat, se Incepe mictiunea, ldsand sa curga
primii mililitri de urind. Pacientul nu-si va intrerupe emisia de urina;

- Se colecteaza apoi urina din jetul urinar mijlociu, Intr-un recipient steril.

¢) Recoltarea prin cateterizare vezicala
Inserarea cateterului pentru colectarea unei probe de urind este in general
descurajata. Se poate totusi utiliza cand urina se nu se poate obtine altfel sau
cand pacientul se afla in stare critica.

- Se toaleteaza deschiderea uretrei pacientului si a zonei adiacente, cu apa
si sapun lichid, apoi se clateste cat mai riguros;

- Se introduce cateterul pana 1n vezica prin tehnica recomandati, functie de
sexul pacientului;

- Se Indeparteaza fractiunea initiala, de 30-50 ml urina;

- Se colecteaza urina din fractiunea mijlocie sau terminald, intr-un

recipient steril.
d) Recoltarea pe cateter preexistent
Trebuie de obicei evitata datoritd colonizarii uneori masive cu microorganisme
a cateterelor.

- Se dezinfecteaza peretele cateterului cu alcool 70%;

- Se punctioneaza cateterul, in conditii de asepsie, cu ajutorul unui ac
atasat la o seringd. Niciodata se va recolta urina din punga de
colectare !

- Se aspira urina si apoi se descarca seringa intr-un recipient steril.

e) Recoltarea prin punctie suprapubiana
Aspiratia suprapubiand se practicd pentru diagnosticarea infectiilor urinare la
adulti, in cazul 1n care se suspecteaza o infectie si rezultatele procedurilor de
rutina au fost nerelevante. Aspiratia suprapubiana este de asemenea utilizata la
pacientii pediatrici, atunci cand probele de urina sunt dificil de obtinut.

- Se rade pilozitatea din zona suprapubiand (daca este necesar) si se
dezinfecteaza tegumentul cu solutie de povidona-iod;

- Se punctioneaza vezica, pe linia mediand, in dreptul simfizei pubiene
superioare;

- Se aspira prin acul de punctie cca. 50-100 ml urind si se descarca seringa
intr-un recipient steril.

Timp maxim de asteptare: 2 ore la temperatura camerei.
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1.16. Secretiile vaginale

Se recolteaza cu ocazia examinarii peretilor vaginali §i a portiunii vaginale a
colului uterin. Se va efectua intotdeauna inaintea tuseului vaginal pentru a evita
modificarea secretiilor cervicale sau vaginale prin contaminare sau manevre septice. Se
efectueaza cu pacienta pe masa ginecologica, in pozitie ginecologica (decubit dorsal,
coapsele in abductie, flexate pe abdomen, gambele flexate pe coapse §i sprijinite 1n
suporturi). Valvele se aleg in functie de médrimea vaginului pacientei. Ele sunt inegale -
una mai mare si alta mai mica. Introducerea valvelor 1n vagin trebuie sa fie indolora.
Nu se foloseste lubrifiant daca se recolteaza probe pentru frotiu citobacteriologic sau
cultura. Folosirea serului fiziologic steril ca lubrifiant poate fi utild in cazul examinarii
unor paciente cu vagin atrofic, deoarece faciliteazd introducerea valvelor si nu
modifica rezultatele testelor de laborator.

Se indeparteaza cu policele si indexul mainii stangi labile mici si se introduce
mai intdi valva posterioara cu lama situatd vertical, apoi printr-o migcare de rotatie si
inaintare se aduce lama orizontal, mentindndu-se tractiunea asupra valvei. Valva
anterioara se introduce direct cu lama situatd orizontal pana in fundul de sac vaginal
anterior. Se exercitd o tractiune divergentad asupra valvelor pentru a Tmpiedica
prinderea peretelui vaginal intre valve si pentru a evidentia colul si fundurile de sac
vaginale. Extragerea valvelor se face in ordine inversad introducerii lor, extragandu-se
initial valva anterioara si ulterior valva posterioara.

Vizualizarea peretilor vaginali se poate obtine si prin folosirea unui speculum -
instrument ginecologic care poate fi confectionat din plastic sau din metal si este
alcatuit din doua valve care sunt articulate printr-un surub sau ecartor. Sunt de mai
multe tipuri, mari, mici, cu lame egale, cu lame inegale, cu diverse denumiri (Cusco,
Graves, Pederson, Collin). Introducerea speculumului se face fie cu lamele situate
orizontal (mai ugsor la multipare), fie cu lamele vertical, imprimandu-se ulterior
introducerii o migcare de rotatie si impingere. Dupa introducerea speculumului, se
indeparteaza lamelele cu ajutorul ecartorului si se examineaza fundurile de sac
vaginale si colul. Extragerea speculumului se face apropiind lamele si efectuand
miscarea in sens invers introducerii.

Dupa introducerea valvelor sau a speculumului se observa si se noteza starea
mucoasei vaginale si a colului. Normal, mucoasa vaginald este de culoare roz-
trandafirie, uniforma. Poate deveni violacee in sarcind sau palida, atrofiatd dupa
menopauzd. Se mai are in vedere troficitatea mucoasei vaginale, eventuale cicatrici,
chisturi, noduli endometriozici, ulceratii, vegetatii, malformatii i nu in ultimul rand
secretiile patologice. Acestea diferda in functie de agentul patogen; in candidoze,
secretia este albd, grunjoasa, in infectiile cu Trichomonas este spumoasi, aerata,
abundenta, iar gonococul produce o secretie galben-verzuie, fetida.

Examenul colului va obiectiva situarea, orientarea, forma, marimea, aspectul
exocolului, prezenta unor secretii patologice, prezenta unor leziuni. Normal, colul este
de culoare roz, dupd menopauza este palid, iar in sarcind este de culoare violacee
(semnul Jaquemier). In caz de inflamatii, mucoasa este hiperemiati. Pe suprafata
colului se mai pot observa chisti Naboth, focare endometriozice sau noduli fibromatosi.

Pentru a fi cat mai concludenta, prelevarea trebuie sa respecte anumite conditii:

- prelevarea se face Tnaintea instituirii tratamentului antimicrobian sau antifungic;
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- nu se folosesc creme vaginale sau ovule cu cel putin 2 zile Tnainte;
- nu se folosesc irigatii vaginale cu cel putin 24 de ore Tnainte;
- prelevarea nu se realizeaza 1n prezenta sangelui in vagin;
- se folosesc recipiente sterile, pentru a preveni contaminarea probelor;
- evitarea contactului cu substante antimicrobiene a produsului patologic;
- in unele cazuri trebuie folosite medii de transport sau lichide conservante;
-recipientele de transport se inchid ermetic pentru a preveni contaminarea mediului
si a personalului care manipuleaza produsul biologic;
- produsul va fi insotit de un bilet de trimitere completat corect;
- probele vor fi etichetate si transportate la laborator in cel mai scurt timp posibil.
Secretia se recolteaza cu ajutorul valvelor sau a speculumului, nelubrifiate,
folosind mici tampoane de vatd montate pe pense port-tampon sau pipete absorbante.
Instrumentarul trebuie sd fie steril. Tampoanele de vatd pot fi initial umezite in ser
fiziologic. Prima recoltare se face din fundul de sac posterior. Produsul recoltat se
etaleazd pe o lama in strat subtire, se aplicd o picatura de ser fiziologic, eventual o
picaturd de albastru de metilen si apoi o lameld. A doua prelevare se realizeaza in
acelasi mod, iar dupd etalarea pe lama se aplicad o picatura de KOH 10%, apoi lamela.
A treia recoltare se realizeaza cu o bagheta sterild sau cu un tampon pentru exsudate si
presupune stergerea fundului de sac posterior cu varful acestora.
Probele se expediazd la laborator in maxim 2 ore (stocare la temperatura
camerei).

1.17. Produse patologice de la nivelul tractului genital masculin

In aceastd grupa includem prelevatele balano-preputiale (pseudo-membranele
candidozice), secretia prostatici, aspiratul prostatic si biopsia testiculara. in cazul
leziunilor balano-preputiale, recoltarea probelor se realizeaza facil prin stergere
repetatd cu un tampon steril de vata, umectat in prealabil cu ser fiziologic.

Secretia prostaticd se obtine prin efectuarea unui masaj digital transrectal.
Colectarea probelor se realizeaza in tuburi sterile sau cu ajutorul unui tampon steril si
va fi precedatd obligatoriu de toaletarea peniand. Detectarea ecografica a abceselor
prostatice permite recoltarea de probe prin aspiratie cu ac fin. Aspiratul de prostata se
trimite in recipienti sterili.

Biopsia testiculara se efectueaza in servicii chirurgicale, in conditii de asepsie
si antisepsie depline, iar probele se trimit la laborator in recipiente sterile (cele pentru
culturd) sau continand fixator Bouin (cele pentru diagnostic histopatologic).

1.18. Fragmentele tisulare biopsice

Se recolteazd in timpul interventiilor chirurgicale si se transporta invelite in
tifon steril umectat cu ser fiziologic, n containere sterile. Timp maxim de asteptare: 15
minute la temperatura camerei. Fragmentele de tesut suspectate a proveni dintr-un
focar de zygomicoza nu se mojareaza, nu se tritureaza, deoarece se distruge miceliul si
creste enorm riscul de a obtine culturi negative.
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1.19. Tehnica aspiratiei cu ac fin

Aspiratia cu ac fin (AAF) este utilda pentru diagnosticul leziunilor care sunt
usor palpabile, cum ar fi excrescentele pielii, leziunile deformante ale tesutului
subcutanat, tiroida, limfonoduri, glande salivare si sani. Aspiratia ghidata prin tehnici
imagistice cum ar fi computer-tomografia sau ultrasonografia permite obtinerea de
probe si in cazul leziunilor organelor interne ca pulmonul, organele abdominale si
retroperitoneale, prostata etc. Riscul scazut al complicatiilor permite executarea ei in
ambulatoriu. AAF este indicata si la pacientii debilitati, cu leziuni multiple, fiind o
tehnicd minim invaziva.

Acele pentru punctie vor avea un calibru standard de 22-24 G si lungime de
2,5-4 cm. Lungimea si calibrul acului trebuie sa fie adecvate marimii, profunzimii,
zonel §i consistentei ,.tintei”. Pentru leziunile subcutanate mici, acele de calibru 23G si
lungime de 2,5 cm sunt ideale, desi in leziunile profunde sunt necesare ace mai lungi si
cu diametru mai mare. Acele fine sunt de asemenea recomandate pentru copii, §i pentru
organele vascularizate, cum ar fi tiroida.

Seringile recomandate 1n aceastd tehnicd sunt cele single-use, cu volum util de
10 ml. Seringile trebuie sa fie de calitate, capabile sa producd o presiune negativa
adecvata aspirarii. Seringile cu capacitate de 5 ml pot fi utilizate pentru organele
vascularizate precum tiroida. Un factor important este adaptarea etansa a acului la
capatul seringii. O potrivire neglijentd a acestuia poate compromite procedura.
Manipularea pistonului seringii se realizeazd cu o mand, iar cu cealalta se fixeaza
leziunea.

Tehnica aspiratiei

Inaintea executrii aspiratiei trebuie urmate etapele:

1. Efectuarea unei anamneze riguroase si a unui examen clinic detaliat, cu
revederea rezultatelor radiologice si stabilirea diagnosticul prezumtiv. Trasarea
cu ajutorul unui marker a zonei corporale in care se va executa aspiratia;

2. Leziunea ce urmeazad sa fie aspiratd este palpatd si fixatd pentru a aprecia
punctul optim de abordare. Se va alege in consecinta acul cel mai adecvat;

3. Procedura trebuie sda fie clar explicatd pacientului si consimtitd de acesta.
Pacientul poate prezenta o stare de anxietate, fiind necesara o premedicatie cu
tranchilizante. Pielea se dezinfecteaza ferm cu un tampon de vatd imbibat in
solutie iodatd. Anestezia locald este uneori necesara;

4. Inainte de inceperea procedurii, ne vom asigura ci tot echipamentul necesar,
instrumentarul si accesoriile sunt disponibile;

5. Pozitionarea pacientului: orice pozitie poate fi aleasd, tindndu-se bineinteles cont
de confortul pacientului si asigurarea caii de abord. AAF este de obicei
executatd cu pacientul agezat in decubit dorsal pe un pat de examinare;

6. Imobilizarea leziunii: leziunea este fixatd intre policele si indexul mainii stangi,
cu pielea usor tensionatd. Se incearcd evitarea interpunerii maselor musculare
importante;

7. Penetrarea leziunii: se punctioneaza leziunea printr-o migcare atentd si rapida,
unghiul si profunzimea penetrarii variind dupa caz. Pentru formatiunile mici,
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este indicata aspiratia din zona centrala . Pentru formatiunile mai mari, care pot
avea necroze, modificari chistice sau hemoragice centrale, aspiratia poate fi
executata si de la periferie. Daca se aspird numai puroi sau material necrotic
din leziunile mari, AAF poate fi repetatd imediat, de la periferie. Daca acul se
plaseaza tangential in cazul unei formatiuni mici sau daca penetreaza dincolo
de formatiune, materialul nu va putea fi recoltat.

Notdi: Daca suprafata zonei de executie a AAF este localizata langa cutia toracicd
(formatiuni nodulare axilare sau supraclaviculare), aspirafia se va executa intr-un
plan paralel fata de cutia toracica pentru a evita penumotoraxul. In AAF la nivelul
tiroidei, pacientul trebuie instruit sa nu inghitd sau sa vorbeasca cdnd acul este plasat
in interiorul formatiunii.

8. Crearea vacuumului si obtinerea materialului biologic: aspiratia este executatd
dupa patrunderea in leziune i se mentine in timp ce acul este actionat viguros
prin multiple miscdri de ,,du-te - vino”, in cateva directii diferite dar
convergente. Intreaga proceduri trebuie si dureze maxim 6-8 secunde. Nu se
roteste acul si nici nu se fac miscari de pompare a pistonului seringii (induntru-
inafard). Rezultatul aspiratiei este extragerea de fragmente de tesut si celule
dislocate de bizoul acului.

9. Eliberarea vacuumului si retragerea acului: cand materialul biologic este
observat la baza acului, procedura se intrerupe. Inaintea retragerii acului, se
elibereaza din tensiune pistonul seringii, apoi acul se scoate din formatiune,
drept, fara al inclina. Pistonul revine singur, incet (fara a fi impins). O eliberare
insuficientd a presiunii negative in interiorul formatiunii va cauza aspirarea
materialului biologic la intrarea In seringd, ceea ce-l va face dificil de
recuperat. In situatii exceptionale, seringa si acul pot fi clatite cu ser fiziologic
sau fixator care apoi se va centrifuga pentru a prepara un frotiu. Imediat dupa
retragerea acului, pe zona punctionatd se aplicdi un tampon imbibat cu
dezinfectant si se preseaza cateva minute, de preferat de catre un asistent.
Aceasta se realizeaza cu scopul de a preveni formarea unui hematom in zonele
intens vascularizate.

Capitolul 1
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Tehnici de microscopie directa

Mihai Mares, Bogdan Doroftei, Petru Cazacu, Maria Dan

Examenul microscopic direct al produselor patologice recent recoltate poate
orienta diagnosticul catre o infectie fungica si uneori poate chiar oferi
indicii importante privind etiologia acesteia prin evidentierea unor formatiuni sau
elemente caracteristice. El este obligatoriu pentru orice tip de prelevat cu exceptia
sangelui si are valoare diagnostica intrinsecd deoarece permite confirmarea rapida a
suspiciunii de infectie micotica §i informarea timpurie a clinicianului, cu mult timp
inainte de pozitivarea culturii. Se efectueaza pe prelevate in stare proaspata, cu sau fara
colorare prealabila (calcofluor, Giemsa etc.): lavaj bronhoalveolar (dupa centrifugare),
biopsii (frotiuri prin amprentd), sputd (dupa tratare cu N-acetil-cisteind), hemoculturi,
prelevate superficiale — cutanate, sinusale, conjunctivale, unghiale, auriculare.

Produsele patologice pentru care existd suspiciunea ca ar contine fungi se pot
examina microscopic prin una dintre urmatoarele forme:

- preparat extemporaneu intre lama si lameld, cu solutie 20% KOH (scuame,
fragmente unghiale, secretii linguale, vaginale); sensibilitatea metodei este
relativ scazutd, depinzdnd de abilitatea si experienta anterioard a
examinatorului. In acest scop, se omogenizeazi pe o lami de microscopie
volume egale din materialul patologic si solutia clarificantd, dupd care se
acopera cu o lamela, astfel incat sa se evite formarea bulelor de aer. Decelarea
formatiunilor fungice 1n prelevate este mult ameliorata dacd la solutia
clarificantd se adaugd un colorant — negru clorazol, cerneald Parker sau o
substantd fluorescentd cu afinitate pentru glicanul din peretele fungilor
(Blankophor, Calcofluor — in proportie de 0,1%). Utilizarea substantelor
fluorescente incumba examinarea preparatului la un microscop cu fluorescenta.

- preparat extemporaneu cu solutie 20% KOH + substantd fluorescenta sau frotiu
colorat cu aceeasi substanta fluorescenta (Calcofluor, Blankophor etc.); este
specificitati excelente, dar necesitd microscopie in lumina ultravioleta (fig. nr.
2-1 vezi Anexa). Céteva fragmente din prelevatul recoltat de la pacient se
depun pe o lama de sticla, intr-o picatura de lichid clarificant (solutie 10-20%
KOH cu adaos de calcofluor 0,1%) care prin ,,digerarea” keratinei si a celulelor
somatice va permite observarea la microscop a diverselor formatiuni
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caracteristice fungilor. Dupa un contact de cca. 10-15 minute (eventual mai
indelungat in cazul fragmentelor unghiale), lama se acopera cu o lameld si se
examineaza la microscop, cu obiectivele 10, 20 si 40, dupd caz. Actiunea
lichidului clarificant poate fi intensificata prin incilzirea lamei la flacira unui
bec de gaz, fara insd a-1 aduce la fierbere. In general, lama se poate examina
cand opacitatea preparatului s-a diminuat vizibil.

- frotiu colorat Gram: pune cu usurintd 1n evidentd filamentele, pseudohifele,
artrosporii si blastosporii de dimensiuni mari, Insd este inadecvatd pentru
detectia celulelor levurice de dimensiuni mici — de exemplu, Candida glabrata
(fig. nr. 2-2 vezi Anexa)

- frotiu pregatit pentru imunofluorescentd prin tratare cu anticorpi monoclonali
cuplati cu markeri fluorescenti (in special pentru detectia Preumocystis
Jiroveci in prelevatele respiratorii)

- preparat extemporaneu colorat cu tus de India: pune in evidenta levurile capsulate
din genul Cryptococcus, 1in sedimentul LCR, urinar, etc. (fig. nr. 2-3 vezi
Anexa)

- frotiu colorat May-Grunwald-Giemsa: metodd de rutind pentru depistarea
levurilor intracelulare de tip Histoplasma, dar poate fi utilizatd si pentru
detectarea levurilor prin microscopie directd (fig. nr. 2-4 vezi Anexa)

- frotiu necolorat sau colorat cu albastru de metilen 3%: metoda se poate folosi
pentru detectarea levurilor din hemoculturi, insd alte tehnici cu specificitate
mai ridicatd sunt recomandate (fig. nr. 2-5 vezi Anexa)

- preparat extemporaneu cu bandd adeziva, colorat cu albastru de metilen in
lactofenol: metodd expeditivd de diagnostic tip ,,one-step” a leziunilor de
Pityriazis versicolor (fig. nr. 2-6 vezi Anexa)

- frotiuri obtinute prin etalare sau amprentd (pornind de la prelevate ca aspiratul
bronsic, LBA sau biopsiile) care apoi se coloreazd Musto sau cu calcofluor si
se examineaza In vederea decelarii aspectelor particulare care ar pleda pentru o
zygomicoza, aspergiloza etc.

Elementele morfologice identificabile prin examen microscopic direct sunt
levurile (burjeonate sau nu, intra- sau extracelulare, cu sau fard capsuld), fragmentele
hifale, septate sau nu, uneori ramificate, celulele fumagoide - celule cu aspect
muriform, melanizate, de 4-12 pm diametru, septate longitudinal si transversal,
granulele (numite si scleroti - elemente sferice, dure, de cca. | mm diametru, formate la
nivelul micetoamelor prin intreteserea densa a hifelor), rar structurile de fructificare ale
unor fungi filamentosi.

2.1. Coloratia negativa cu tus de India
Scop
Se recomanda pentru decelarea levurilor apartinand speciei C. neoformans in

sedimentul unor fluide biologice (LCR, urina, etc.).

Echipamente
Lame si lamele de microscopie, manusi de unica folosinta, pipete
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Reactivi
Tus de India sau tip Parker

Mod de lucru

1. Pe o lama de sticla degresata se depun si se amesteca o picaturd din sedimentul
probei de analizat si o picatura tus de India;

2. Se acopera cu o lamela de sticla evitand formarea bulelor de aer;

3. Preparatul extemporaneu astfel obtinut se examineaza la microscop
(x100, x400).

Rezultatul colorarii

Cryptococcus neoformans se prezinta sub forma de celule levurice rotunde,
inmugurite sau nu, inconjurate de un halou clar, necolorat, facil de vizualizat pe fondul
maron-negru al preparatului. Datoritd necolorarii capsulei polizaharidice, metoda mai
poartd denumirea de “coloratia negativa cu tus de India”.

2.2. Coloratia negativi cu mercurochrom 2% si tus de India

Scop

Reprezintd o variantd imbunatatiti a metodei anterioare, permitand
vizualizarea a trei zone 1n componenta capsulei si a unor corpusculi in interiorul
celulelor levurice la C. neoformans, ceea ce creste considerabil specificitatea
examenului microscopic direct.

Echipamente
Lame si lamele de microscopie, manusi de unica folosinta, pipete

Reactivi

Solutie 2% mercurochrom (C,HgBr,HgNa,Og — sarea disodica a 2,7-dibrom-4-
(hidroxomercurio)-fluoresceinei)

Tus India (sau tug negru tip Parker)

Mod de lucru

1. Pe o lama de sticla degresatd se depun succesiv §i se omogenizeaza o picatura
din sedimentul probei de analizat, o picaturd sol. 2% mercurochrom si o
picatura tus de India;

2. Se acopera cu o lamela;

3. Se examineaza la microscop (x100, x400, x1000).

Rezultatul colorarii

Cryptococcus neoformans se prezintd sub forma de celule levurice rotunde,
inmugurite sau nu, inconjurate de o capsula clard, formata din 3 zone concentrice; in
interiorul celulelor levurice sunt adesea observabili corpusculi de forma rotunda.
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2.3. Coloratia cu lactofenol si albastru de anilina (Lactophenol Cotton Blue)

Scop

Metoda destinata colorarii si evidentierii prin microscopie a fungilor din unele
prelevate clinice si culturi.

Echipamente

Lame si lamele de microscopie, curate si degresate, ansd de Insamantare,
manusi de protectie, pahar Berzelius, palnie, hartie de filtru, agitator magnetic.

Reactivi

Lactofenol cu albastru de anilinad

Albastru de anilind............cccoeeevveeeveenneeennenn. 0,05¢
Fenol, cristale .......cooovvvevvvvieeiiiriieeeeeeeenee, 20,00 g
GHCETOL ..o 40,00 ml
ACIA 1aCHC...uvviiiiiiieieeeieee e 20,00 ml
Apa distilata.........ccoeeveeerieeieiecieceeeenn 20,00 ml

Prepararea acestei solutii dureaza cca. doua zile:

1. In prima zi, se dizolva albastrul de anilind in apa distilati. Se lasa peste noapte

pentru decantarea colorantului insolubil;

2. Alla zi, purtaind manusi de protectie, se adaugad cristalele de fenol in acidul
lactic, intr-un pahar Berzelius. Se omogenizeaza apoi folosind un agitator
magnetic pand la dizolvarea completa a fenolului;

. Se adauga glicerolul;

. Se filtreaza solutia de albastrul de anilind si se adauga in solutia de fenol /
glicerol / acid lactic. Se amestecd si se pastreaza la temperatura camerei in
flacoane cu dop picurator.

A~ W

Mod de lucru

Se etaleaza pe o lama o cantitate suficientd de proba;

Se adauga 1-2 picaturi solutie de lactofenol si albastru de anilina;
Se omogenizeaza usor;

Se acopera cu o lameld si se examineaza la microscop.

bl e e

Rezultatul colorarii
Fungii — albastru-inchis

Nota:

Solutia de lactofenol si albastru de anilina este disponibila comercial: Merck, Remel,
Becton-Dickinson (Lactophenol blue solution)
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2.4. Coloratia cu hidroxid de potasiu si cerneali Parker

Scop
Evidentierea elementelor fungice in raclatele tegumentare, par si fragmente
unghiale, prin examen microscopic direct.

Echipamente
Lame si lamele de microscopie, curate si degresate, ansd de Insdmantare, pensa

Capitolul 2

Reactivi
Hidroxid de potasitl........cccccveevveeeciieecreeeiieenee, 10g
GlCETOl ... 10 ml
Cerneald Parker Quink Permanent Blue......... 10 ml
Apa distilata.........coooceeriiiiiiieeeeeeeeeee 80 ml

Se dizolva KOH 1n ap4, apoi se adauga glicerol si cerneala Parker. Glicerolul
previne cristalizarea reactivului si deshidratarea probei.

Mod de lucru

1. Se utilizeazd o ansad de insdmantare sau pensd pentru indepartarea unei mici
portiuni din proba de tesut, in special din zonele necrotice sau purulente.
Aceasta se etaleaza intr-o picaturd de colorant, pe o lama de microscopie;

2. Se acopera cu o lameld si apoi se comprima preparatul cu ajutorul capatului unei
anse de insamantare pentru indepartarea excesului de fluid. Se incélzeste usor
preparatul prin trecerea acestuia de 2-3 ori prin flacara, evitindu-se fierberea;

3. Dupa clarificarea preparatelor (15-20 minute pentru raclatele pielii §i cateva ore
pentru raclatele unghiale), acestea se vor examina la microscop (x10, x20, x40)
pentru punerea in evidenta a elementelor fungice.

Rezultatul colorarii
Elementele fungice apar colorate in albastru pal.

Notda:

1. Aceasta tehnica este frecvent utilizatd, dar timpul necesar pentru clarificarea si colorarea
completa poate fi mai indelungat. Preparatele se pot pastra pana cand rezultatele culturii
sunt cunoscute.

2. Probele negative la prima citire trebuie pdstrate §i reexaminate in ziua urmdtoare pentru a
evita raportarea unor rezultate fals negative, datorita intdrzierii clarificarii si colorarii
probei.

2.5. Clarificarea cu hidroxid de potasiu si dimetil sulfoxid
Scop

Evidentierea elementelor fungice prin examenul microscopic direct al
raclatelor tegumentare, par si unghii (in special detectia dermatofitozelor).
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Echipamente
Lame si lamele de microscopie, curate si degresate, ansad de insaiméantare, pensa

Reactivi
Dimetil sulfoxid (DMSO).......ccoeeevvevreerriennnnne 40 ml
Apa distilata.......coooeiiiiiiieen 60 ml
Hidroxid de potasitl........cccecveeevieeciieenrieeirenee, 10g

Se adauga dimetil sulfoxidul in apa distilata si apoi se dizolva KOH in solutia
respectiva.

Mod de lucru

1. Se utilizeaza o ansd de Insaméantare sau o pensa pentru recoltarea unei mici
portiuni din prelevat. Aceasta se etaleaza apoi intr-o picatura de KOH-DMSO
pe o lama de microscopie;

2. Se acopera cu o lameld, se comprima usor preparatul cu ajutorul capatului unei
anse de insdmantare si apoi se indeparteaza excesul de fluid. Preparatul nu se
incalzeste;

3. Se examineaza la microscop, cu diafragma semideschisa pentu a surprinde mai
usor elementele fungice refringente, necolorate.

Note:
1. DMSO permite o macerare §i o clarificare mult mai rapide decdt hidroxidul de potasiu
singur.
2. Preparatele nu se vor pastra dupd examinare.

2.6. Coloratia cu calcofluor alb si KOH 10%

Scop
Evidentierea elementelor fungice din diverse prelevate, prin microscopie cu
fluorescenta.

Echipamente

Lame si lamele de microscopie, curate si degresate, ansd de Insamantare,
pensa.
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Reactivi
Solutia A N
Hidroxid de potasitl.......ccccecvveevvienciieeiieeeiieenns 10g %
GLCEIOL. . 10 ml =
ADE ISt oo 90 ml §

Se dizolva KOH 1n apa si apoi se adauga glicerolul.

Solutie B
Calcofluor alb .......cccceereieieieiieeeeee 0,l1g
Apa distilata........cooeiieieiee 100,0 ml

Se dizolva calcofluorul alb pulbere in apa distilata usor incalzita.

Mod de lucru

1. Se amesteca o picdturd din fiecare solutie (A si B) in centrul unei lame de
microscopie;

2. Se etaleaza proba de tesut 1n solutie si apoi se acoperd cu o lameld, comprimand
preparatul cu capatul unei anse de insamantare. Excesul de lichid se elimina;

3. Alternativ, in functie de natura prelevatului se pot obtine si frotiuri prin
amprenta sau stergere, care se trateaza apoi cu solutiile reunite mentionate;

4. Se incélzeste usor lama si se examineaza la microscopul cu fluorescentd echipat
cu filtre adecvate.

Rezultatul colorarii
Elementele fungice prezente in preparat vor apare colorate in albastru
fluorescent sau verde-deschis, in functie de filtrele utilizate.

Note:

1. Este o metoda expeditiva si sensibild, totusi este necesar ca microscopul cu fluorescenta sa
fie dotat cu filtre care sa determine o sensibilizare la lumina ultravioletd, cu o lungime de
undda joasa, de cca. 400 nm.

2. Calcofluorul alb (M2R pulbere - Polysciences sau Blankophor BA - Bayer) este utilizat ca
agent de albire in industria hdrtiei, legandu-se selectiv de celuloza si chitind. Este un
colorant fluorescent pentru fungi.
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2.7. Coloratia Gram™

Scop
Identificarea fungilor prin examenul microscopic al frotiurilor executate din
diverse lichide biologice.

Fixator
Metanol absolut

Echipamente

Lame de sticla pentru microscopie (25/75 mm) cu un capat mat, pipete Pasteur,
anse de nsdmatare microbiologicd, ace de inoculare, recipiente pentru depozitarea de
deseuri biologice
Materiale optionale, depinzand de sursa probelor si de protocolul laboratorului:

a) plita incalzitoare, 60°C;

b) centrifuga;

c) agitator tip Vortex;

d) tuburi sterile cu dop filetat;

e) foarfece sterile, bisturie, pense.

Reactivi

Solutia de cristal violet

Cristal Violet .....c.cecvvieriiieiiieieeeccee e, 2g
Etanol 95% ...ccuveveeeiieieeieeeeee e, 20 ml
Oxalat de amoniU............ooovvevuviieeeeeiiiiiieeeenn. 0,8 g
Apa distilata........ccoooceeveiriiiieieeeeee 80 ml

Se dizolva cristalul violet in etanol si oxalatul de amoniu 1n apa. Se lasa solutia
de oxalat de amoniu peste noapte pentru solubilizare completa sau se incalzeste usor
pana la dizolvare. Se amesteca cele doua solutii si apoi se filtreaza.

Solutia iod-ioduratd Gram (solutia Lugol)

TOQ i lg
Todurd de potasit ........cceeveereerienienieeieeieeiens 2g
Apa distilata........ccoveeeviiieiieieeee e, 275 ml

Se adaugd iodul peste iodura de potasiu, In aproximativ 25 ml apd distilata.
Cand solubilizarea este completd se adauga restul de apa.
Atentie! lodul este coroziv. Se evitd inhalarea, ingestia sau contactul cu pielea.

* . .
vezi coloratia Gram-calcofluor alb
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Solutia de alcool-acetona

Se omogenizeaza si se pastreaza intr-un recipient brun, etichetat cu data
prepararii, la temperatura camerei. Solutia este stabila 1 an.
Atentie! Etanolul §i acetona sunt inflamabile.

Safranina O 0.4 %
Safranind O.......cceevvveviieriienieeieeie e lg
Apa distilata.........ceeeeeeiiieiieiee e 250 ml
Mod de lucru
1. Frotiurile pot fi fixate prin incélzire sau cu metanol;

2. Frotiurile se pot usca 1n aer sau se mentin pe o platind incalzitoare electrica, la
60°C, pana la uscare:

3. Daca frotiurile sunt uscate in aer se vor trece de doua sau trei ori printr-o flacara.

Pentru a evita denaturarea frotiului, acesta nu se supraincalzeste.

. Se lasa lama sa se racesca 1nainte de colorare;

. Fixarea cu metanol previne liza eritrocitelor. De asemenea, fixarea cu metanol
este recomandatd pentru toate prelevatele clinice lichide, in special pentru
urind, deoarece previne spdlarea probelor in timpul colorarii. Metanolul se
stocheaza in sticle brune cu dop etans. O cantitate de lucru poate fi pastrata in
recipienti de plastic, dacd aceasta se Inlocuieste la fiecare 2 saptadmani. Pentru
fixare, se adauga cateva picaturi de metanol pe lama, se lasa in contact timp de
1 minut, apoi se varsa si se lasa lama sa se usuce la aer;

. Se inunda frotiul astfel fixat, cu solutie de cristal violet. Se lasa in contact 60
secunde;

7. Se varsa solutia de cristal violet si se cliteste lama ugsor cu apa de robinet.
Atentie! Clatirea excesiva poate determina indepartarea cristalului violet din
celulele gram-pozitive. Apa se varsa pe unul din capetele lamei, oblic, pentru a
asigura o curgere lenta peste frotiu.

8. Se clateste apoi cu solutie Lugol, timp de 3 secunde;

9. Se inunda frotiul cu solutie Lugol si se lasa 1n contact 30 secunde;

10. Se spald cu apa de robinet;

11. Se toarna solutie alcool-acetona peste frotiu, intr-un capat al lamei, oblic, pana
cand solutia care se scurge la capatul opus devine clard. Timpul de decolorare
variaza in functie de grosimea frotiului (in general 8-10 secunde);

12. Se spala cu apa de robinet;

13. Se inundé lama cu solutie de safranina 0,4 %, timp de 30 secunde;

14. Se Indeparteaza colorantul (safranina 0,4%) cu un jet de apa de robinet ;

15. Se usucd lama 1n aer, in pozitie verticala, iar apoi se sterge reversul acesteia cu
un servetel imbibat in alcool sau acetona.

[ SN
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Rezultatul colorarii
Fungii sunt Gram-pozitivi, deci se vor colora in violet.

Note:

1.Daca solutia de cristal violet prezintd precipitat sau sediment, se refiltreaza inainte de
utilizare. Unii coloranti, in special safranina, se pot contamina. Cand se suspecteazd
acest lucru, se inlocuiesc.

2. Evaporarea poate altera eficacitatea reactivilor; solutiile de lucru trebuie schimbate
regulat.

3. Zilnic sau cand se foloseste un nou lot de reactivi se realizeaza controlul de calitate prin
executarea unui frotiu din Escherichia coli (ATCC 25922) si Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228) sau Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Acesta se
fixeaza si se coloreaza dupa tehnica descrisa mai sus. Rezultatele colorarii frotiului de
control:

a) coco-bacili Gram-negativi: roz;

b) coci Gram-pozitivi: violet intens.

4. Cateva dintre cauzele cele mai frecvente care duc la obtinerea unor rezultate
nesatisfacatoare ale coloratiei Gram:

a) utilizarea unor lame de microscopie insuficient degresate. Pentru acest lucru, se
pastreaza lamele intr-un pahar cu etanol 95%. Excesul de alcool se
indeparteaza prin stergerea sau flambarea lamelor inainte de utilizare;

b) executarea unor frotiuri prea groase;

¢) supraincalzirea frotiului cand acesta este fixat prin caldura;

d) spalarea excesiva pe durata procedurii de colorare.

2.8. Coloratia Gram - calcofluor alb

Scop

Uneori, fungii nu se pot distinge cu acuratete in frotiurile colorate Gram sau
pot rimane mascati de alte materiale din probd. In aceasti situatie, calcofluorul alb
poate fi utilizat pentru supracolorarea frotiurilor colorate Gram in vederea unei mai
bune evidentieri a elementelor fungice.

Echipamente
Lame si lamele pentru microscopie, hartie de filtru, betisoare din lemn,
microscop cu fluorescenta, sticlarie de laborator

Reactivi

Xilen

Metanol absolut

Solutie de hidroxid de potasiu 10 sau 20%
Calcofluor alb

Mod de lucru

1. Se coloreaza frotiul prin tehnica de colorare Gram;

2. Se aplica peste frotiul colorat Gram un fragment de hartie absorbanta, pentru a-1
usca;
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3. Se inunda lama cu xilen pentru 1-2 ore, in functie de grosimea frotiului;

4. Se clatesc lamele in metanol absolut pentru a indeparta resturile tisulare;

5. Se inunda lama cu solutie KOH 10-20% pentru 1-2 ore, in functie de grosimea
frotiului;

6. Se indeparteaza KOH, se adaugd o picdturd de calcofluor alb 0,1% si se
omogenizeaza usor cu un betisor de lemn;

7. Se aplica apoi o lamela prin presare usoard. Preparatul se examineaza la
microscopul cu fluorescenta folosind filtre speciale (490-520 nm);

8. Elementele fungice care in prealabil nu sunt vizibile sau sunt neidentificabile in
frotiurile colorate Gram, pot fi distinse mai facil ca structuri fluorescente.

Capitolul 2

Nota:

Multe din prelevatele clinice trimise laboratoarelor de microbiologie pentru
examinare pot contine si elemente fungice, care de multe ori sunt nedetectate sau confundate.
De aceea este imperios necesard o instruire a personalului in vederea cresterii performantelor
examenului microscopic direct si in ceea ce priveste detectarea elementelor fungice pe frotiuri
colorate Gram.

2.9. Coloratia Giemsa
Scop
Evidentierea trofozoitilor si a corpilor intrachistici (nu si a chistilor) la
Pneumocystis carinii, prin examenul microscopic al frotiurilor executate din prelevate

respiratorii joase.

Fixator
Metanol absolut

Echipamente
Lame si lamele pentru microscopie, curate si degresate, sticlarie de laborator,
hartie de filtru

Reactivi

Solutia Giemsa stoc

Colorant Giemsa, pulbere............ccccccveeueenennne. 0,8¢g
GLCEIOL v 50,0 ml
Metanol absolut ......c.c..evvveeiiiviiiiiiiieeeieeens 50,0 ml

Se dizolva pulberea de colorant Giemsa in glicerol, apoi se incélzeste solutia
pe baie de apa pana la 56°-60°C, timp de 90-120 minute. Se adaugad metanolul, se
omogenizeaza si se filtreaza. Solutia stoc se va péstra la temperatura camerei intr-un
recipient inchis.

Solutie Giemsa de lucru
Solutia stoc se dilueaza in proportie de 1:50 cu solutie de fosfat Sorensen.
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Solutie fosfat Sorensen pH 6.4

Fosfat de potasiu monobazic ......................... 6,63 g
Fosfat de potasiu dibazic anhidru.................. 2,56 ¢
Apa distilata.........ccoeevveereerieriecieceeieeens 1000 ml
Mod de lucru
1. Se usuca frotiul in aer;

N

. Se fixeaza cel putin 30 secunde (uzual 3-4 minute) in metanol absolut;

. Se indeparteazd metanolul prin inclinarea lamei sau prin scoaterea acesteia din

paharul cu fixator, apoi se usuca in aer;

4. Se introduc lamele complet uscate intr-un pahar Berzelius sau se aseaza
orizontal 1n suportul unei baterii de colorare care contine solutie Giemsa de
lucru, pentru 20-30 minute;

5. Se spald lama cu apa distilata;

6. Se sterge pe verso, apoi se usuca in aer;

7. Se monteaza sau nu, apoi se examineazd la microscop. Inainte de montare,

lamela se introduce in xilen pentru a evita aparitia bulelor.

98]

Rezultatul colorarii
Trofozoitii — apar de obicei in plaje, aglomerati, cu nucleul colorat in rosu-
violet si citoplasma n gri.

Note:

1. Prelungirea imersiei in solutia Giemsa diluatd poate face ca materialul biologic de pe
lama sa se desprinda.

2. Colorantul Giemsa este disponibil comercial.

2.10. Coloratia May-Grunwald-Giemsa (MGG)

Scop
Este o coloratie de electie pentru depistarea intramacrofagica a formei levurice
apartinand speciei Histoplasma capsulatum var. capsulatum.

Fixator
Metanol absolut

Echipamente

Lame si lamele pentru microscopie, curate si degresate, sticlarie de laborator,
hartie de filtru
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Reactivi

Solutia de colorare I (May- Griinwald)

May-Griinwald pulbere ..........cccoevevvervennnnne. 03¢g
Metanol absolut ..........cccceeeeiievcieeiiiieeiens 100,0 ml

Dupéa preparare se pastreaza iIntr-un recipient etans, la temperatura camerei
timp de 24 ore. Se filtreaza inainte de utilizare.

Capitolul 2

Solutia de colorare II (Giemsa)

Colorant Giemsa pulbere.........c.cccceeevreveerreenennn. lg
GLCEIOL ..o 66 ml
Metanol absolut ...........eevvviiiiiiiiiiiiieieiieeies 66 ml

Colorantul Giemsa se dizolva in glicerol si apoi se Incilzeste la 56°C timp de
90-120 minute. Se adaugd metanolul agitind pentru omogenizare. Solutia finala se
pastreaza la temperatura camerei Intr-un recipient inchis. Se filtreaza inainte de
utilizare.

Solutia tampon Sorensen pH 6.8

Fosfat de sodiu dibazic .........ccovvvvvvevvvvvecnnnnne. 03¢g
Fosfat de sodiu monobazic ............ccccceeueennnne. 0,7¢g
Apa distilata..........ccceeeiiieiiiieieeeeeee, 100,0 ml

Dupa preparare, solutia se pastreaza la frigider; este stabila timp de 1 an.

Mod de lucru

1. Se fixeaza frotiurile in metanol absolut, timp de 30 secunde;

2. Se indeparteaza metanolul;

3. Se aplica solutia de colorare I proaspat diluata 1:1 cu solutie tampon, timp de 5
minute (lama va fi pozitionata orizontal sau introdusa intr-un pahar);

4. Se transfera lamele fara spalare prealabila in solutia de colorare II diluata recent

cu 9 parti de solutie tampon, pentru 10-15 minute;

. Se imerseaza lamele 1n solutie tampon pentru indepartarea colorantului;

. Se spala lamele cu apa de robinet din abundenta;

. Se transfera intr-un pahar cu apa pentru 2-5 minute;

. Se usuca apoi intr-o pozitie oblicd. Nu se usuca prin stergere;

. Se poate monta o lameld, insa nu este neaparat necesar.

O 0 3 O\ W

Rezultatul colorarii
Fungii — nuante de roz, albastru, violet
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Note:

1. Este important ca lamele sa nu se usuce in timpul colorarii, pentru a preveni aparitia
artefactelor sau formarea de precipitate.

2.Solutia stoc May-Grunwald §i colorantul Giemsa sunt disponibile comercial

2.11. Coloratia Wright

Scop

Evidentierea formelor levurice la Histoplasma capsulatum var. capsulatum
prin examen microscopic al frotiurilor executate din sange §i maduvd osoasd
hematogena

Fixator
Metanol absolut

Echipamente
Lame si lamele pentru microscopie, curate si degresate, sticlarie de laborator,
hartie de filtru

Reactivi

Solutie de colorare (care poate fi achizitionatd ca solutie gata preparata sau ca pulbere
din diverse surse comerciale)

Colorant Wright pulbere............ccceevveeenernnen. 03g
Metanol absolut ...........ooevvivvveiiiiiiieiiiiinns 100,0 ml

Dupa preparare, solutia se mentine intr-un recipient etans la temperatura
camerei timp de 24 ore si se filtreaza Inainte de utilizare.

Solutie tampon Sorensen pH 6.4

KH,PO, anhidru c...eeeeeeeeeeiiiiieieeeeeeeeeees 6,63 ¢g

Na,HPO, anhidru.......oooooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiininn, 2,56 ¢g

Apa distilata..........ccoeeeeieeiiieiieeeee, ad 1000 ml.
Mod de lucru

1. Se usuca frotiul si se fixeaza apoi cel putin 30 secunde in metanol absolut;

2. Se indepérteaza metanolul prin inclinarea lamei;

3. Se aplica solutia de colorare, timp de 2 minute, peste lama pozitionata orizontal,
numarand picaturile;

4. Se adauga peste colorant aceeasi cantitate din solutia tampon. Se omogenizeaza
atent colorantul si solutia tampon fara a atinge suprafata filmului de lichid (va
apare o stralucire metalica la suprafata amestecului);

5. Se lasa amestecul in contact cu frotiul timp de 3 minute;

6. Se clateste lama cu apa distilata timp de 30 secunde;
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7. Lamele se usuca in pozitie verticald. Nu se vor sterge;
8. Daca se doreste, frotiul se poate monta prin acoperire cu o lamela.

Rezultatul colorarii
Fungii — culoare violeta

2.12. Coloratia cu mucicarmin Southgat

Capitolul 2

Scop
Coloratia se utilizeaza pentru detectarea materialului capsular la Cryptococcus
neoformans

Echipamente
Lame si lamele de microscopie, curate si degresate, ansd de Insamantare,
pahare Berzelius, palnie de filtrare, hartie de filtru, baie de apa

Reactivi
Rosu Carmin.........cccveevieeeeiieiiieeieeesiee e 1,0g
Hidroxid de aluminiu pulbere.......................... 1,0g
Etanol 50% .....coovvveeeieieiiiieieeeeeeee 100,0 ml

Dupa omogenizarea acestor substante, in solutie se adauga:
Clorura de aluminiu anhidra............c.cceenneee. 0,5¢g

Se fierbe pe baia de apad pentru 2-3 minute, apoi se lasd sd se raceasca. Se
completeaza pana la volumul initial cu etanol 50% si apoi se filtreaza. Solutia stoc este

stabila cateva luni.

Hematoxilina Ehrlich
Vezi coloratia hemalaun-eozina

Alcool acid 0,5%
Vezi coloratia hemalaun-eozina

Mod de lucru
1. Se hidrateaza sectiunile sau se executa un frotiu (dupa caz);
2. Se coloreaza cu hematoxilina timp de 15 minute;
3. Se diferentiaza cu alcool-acid si apoi se clatesc cu apa de robinet;
4. Se coloreaza pentru 30 minute in solutia rosu carmin;
5. Clatire 1n apa distilata, deshidratare, clarificare si montare.
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Rezultatul colorarii
Mucicarminul coloreazd mucinele acide in roz (capsula va deveni astfel
coloratd)

2.13. Coloratia Musto

Scop

Punerea in evidentd a elementelor fungice prin examenul microscopic al
frotiurilor

Echipamente

Lame si lamele pentru microscopie, curate si degresate, sticlarie de laborator,
plita electrica, vase din sticld Pyrex

Reactivi

Metenamina - solutie stoc

Metenaming 3 Yo......ccoeeeeeenereenienienieneenene 100 ml
Azotat de argint 0,15 % .cc.coceeevininiinininieene. Sml

In momentul adaugirii solutiei de metenamina peste solutia de azotat de argint,
se va forma un precipitat alb, care va dispare prin agitarea paharului. Solutia finald este
stabila 3 luni si se pastreaza la 4°C.

Atentie! Corozivd, posibil carcinogenad.

Metenaminad - solutie de lucru

BOrax 5% ..ccceoveieiiiiiiiee 2ml
Apa distilata.........cceoceeveiiiiiiiieeeeeeeee 25 ml
Metenamind solutie StoC........ccoeeereevereeennnen. 25 ml

Se adauga solutia de borax in apa distilata, apoi se omogenizeaza cu solutia
stoc de metenamind. Se prepara extemporaneu.

Acid cromic 5%

Trioxid de CromM .....c.eeecvvveeiieeieerieecee e 5¢g
Apa distilata........ooooeieiiniie 100 ml

Solutia se poate pastra 6 luni.

Atentie! Acidul este coroziv, posibil carcinogen. Se vor evita contactul §i
inhalarea.
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Borax 5%
Borat de sodiU........cccueevviieniieiiieeie e, 50¢g
Apa distilata.........ccoeeveeereeerieieerierreenn, ad 100,0 ml ~
Solutia este stabild 3 luni. %
)
. o Z
Bisulfit de sodiu 1% 8
Bisulfit de SOdiU.......cccovvivieerierienienreere e, 2g
Apa distilata........cccooeeeveeeeceeeeeeeeee ad 200 ml

Se pastreaza la 4°C.

Clorura de aur 0.2%

Clorurd de aur......c.c.eeeeeeeiieieeiiieeeeeeeeeeeeeeeee, 02¢g
Apa distilata..........ccceeeeiiiiiiieieeeeeees 100,0 ml

Se pastreaza la frigider in recipiente etanse, riguros igienizate in prealabil.
Solutia este stabila 1 an.
Atentie! Se evita contactul §i inhalarea.

Tiosulfat de sodiu 2 %
Tiosulfat de sodit.......cccecvvevieriierieniecieeie e, 4g
Apa distilata.........ccooceeviiieiieiieiee ad 200 ml

Se pastreaza la 4°C.

Verde luminos 1%

Verde luminos SF yellow .......cccccoceveevininennene lg
Apa distilata..........cceeeeiieniieeieeieeen ad 100 ml
Acid acetic glacial ........cccceeevveveeieennnne, 5 picaturi

Dupa preparare se pastreaza la frigider.
Atentie! Se evita contactul §i inhalarea.

Mod de lucru

1. Fixarea: se incalzeste acidul cromic 5% pana la 65°C pe o plita electrica si apoi
se imerseaza imediat lamele timp de 1 minut;

2. Clatire de doua ori in apa distilata ;

3. Se introduc preparatele in bisulfitul de sodiu, timp de 1 minut;

4. Se clatesc lamele in apa distilata
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5. Impregnarea argentica: solutia de lucru se transfera intr-un vas de sticla Pyrex si
apoi se imerseaza lamele. Se incélzeste rapid la 90-95°C timp de 2-3 minute:
solutia 151 schimba culoarea de la cenusiu la negru, iar lamele devin maro;

6. Clatire de trei ori in apa distilata;

7. Lamele se introduc in clorura de aur 0,2% timp de 1 minut;

8. Clatire cu apa distilata;,

9. Imersare in tiosulfat de sodiu, timp de 1 minut;

10. Clatire cu apa distilata;

11. Contra-colorarea cu verde luminos, timp de 1 minut;

12. Clatire cu apa de robinet, timp de 2 minute;

13. Deshidratare 1n etanol 95% cateva secunde, apoi in alcool absolut, de doua ori
timp de cateva secunde;

14. Se introduc lamele in xilen sau metil-ciclohexan cateva secunde, pentru
clarificare;

15. Se monteaza lamele in Eurik.

Rezultatul colorarii
Fungii — culoare brun-negriciosa
Fondul — verde

Notda:
1. Coloratia Musto este versiunea rapida a metodei Gomori-Grocott, utilizand tot
principiul impregnarii argentice.
2. Solutiile din bateria de colorare se reinnoiesc dupa 4 etape sau din 2 in 2 saptamani.
3. Aceasta metoda comporta in principal trei faze:
e fixarea cu acid cromic
e colorarea cu nitrat de argint - metenamind
e contra-colorare cu verde luminos
4. Oxidarea gruparii hidroxil a polizaharidelor fungice parietale si complexarea lor cu
reactivul argentic, determind coloratia brun-negricioasa a fungilor pe un fond verde
al preparatului.
5. Aceastd tehnica prezinta mai multe avantaje:
e reproductibilitate excelenta si rapiditate (aproximativ 20 minute)
e costuri moderate
e posibilitatea de aplicare pentru o varietate largad de probe biologice, inclusiv
pentru prelevatele bronho-alveolare in investigarea pentru pneumocistoza
o simplitatea tehnicii i usurinta cu care se detecteaza elementele fungice, chiar
daca acestea sunt foarte rare
6. Pentru reusita coloratiei trebuie respectate trei conditii esentiale:
e indicatiile tehnice
e folosirea unei lame-martor la fiecare serie de colorare
e reinnoirea regulatd a reactivilor
7. Frotiurile sero-fibrinoase (lichid pleural, articular etc.) prezinta uneori inconvenientul
ca se desprind de pe lama in cursul colorarii. Acest inconvenient nu poate fi remediat,
dar daca frotiul nu s-a desprins in totalitate se poate recurge la o metodd de
examinare microscopica directd intre lama si lamela.
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Medii de cultivare

Luminita Malic, Olimpia Bazgan, Mihai Mares

3.1. Generalitati

Deﬁnirea mediilor de culturd intr-o maniera completd si complexa, in
contextul varietatii covarsitoare a entitatilor taxonomice microbiene §i a
exigentelor nutritive extrem de diverse pe care acestea le reclama in dezvoltarea lor,
este o incercare destul de dificild pentru microbiologul practician. Acest demers
raméane In domeniul speculativ, deoarece orice Incercare in acest sens va tinde sa
satisfaca mai curand legile semanticii decat rigorile practicii medicale.

Totusi, putem defini mediile de cultura ca un complex de substante chimice
pure sau dimpotriva, de substraturi organice §i minerale cu un grad mai redus de
puritate, care sda ofere microorganismelor posibilitatea dezvoltarii si multiplicarii,
imitdnd pe cat posibil conditiile trofico-habituale din organismele gazda sau din
biotopurile naturale specifice.

Izolarea 1n conditii de laborator a fungilor din prelevatele patologice, indiferent
de natura lor, este o necesitate indiscutabild pentru intelegerea procesului morbid
infectios si pentru initierea terapiei etiotrope.

Diversitatea fungilor, ca bioentititi cu potential patogen, justifica includerea in
mediile de culturd a unei game largi si variate de nutrienti care sa asigure izolarea
si/sau identificarea lor in conditii optime. Au fost formulate astfel o multitudine de
medii de cultivare incluzand ingrediente cu grade diferite de specificitate, care sa
corespunda dezideratelor de eficientd, precizie si expeditivitate din micologia clinica.

Investigarea particularitatilor biochimice ale fungilor, in special a profilului lor
enzimatic, a facut posibila in ultimul timp formularea unor medii de culturd mai
complexe, care permit identificarea mai facild a acestor microorganisme din
prelevatele patologice. Astazi, o adevaratd industrie, sustinuta de o intensa activitate de
cercetare, produce o gama extrem de diversificata de substraturi nutritive si medii de

infectioase induse de fungi.
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3.2. Compozitia mediilor de culturd

Particularitatile metabolice si numarul apreciabil al fungilor incumba folosirea
unor substraturi nutritive variate, facand practic imposibild obtinerea unui mediu
standard pentru toate speciile de interes medical. Unele formule (Sabouraud, Czapek,
PDA) permit totusi dezvoltarea unui numar mare de entitati taxonomice apartinand mai
multor genuri.

In general, principalele componente ale mediilor de culturd sunt reprezentate
de substantele nutritive, agentii revelatori, factorii inhibitori, apa si agentii de
solidificare (in cazul mediilor solide).

Substantele nutritive sau nutrientii sunt reprezentate de o grupare pletorica de
substante chimice care sunt incluse in medii pentru a oferi fungilor: o sursa de carbon,
o sursa de azot §i promotori de crestere (substante minerale, vitamine, acizi grasi etc.).
Din punct de vedere al structurii chimice, nutrientii pot fi:

e 1n cazul surselor de carbon:

1. monozaharide (glucoza sau dextroza, fructoza, manoza, galactoza, xiloza,

ramnoza, arabinoza)

2. di- si oligozaharide (zaharoza sau sucroza, lactoza, maltoza, celobioza,

trehaloza, rafinoza)

3. polizaharide (amidon, glicogen, celuloza, chitina etc.)
4. acizi organici (tartric, citric, oxalic, malonic etc.)
5. lipide
e 1n cazul surselor de azot:
1. substante anorganice azotate (nitrati, nitriti, siruri de amoniu)
2. peptide si proteine (peptond, hidrolizat de cazeina, gelatind, cazeina,
keratina, ovalbumina)
3. aminoacizi (glicind, triptofan, glutamina, histidina s.a.)
4. uree

[ J
—

n cazul promotorilor de crestere:

1. substante minerale (sub forma de saruri care sa contind Na, K, Mg, Ca,
Fe, Cu, Zn, Co, P, S s.a.)
2. vitamine (tiamina, acid nicotinic, inozitol etc.)

3. acizi grasi cu lant lung de atomi de carbon (C;,-C,4), necesari pentru

dezvoltarea levurilor lipodependente ale genului Malassezia.

Se recomandd ca in mediile de culturda solide destinate izolarii fungilor,
raportul C:N si fie de 9-12:1. Factorii inhibitori sunt reprezentati de substante ce pot
supresa dezvoltarea unor categorii de microorganisme, mai ales a celor contaminante,
indezirabile in manoperele de izolare si identificare a fungilor cu semnificatie clinica.
Este vorba, in principal, de bacterii si fungi saprobioti, ubicuitari, care alaturi de fungii
patogeni sau conditionat patogeni, compun in mod obisnuit microflora diverselor
prelevate recoltate din situsuri normal nesterile. Pentru anihilarea dezvoltarii
bacteriilor, se recomanda inglobarea in mediile de cultura destinate izolarii fungilor, a
unor substante din grupa antibioticelor (penicilind, streptomicind, cloramfenicol,
gentamicind, ciprofloxacin, tobramicind) sau a colorantilor (cristal violet, Rose
Bengal).
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Izolarea fungilor patogeni este favorizatd de insaméntarea prelevatelor pe
medii solide ce contin cicloheximida, substantd capabila sa inhibe partial sau total
dezvoltarea fungilor contaminanti.

Formularea unor medii diferentiale, care sd asigure o buna discriminare intre
diferitele specii de fungi potential prezente in diverse prelevate, a presupus includerea
unor agenti revelatori In compozitia mediilor de culturd; in marea lor majoritate,
acestia sunt substraturi ale diverselor enzime produse in special de micromicetii
levuriformi, prin a caror scindare se formeaza compusi fluorescenti (identificabili in
lumina ultravioletd) sau compusi caracterizati printr-o culoare specifica.

Primele medii diferentiale cromogene, utilizate pentru identificarea prezumtiva
a diverselor specii de Candida, au fost mediul Nickerson si mediul Pagano-Levin,
agentii revelatori folositi fiind reprezentati de sulfitul de bismut, respectiv sarurile de
trifenil-tetrazoliu. Insa numarul redus de specii identificabile a determinat in timp
renuntarea la aceste medii si Tnlocuirea lor cu altele mai performante, atat ca spectru de
microorganisme identificabile, cat si ca grade de specificitate si sensibilitate ale
metodei.

Paleta acestor medii diferentiale este destul de largd, doar in cazul speciei
Candida albicans si a altor catorva levuri, fiind disponibile comercial nu mai putin de
6 astfel de medii (tabelul I-1). Ele contin substratul fluorogen sau cromogen pentru
una sau doud enzime (B-D-galactozaminidazd si/sau L-prolin-aminopeptidaza),
permitand chiar izolarea si identificarea simultana, intr-o singura etapa, a levurilor din
diverse prelevate, fard a fi necesara utilizarea suplimentara a altor medii.

3.3. Prepararea si sterilizarea mediilor

Prepararea mediilor este o etapd extrem de importantd, care conditioneaza
hotarator dezvoltarea, replicarea si exprimarea fenotipica plenara a tuturor caracterelor
culturale ale fungilor. Calitatea ingredientelor, modul de solubilizare a acestora,
succesiunea adaugarii lor, ajustarea pH-ului si repartizarea mediilor in vederea
sterilizarii pot reprezenta tot atatia factori limitativi ai demersului diagnostic, daca nu li
se acordd importanta cuvenita.

In prezent, in laboratoarele de diagnostic microbiologic este cvasigeneralizata
prepararea mediilor de cultura prin hidratarea asocierilor complete de ingrediente
standardizate, conditionate sub forma de pulbere, comercializate de diferite firme. Prin
utilizarea unor astfel de medii standardizate sunt eliminate inconvenientele legate de
procurarea unor ingrediente de calitate, iar rezultatele obtinute prin cultivarea fungilor
sunt reproductibile.

In general, mediile deshidratate sunt reconstituite prin solubilizarea unor
cantitati precise de pulbere in apa distilatd sau apa de robinet, de preferat incalzita la
70°-80°C, urmata apoi de fierberea amestecului pana la dizolvarea completd a tuturor
ingredientelor. In cazul mediilor ce contin ingrediente care nu suporti incilzire la
temperaturi crescute, se va renunta la etapa de fierbere.

In general, la prepararea mediilor de cultivare comercializate se vor respecta
riguros instructiunile firmei producatoare.

Dupa preparare, mediile repartizate in flacoane sau tuburi se vor steriliza prin
autoclavare, timp de 15-20 minute la 121°C (sau respectind parametrii recomandati de
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producitor). Componentele ce nu pot fi autoclavate datorita termolabilitatii lor, se vor
prepara separat si se vor adauga la mediul de baza dupa sterilizarea acestuia.

In vederea autoclavirii eficiente se recomandi repartizarea mediilor in
flacoane cu o capacitate care sa nu depageasca 400-500 ml. Cele mai indicate sunt cele
confectionate din sticld Pirex, gradate, cu capac filetabil, tip Deltalab - Spania.

3.4. Controlul de calitate si pastrarea mediilor

Fiecare nou lot de medii de cultura, indiferent de provenienta sa (medii gata de
folosire, repartizate in placi sau tuburi “single-use” livrate de diverse firme sau medii
preparate in laborator) va fi supus unui control de rutind care vizeaza analiza unor
insusiri esentiale cum ar fi aspectul, pH-ul, sterilitatea si performantele mediului.

Aspectul (culoare, transparentd, consistentd) si pH-ul trebuie sd corespunda
parametrilor standard specifici pentru respectivul mediu de cultivare. Starea de
sterilitate a mediilor se verifica prin incubarea catorva recipiente la temperaturile de
30°C, respectiv 37°C, timp de 24-48 ore. Absenta dezvoltarii unor colonii bacteriene
sau fungice indica o corecta sterilizare a mediului. Performantele de crestere se verifica
utilizand tulpini tip din colectia laboratorului, alese in functie de tipul de mediu si de
recomandarile privind aplicabilitatea acestuia in diagnostic:

- Mediile de izolare neselective se verificd prin evaluarea capacitatii lor de a
asigura dezvoltarea optima a tulpinilor insdmantate;

- Mediile selective se verifica prin insdméantarea unor tulpini tip rezistente si a
unora sensibile la agentii inhibitori existenti in mediu;

- Calitatea mediilor diferentiale se evalueaza prin modul de reactie al acestora in
urma Tnsdmantdrii cu tulpini producatoare de reactii pozitive si negative.
Conservarea mediilor de culturd preparate in laborator si a celor reconstituite

prin rehidratare se face de preferinta la temperaturi de refrigerare (2°-8°C), placile Petri
plasandu-se in pungi de polietilend sau cutii inchise ermetic, iar tuburile vor fi
etanseizate cu dopuri confectionate din material neporos pentru a preveni desicarea. In
aceste conditii, mediile conditionate in pléci Petri se pot pastra pana la 3 luni, iar cele
in tuburi cu dop etans pana la 6 luni. Exceptie fac unele medii ce contin ingrediente
perisabile, degradabile, a caror stocare in timp este limitata.

44



Luminita Malic, Olimpia Bazgan, Mihai Mares

Tabelul 3-1
Utilitatea diagnosticd a unor medii cromogene

Denumirea mediului si

Specii identificate Aspectul coloniilor

firma producitoare

) ) Culoare roz-violet, contur
Candida albicans

CandiSelect ™ 4
(Bio-Rad)

regulat

C. tropicalis

Culoare turcoaz intensa,
bombate, contur regulat,
de tip S.

C. glabrata

Culoare turcoaz mai
estompata, stralucitoare,
plate, contur regulat, de
tip S.

C.krusei

Culoare verde-turcoaz,
mate, contur neregulat, de
tip R.

Chromogenic Candida

C. albicans

Culoare verde

C. tropicalis

Culoare albastru-inchis

Culoare roz-inchis, mate,

Agar (Oxoid) C. krusei contur neregulat
C. glabrata Culoare galben-bej
C. parapsilosis Culoare brund
C. albicans Culoare verde-smarald
Culoare violet-deschis
C. glabrata (lila), mate
CHROMagar Candida Culoare roz_pal’
(BD Sciences) C. krusei albicioase la periferie, de

tip R

C. tropicalis

Culoare albastra-verzuie
pana la albastru-metalizat

C. albicans Culoare albastra
Candida ID2 C. tropicalis
(bioMérieux) C. lusitaniae Culoare roz
C. kefyr
Candichrom I C.albicans Culoare alb -crem,
(Elitech, Franta) colonii lucioase,

Alte levuri

albastre verzui

Culoare alba

Agar cu extract de
seminte de Niger
(Birdseed Agar)

Cryptococcus
neoformans

Culoare bruna

Alte levuri

Culoare alb — crem
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MO1 Agar acetat Fowell
Compozitie
Acetat de sodiu x 3H,0 5¢
Agar 20g
Apa purificata ad 1000 ml
Preparare: se dizolva acetatul de sodiu trihidrat in apa, dupa care se
ajusteaza pH-ul intre 6,5-7 inainte de a adduga agarul. Se
incalzeste amestecul pana la completa solubilizare a agarului.
Se sterilizeaza prin autoclavare, la 121°C timp de 15 minute.
Aspect: geloza translucida

pH final la 25°C :
Controlul calitatii:

Utilizare:
Stocare:
Disponibil comercial:

6,5-7

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 — dezvoltare cu
producere de ascospori

stimularea producerii formelor sexuate la levuri

in eprubete, 4 luni la 2°-8 °C, 1n placi o luna la 2°-8°C

nu se comercializeaza.

MO02 Agar acetat McClary

Acetat de potasiu 98¢
Glucoza 1g
Clorura de sodiu 1L,2g
Sulfat de magneziu
heptahidrat 0,7¢g
Extract de drojdie 25¢g
Agar 15g
Apa purificata ad 1000 ml
Preparare: se dizolva ingredientele in apa preincalzita, inainte de a adauga
agarul. Se Incdlzeste amestecul pana la completa solubilizare a
agarului. Se sterilizeaza prin autoclavare, la 121°C timp de 15
minute.
Aspect: geloza gilbuie, translucida

pH final la 25°C :
Controlul calitatii:

Utilizare:
Stocare:
Disponibil comercial:

6,0+0,2

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 — dezvoltare cu
producere de ascospori

stimularea producerii formelor sexuate la levuri

in eprubete 4 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

nu se comercializeaza.
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MO03 Agar BCG Candida

Peptona 10,0 g
Extract de drojdie 1,0g
Dextroza 40,0 g
Agar 15,0 g
Verde de bromcrezol 0,02g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se dizolva in apa distilatd si se fierb un minut
pani la completa dizolvare. Se autoclaveaza la 121°C timp de
15 minute. Se adaugd neomicina 500 mg/l, dupa ricirea
mediului la o temperatura de 50-55°C.
Aspect: geloza albastru-verzuie, usor opalescenta
pH final la 25°C: 6,1 +0,1
Controlul calitatii:  Candida albicans ATCC 10231: virarea culorii mediului spre
galben.
Candida tropicalis ATCC 9968: virarea culorii mediului spre
galben.

Utilizare:

Stocare:

Escherichia coli ATCC 25922: virarea culorii mediului spre
verde.

mediu diferential si selectiv folosit pentru izolarea primara si
detectia speciilor genului Candida din prelevatele clinice.
Placile Petri insamantate se incubeaza 72 ore la o temperaturd
de 30°+2°C.

2°-8 °C

Disponibil comercial: Difco (SUA)

MO04 Agar BIGGY (Agar bismut - sulfit - glucoza - glicind - drojdie)

Agar Nickerson

Citrat  amoniacal  de

bismut 50¢g
Sulfat de sodiu 3,0g
Dextroza 10,0 g
Glicina 10,0 g
Extract de drojdie 1,0g
Agar 16,0 g
Apa distilatd ad 1000 ml

Preparare:

ingredientele se dizolva in apa distilata preincalzita, sub agitare
continud. Mediul se raceste la 45 - 50C, dupa care se
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repartizeazd in plici Petri. Nu se autoclaveaza. Inainte de

Aspect: mediu omogen, opalescent, alb-galbui

pH final la 25°C: 6,8+0,2

Controlul calitatii: Candida albicans ATCC 10231 ++
Candida kefyr ATCC 8553 ++
Candida tropicalis ATCC 1369 ++

Utilizare: mediu recomandat pentru izolarea si identificarea speciilor
apartinand genului Candida. Inocularea se realizeazd din
culturi proaspete, iar incubarea are loc la o temperatura de 25°
+ 2°C, 18-24 ore (3-5 zile daca este necesar)

Stocare: 2°-8°C

Disponibil comercial: Becton — Dickenson (SUA)

MO05 Agar Blasto "D"'

Glucoza 78
Tween 80 0,2 ml
Sulfat de potasiu 05¢g
Citrat de magneziu L5g
Fosfat dipotasic 5¢g
Asparagind 5¢
Aminoacizi de tipul
"Casamino" 3g
Clorura de sodiu 085¢g
Agar 15g
Apa deionizata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se adauga in apa purificatd preincalzita si se fierb

apoi sub agitare pana la completa lor dizolvare. Se sterilizeaza
prin autoclavare la 121°C timp de 15 minute.

Aspect: geloza clard, transparenta

pH final la 25°C: 6,6+0,2

Utilizare: transformarea formei filamentoase in forma levurica la specia
Blastomyces dermatitidis, prin incubare la 37°C.

Stocare: in eprubete 2 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: nu se comercializeaza.
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MO06 Agar Bromcrezol purpur — cazeind - glucozd
(Bromcresol purple casein glucose Agar )

Compozitie solutie A

Lapte ecremat 80g
Solutie etanolica de -
Bromcrezol purpur 1,6% 2ml =
Apa distilata ad 1000 ml =
)
s
Compozitie solutie B s
Glucoza 40¢g
Agar 30g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: dupd solubilizarea ingredientelor in apa distilatd preincalzita,

cele doud solutii se sterilizeaza separat astfel: sol. A - 8 minute
la 115°C, sol. B - 15 minute la 121°C. Dupa racire la 45°-
50°C, cele doua solutii se amestecd, se omogenizeaza, se
ajusteaza pH-ul la valoarea 6,6 si apoi se repartizeaza in tuburi
sterile, in panta.

Aspect: geloza in panta, bleu pal, opaca

pH final la 25°C : 6,6 +0,2

Controlul calitatii:  7richophyton rubrum ATCC 28188: dezvoltare fara alcali-
nizare (mediul nu 1si modifica nuanta);
Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533: dezvoltare cu alca-
linizare (virarea culorii in violet-purpuriu);

Utilizare: test de identificare a speciilor de dermatofiti

Stocare: o luna la temperatura de refrigerare

Disponibil comercial: nu se comercializeaza.

MQO7 Agar Ciocolat (Agar Chocolate)

Triptona 15,0g
Peptona din soia 50g
Clorura de sodiu 50g
Agar 15,0 g
Apa distilata ad 1000 ml
Sdnge defibrinat ovin 5-10 %
Preparare: se dizolva ingredientele 1n apa distilatd preincalzita si se fierb

un minut. Mediul se repartizeaza (cate 90 ml) in flacoane si se
sterilizeaza prin autoclavare la 121°C timp de 15 minute. Dupa
sterilizare, mediul se raceste la 75°-80°C, moment in care se
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Aspect:
pH final la 25°C :
Controlul calitatii:

Utilizare:

Stocare:
Disponibil comercial:

adauga cate 10 ml de singe defibrinat ovin 1n fiecare flacon. Se
agitd sub protectia unei hote bacteriologice de clasa II, pana la
aparitia culorii brun-ciocolatii.

geloza brun-roscata, opaca

7,3+0,2

Candida albicans ATCC 10231 ++ (colonii gri, de consistenta
cremoasa, cu filamentare evidenta la periferie - aspect stelat)
Candida parapsilosis ATCC 22019 ++ (colonii netede, fara
filametare periferica)

identificarea tulpinilor de Candida albicans prin incubare la
37°C, in atmosfera cu 6% CO,, timp de 48 ore

2°-8°C

mediul baza - Becton Dickenson (SUA), Remel (SUA),

Biokar Diagnostics (Franta)

MO8 Agar Christensen

Compozitie solutia A

Peptona 1g
Glucoza lg
Fosfat monopotasic 2g
Clorura de sodiu 5¢g
Uree 20g
Rosu fenol 0,012 g
Apa distilata 100 ml

Agar
Apa distilata

Compozitie solutia B

Preparare:

Aspect:
pH final la 25°C :
Controlul calitatii:

se pregateste solutia A si se sterilizeaza prin filtrare, apoi se
fierbe agarul cu apa distilatd pand la dizolvare. Solutia B se
sterilizeaza prin autoclavare la 121°C timp de 15 min, iar dupa
racire la 50°C se adaugd solutia A preincalzitd. Mediul astfel
obtinut se repartizeaza in tuburi si se lasa sd se solidifice in
pozitie inclinatd. Solutia A se poate steriliza §i prin
autoclavare, in acest caz ureea adaugindu-se sub forma de
solutie sterild, dupd racirea amestecului la 50°C.

geloza galben-orange, transparenta

6,8 + 0,2

Candida albicans ATCC 10231 — dezvoltare fara modificarea
culorii mediului;

Cryptococcus albidus ATCC 66030 — dezvoltare cu virarea
culorii mediului spre roz-rosu;
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identificarea speciilor fungice ureazo-pozitive (Cryptococcus
spp., Rhodotorula spp., Trichosporon spp. si unii dermatofiti)
2 luni la temperatura de refrigerare

un mediu-baza care se aditiveaza dupa autoclavare cu solutie
sterila de uree Merck (Germania), Remel (SUA).

M09 Agar cu acid cafeic si citrat feric o
E
Sulfat acid de sodiu 5¢ %
Glucoza 5¢g =
Extract levuric 2g
Fosfat dipotasic 08g
Sulfat  de  magneziu
hidratat 0,7¢g
Acid cafeic 0,182
Cloramfenicol 0,05g
Citrat feric 0,002 g
Agar 15g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se adauga in apa purificatd preincalzita si se fierb
apoi sub agitare pana la completa lor dizolvare. Se sterilizeaza
prin autoclavare, la 121°C timp de 15 minute.
Aspect: geloza maron deschis, translucida
pH final la 25°C: nu se determind

Controlul calitatii:
Utilizare:

Stocare:
Disponibil comercial:

Cryptococcus neoformans ATCC 14116: colonii brune cu
aspect mucoid;

mediu pentru izolarea si identificarea speciei Cryptococcus
neoformans;

in eprubete 2 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

nu se comercializeaza.
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M10 Agar cu extract de cartof si glucoza (PDA)

Compozitie
Glucoza (dextroza) 20g
Infuzie de cartofi pulbere 4g
Agar 20g
Apd purificatd ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se adauga 1n apa purificata preincalzita si se fierb

apoi sub agitare pana la completa lor dizolvare. Se sterilizeaza
prin autoclavare, la 121°C timp de 15 minute
Aspect: geloza alb-gilbuie, translucida
pH final la 25°C : 5,6£0,2
Controlul calitatii: ~ Aspergillus niger ATCC 16404 ++
Candida albicans ATCC 10231 ++
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 ++
Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 +

Utilizare: mediu folosit pentru cultivarea si identificarea levurilor si
fungilor filamentosi

Stocare: in eprubete 2 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: Merck (Germania), Remel (SUA), Biokar Diagnostics
(Franta).

M11 Agar cu extract de drojdie si cloramfenicol
(Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar)

Extract de drojdie 50g
Glucoza 20,0g
Cloramfenicol 0,1g
Agar 13,0g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se dizolva in apa distilata preincalzita, dupa care
se fierb un minut. Se autoclaveaza la 121°C timp de 15 minute.
Aspect: geloza galben pal, translucida

pH final 1a 25°C: 6,6 +0,2
Controlul calitatii:  Aspergillus niger ATCC 16404 ++

Candida albicans ATCC 10231 ++

Escherichia coli ATCC 25922 -

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 +
Utilizare: cultivarea si identificarea fungilor levuriformi si filamentosi
Stocare: in eprubete 4 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C
Disponibil comercial: Difco (SUA).
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M12 Agar cu extract de drojdie si fitond
(Phytone Yeast Extract Agar)

Peptonda din soia 10,0 g

Extract de drojdie 50g -

Dextroza 40,0 g —

Cloramfenicol 0,05¢ %

Agar 17,0g =

Apa distilatd ad 1000 ml §'
Preparare: ingredientele se dizolvd in apa distilatd preincalzita,

amestecand continuu, cu mentinerea temperaturii de fierbere
timp de un minut. Autoclavarea are loc la o temperatura de
121°C timp de 15 minute.
Aspect: geloza galbuie, translucida
pH final 1a 25°C: 6,6 +0,2
Controlul calitatii: ~ Aspergillus niger ATCC 16404 +
Candida albicans ATCC 10231 +
Penicillium roqueforti ATCC 9295 +
Saccharomyces cerevisiae ATCC 25923 —
Trichophyton verrucosum ATCC 38485 +

Utilizare: mediu pentru izolarea si identificarea fungilor din prelevatele
clinice, in special a dermatofitilor din specia Trichophyton
verrucosum

Stocare: in eprubete 2 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: Difco (SUA).

M13 Agar cu extract de orez

Compozitie
Extract de orez 50¢g
Agar 20,0g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se dizolvd in apa distilatd preincalzita,

amestecand continuu, cu mentinerea temperaturii de fierbere
timp de un minut. Autoclavarea are loc la o temperatura de
121°C timp de 15 minute.

Aspect: geloza de culoare galben-pal, translucida

pH final la 25°C: 6,6 £0,2

Controlul calitatii: ~ Candida albicans ATCC 10231 +
Candida albicans ATCC 60193 +

Utilizare: formarea clamidosporilor la speciile de Candida

Stocare: in eprubete 2 luni la 2°-8 °C, 1n placi o luna la 2°-8°C
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Disponibil comercial:

Becton Dickinson (SUA).

M14 Agar cu extract de paprika
(Ground red hot pepper agar)

Paprika 40,0 g
Glucoza 4,0g
Agar 15,0g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se adauga in apa distilata si se aduc la punctul de
fierbere, apoi se sterilizeaza prin autoclavare la 116°C timp de
30 minute.
Aspect: geloza opaca, de culoare brun-rogcata, cu miros de paprika
pH final la 25°C: 4,9

Controlul calitatii:

Utilizare:

Stocarea:
Disponibil comercial:

Prepararea

extractului de sol:

Stocare:
Disponibil comercial:

Cryptococcus neoformans var. neoformans — colonii alb-
cremoase dupa 48 ore de incubare la 30°C, care se
pigmenteaza 1n brun dupa aceasta perioada

izolarea §i identificarea prezumtivda a tulpinilor de
Cryptococcus neoformans

2°-8°C

nu se comercializeaza.

M15 Agar cu extract de sol

1 kg sol de gradina se amesteca cu 1000 ml apd de robinet, se
incdlzeste 30 de minute, se decanteaza, se filtreaza si se
completeaza la 1000 ml cu apa distilata. La 1000 ml extract de
sol se adaugd 2 g glucoza, 1 g extract de drojdie, 15 g agar si
6,6 g de par uman tocat si sterilizat. Mediul este recomandat
pentru obtinerea de cleistoteci la specii de Arthroderma
(formele teleomorfe ale dermatofitilor).

in eprubete 4 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

nu este disponibil comercial.
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M16 Agar cu extract de tutun (Tobacco Agar)

Compozitie

Extract din frunze de

tutun 1000 ml
Agar 20g
Preparare: 50 grame frunze de tutun se fierb timp de 30 minute intr-un

litru de apa distilata. Extractul obtinut se filtreaza; se ajusteaza
pH-ul la valoarea 6 si se readuce volumul la 1000 ml cu apa
distilatd. Dupa adaugarea agarului, amestecul se incalzeste
pana la dizolvarea completd a acestuia. Mediul se sterilizeaza
prin autoclavare la 121°C timp de 15 minute. Dupa sterilizare,
mediul se repartizeaza in placi Petri sterile (¢ 90 mm), céte 25

Capitolul 3

ml/placa.
Aspect: geloza translucida, de culoare galben-maronie
pH final la 25°C: 6,0+0,1

Controlul calitatii: Candida dubliniensis CBS 7987 (formare de clamidospori in
urma Insadmantarii prin tehnica Dalmeau si incubare la 30°C)

Utilizare: mediu destinat identificarii tulpinilor de Candida albicans si
Candida dubliniensis pe baza stimularii producerii de
clamidospori (C. albicans 96% dintre tulpini, C.dubliniensis
100% dintre tuplini)

Stocare: 2°-8°C

Disponibil comercial: nu se comercializeaza.

M17 Agar cu faind de porumb (Cornmeal agar)

Compozitie
Faina de porumb 40 g
Glucoza 10¢g
Agar 15g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: se amesteca fiina de porumb cu apa distilatd si se Incalzeste

amestecul la 52°C timp de o ord sau la 121°C timp de 10
minute. Dupa tratamentul termic, amestecul se filtreaza prin
tifon si vatd, apoi prin hartie de filtru. In filtratul obtinut se
introduc agarul si glucoza, fierbandu-se pana la topirea
acestora. Se readuce volumul la 1000 ml, apoi se sterilizeaza la
121°C timp de 15 minute.

Aspect: geloza albicioasa, translucida

pH final la 25°C : 6,0£0,2
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Controlul calitatii: Trichophyton rubrum ATCC 28188: pigment rosu in mediul
subiacent
Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533: pigment brun sub
colonie
Utilizare: stimuleaza pigmentogeneza la susele de 7. rubrum si le
diferentiaza de tulpinile apartindnd speciei 7. mentagrophytes.
Stocare: in eprubete 4 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C
Disponibil comercial: Remel (SUA).

M18 Agar cu faind de porumb si Tween 80 (Cornmeal Agar Tween 80)

Compozitie
dind de porumb 40 g
ween 80 10 ml
Agar 20g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: faina de porumb se adaugd in 500 ml apa distilatd si se

macereaza timp de o ord la 65°C; dupa filtrare si reajustarea
volumului la 500 ml, solutia astfel obtinutd se amesteca cu
agarul in prealabil solubilizat in 500 ml apa distilata si cu 10
ml Tween 80. Se ajusteazd pH-ul la 6,6 - 6,8 si apoi se
sterilizeaza prin autoclavare la 121°C timp de 20 minute.

Aspect: geloza albicioasa, translucida

pH final la 25°C : 6,8 £0,2

Controlul calitatii: ~ Candida albicans ATCC 10131 ++
Candida albicans ATCC 60193 (cu aparitia clamidosporilor
prin cultivare submersa)

Utilizare: identificarea diferitelor specii ale genului Candida prin
studierea caracterelor morfologice microscopice etalate de
acestea In urma cultivarii submerse, la 30°C timp de 48 ore

Stocare: in eprubete 4 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: Becton Dickenson (SUA), Remel (SUA)

M19 Agar cu frunze de garoafi

Preparare: frunzele de garoafa sunt tdiate In bucati, uscate si sterilizate
prin expunerea la radiatii gamma sau oxid de etilena. Cateva
buciti sterile sunt introduse in 1,5% agar nesolidificat. In locul
frunzelor de garoafa se pot folosi de asemenea si bucati de
hartie de filtru sterile. Acest mediu este recomandat pentru
cultivarea si identificarea speciilor apartindind genului
Fusarium.
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M20 Agar cu L-canavanind — glicind - albastru de bromtimol (CGB Agar)

Compozitie solutia A

Glicina 10g

Fosfat monopotasic lg

Sulfat de magneziu 1g -

Tiamina HCI 1mg —

.-canavanina sulfat 30 mg %

Apa distilatd ad 100 ml ‘a
S

Dupa solubilizarea completd a ingredientelor enumerate, se
ajusteaza pH-ul la 5,6 si amestecul se sterilizeaza prin filtrare
utilizand filtre cu porozitate de 0,22 um. Solutia astfel obtinuta
se pastreaza la frigider (+4°C).

Compozitie solutia B

Albastru de bromtimol 04g
Hidroxid de sodiu 0,01 N 64 ml
Apa distilata 36 ml

Albastrul de bromtimol se dizolvd in solutia de hidroxid de
sodiu, apoi se adauga apa distilata.

Preparare: pentru obtinerea unui litru de mediu, se amesteca 880 ml apa
distilata cu 20 ml solutie B si 20 g pulbere de agar. Sterilizarea
se realizeaza prin autoclavare la 121°C, timp de 15 minute.
Dupa racirea mediului la 48°C, se adaugd 100 ml solutie A si
se omogenizeaza, apoi se repartizeaza in placi Petri.

Aspect: geloza translucida de culoare galben-verzuie
pH final la 25°C : 5,8 £ 0,1
Controlul calitatii:  Cryptococcus neoformans var. neoformans — dezvoltare

disgonica, fara modificarea culorii mediului;
Cryptococcus neoformans var. gattii - dezvoltare eugonica, cu
virarea culorii mediului de la galben-verzui la albastru-cobalt;

Utilizare: mediul este recomandat pentru diferentierea celor doua
varietati ale speciei Cryptococcus neoformans (var.
neoformans §i var. gattii). Dupa Insamantarea tulpinilor de
testat, incubarea se realizeaza la 25°C timp de 5 zile. Doar var.
gattii are capacitatea de a cultiva in prezenta L-canavaninei §i
de a folosi glicina ca unicd sursa de carbon. Aceste
particularitdti metabolice determind pozitivarea testului pe
Agar CGB, adica schimbarea de pH (de la 5,8 la aproximativ
7,0) si modificarea culorii mediului (de la galben-verzui la
albastru-cobalt).

Stocare: in placi o luna la 2°-8°C
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Disponibil comercial: nu se comercializeaza.

M21 Agar cu sucrozd §i creatind

Creatina 3g
Sucroza 30g
KCI 0.5g
MgSO, 0.5g
FeSO, 0.01g
KQHP04 1.3 g
Bromcrezol purpur 0.05g
Agar 15g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se introduc in apa distilatd preincalzitd si se
omogenizeaza pand la completa dizolvare. Se autoclaveaza la
121°C timp de 15 minute. Se ajusteazd pH-ul la valoarea 6,0 +
0,2.
Aspect: geloza opalescenta, de culoare roz
pH final la 25 °C: 6,0+0,2
Controlul calitatii:  Aspergillus niger ATCC 1015 ++
Utilizare: mediu destinat izolarii si identificarii fungilor filamentosi
Stocare: 2°-8°C

Disponibil comercial: nu se comercializeaza.
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M?22 Agar cu sucrozd, creatind si dicloran
(Creatine Sucrose Dichloran Agar)

Creatina 3g
Sucroza 30g
KClI 0.5g ot
KH 2P 04 1 g E
MgSO, 0.5g S
FeSO, 0.01g e
K>,HPO, 0,05g <o
Cloramfenicol 0,05g
Dicloran 0,002 g
Bromcrezol purpur 0,05g
ZnS0, 0,01g
CuS0O, 0,005 g
Agar 20g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se dizolvd in apa distilatd preincalzita, se

sterilizeazd prin autoclavare la temperatura de 121°C timp de
15 minute. Se adauga 0,05 g clortetraciclina si se ajusteaza
pH-ul la valoarea 4.,8.

Aspect: geloza de culoare roz, usor opalescenta

pH final la 25 °C: 4,8

Controlul calitatii: ~ Aspergillus niger ATCC 1015 +

Utilizare: mediu destinat izolarii i identificarii fungilor filamentosi

Stocare: 2°-8°C

Disponibil comercial: nu se comercializeaza.

M23 Agar - acid acetic — dicloran - extract de drojdie
(Acetic Acid Dichloran Yeast Extract Agar)

Extract de drojdie 20g
Sucroza 150 g
MgSO,x 7 H,O 0.5g
Dicloran 0.002g
Agar 20g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se dizolvd in apa distilatd preincalzita, se

autoclaveaza la 121 °C timp de 15 minute, dupa care se adauga
0,5 % acid acetic glacial.
Aspect: geloza translucida, de culoare galbuie
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Controlul calitatii:
Utilizare:
Stocare:

Aspergillus niger ATCC 1015 ++
mediu destinat izolarii si identificarii fungilor filamentosi
2°-8°C

Disponibil comercial: nu se comercializeaza.

M24 Agar — dicloran - extract de drojdie - 18 % glicerol

(Dichloran Yeast Extract 18% Glycerol Agar)

Extract de drojdie 20g
Sucroza 150¢g
K>HPO, 1g
MgSO, 0,5¢g
Cloramfenicol 0,05g
Dicloran (0,2% in etanol) 1ml
ZnS0y 0,01g
CuSO, 0,005 g
Agar 20g
Glicerol 220g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se dizolva in apa distilatd preincilzitd, se
sterilizeaza prin autoclavare la temperatura de 121°C timp de
15 minute. Se adauga 0,05 g clortetraciclina.
Aspect: geloza de culoare gélbuie, usor opalescenta
pH final la 25 °C: nu se determina

Controlul calitatii:
Utilizare:
Stocare:

Aspergillus niger ATCC 1015 +
mediu destinat izolarii i identificarii fungilor filamentosi
2°-8°C

Disponibil comercial: nu se comercializeaza.

M25 Agar diferentiere Aspergillus

Compozitie

Mediu deshidratat Becton
— Dickenson

Preparare:
Aspect:

pH final la 25°C:
Controlul calitatii:

conform recomandarilor firmei producatoare

geloza gilbuie, translucida

7,0+0,5

tulpinile de A. flavus produc virarea culorii mediului in galben
-portocaliu. Alte specii de Aspergillus (A.parasiticus, A.
sclerotiorum, A. thomii) produc de asemenea modificari ale
culorii mediului de cultivare, dar acestea sunt distincte fatd de
cele produse de A. flavus.

60



Luminita Malic, Olimpia Bazgan, Mihai Mares

Utilizare: acest mediu de culturd contine cazeind, aminoacizi, extract de
drojdie Tmbogétit cu complex vitaminic B. Citratul feric este
esential pentru producerea pigmentului galben care ajuta la
diferentierea speciei 4. flavus de alte specii cu semnificatie
clinica ale aceluiasi gen. Cu ajutorul unei anse sterile, se
etaleazd pe suprafata mediului citeva colonii dupd care se
incubeaza la 25°C timp de 10 zile, pentru a permite virarea

on
culorii spre diferite nuante de galben. =
Stocare: 2°-8°C §
Disponibil comercial: Difco (SUA). ‘|,
S
M26 Agar Dixon
Compozitie

Agar cu extract de malt 60g

Bila de bou deshidratata 20g

Tween 40 10 ml

Glicerol mono-oleat 2,5ml

Apa distilata ad 1000 ml

Preparare: glicerolul mono-oleat se emulsioneaza cu Tween 40 apoi se

adauga treptat, sub agitare continuda, mediul preparat prin
amestecarea celorlalte ingrediente. Se sterilizeazad prin
autoclavare, la 121°C timp de 15 minute.

Aspect: geloza inchisa la culoare, translucida

pH final la 25°C : 5,6+0,2

Controlul calitatii: ~ Malassezia furfur ATCC 12078 ++

Utilizare: izolarea levurilor lipofile apartindnd genului Malassezia

Stocare: in eprubete 4 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: nu se comercializeaza.
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M?27 Agar Dixon modificat
Extract de malt 36g
Bila de bou deshidratata 20g
Tween 40 10 ml
Peptona 6g
Glicerol 2ml
Acid oleic 2 ml
Agar 15g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: glicerolul si acidul oleic se emulsioneaza cu Tween 40, apoi se

adauga treptat, sub agitare continuda, mediul preparat prin
amestecarea celorlalte ingrediente. Se sterilizeazad prin
autoclavare, la 121°C timp de 15 minute.

Aspect: geloza inchisa la culoare

pH final la 25°C : 6,0+ 0,2

Controlul calitatii:  Malassezia furfur ATCC 12078++

Utilizare: izolarea levurilor lipofile din prelevate patologice

Stocare: in eprubete 4 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: nu se comercializeaza.

M28 Agar glucozdi - peptond - drojdie
(Glucose Peptone Yeast Extract Agar)

Glucoza 20¢g

Peptona 5¢

Agar 20g

Extract de drojdie 5¢g

Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se solubilizeazd in apa preincalzitd. Se

sterilizeaza prin autoclavare la 121°C timp de 15 minute.

Aspect: geloza galbuie, usor opalescenta
pH final la 25°C : nu se determina

Controlul calitatii:  Candida albicans ATCC 10231 ++
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 ++
Utilizare: cultivarea levurilor in vederea conservarii
Stocare: in eprubete 4 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C
Disponibil comercial: nu se comercializeaza.
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M?29 Agar infuzie cord - creier (Brain Heart Agar BHI )

Infuzie de cord 250 ml
Infuzie de creier 200 ml
Peptona 10g

. on
Glucoza 2g —
Clorura de sodiu 5¢ %
Fosfat disodic 25¢g =
Agar 15g %
Apa distilata ad 1000 ml =

Preparare: ingredientele se adaugd 1n apa distilatd preincalzita, apoi
amestecul se fierbe sub agitare pana la completa dizolvare a
acestora. Mediul astfel obtinut se repartizeaza in eprubete sau
flacoane si se sterilizeaza prin autoclavare, la 121°C timp de
15 minute. Reteta se poate modifica prin imbunatatirea cu 5-
10% sange defibrinat de berbec sau prin adaos de
cloramfenicol si/sau gentamicina (500 mg/1).

geloza transparentd, de culoare galben-pal; geloza opaca de
culoare rosie (varianta aditivata cu sange)

74+0,2

Candida albicans ATCC 10231 ++

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 ++ ( - in cazul variantei
aditivate cu antibiotice)

Aspect:

pH final la 25 °C:
Controlul calitatii:

Utilizare: izolarea unei game largi de microorganisme cu exigente
nutritive particulare, cum ar fi fungii dimorfici
Stocare: eprubete 4 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: Remel (SUA), Biokar Diagnostics Becton

Dickinson (SUA), bioMérieux (Franta).

(Franta),

M30 Agar izolare Candida

Extract de drojdie 30g
Extract de malt 30g
Peptona 50¢g
Dextroza 10,0 g
Agar 20,0g
Albastru de anilina 0,1g
Apa distilatd ad 1000 ml
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Preparare:

Aspect:
pH final la 25°C:
Controlul calitatii:

Utilizare:

Stocare:
Disponibil comercial:

ingredientele se adaugd in apa distilata si se fierb un minut
pani la completa solubilizare. Se autoclaveaza la 121°C timp
de 15 minute.

geloza de culoare albastra, opalescenta

6,2+0,2

Candida albicans ATCC 10231: produce fluorescentd bleu—
verzuie la 354 nm;

Bacillus subtilis ATCC 6633: nu produce fluorescentd;
Escherichia coli ATCC 25922 : nu produce fluorescenta;
izolarea si identificarea speciei Candida albicans din prelevate
clinice. Placile Petri insdmantate se incubeazd 72 ore la o
temperatura de 30 + 2 °C.

2°-8°C

Becton — Dikinson (SUA).

M31 Agar Lactrimel (Borelli)

Faina de grau 14g
Lapte praf ecremat 14g
Miere 78
Agar 20g
Cloramfenicol 0,5¢g
Cicloheximida 05¢g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se amestecd cu apa distilata preincalzita, sub
agitare continud, pand la completa lor solubilizare. Se
sterilizeaza prin autoclavare la 105°C timp de 10 minute. Dupa
autoclavare se repartizeaza in placi Petri.
Aspect: Geloza opaca, de culoare alba
pH final la 25°C: 6,8 £0,2

Controlul calitatii:

Utilizare:

Stocare:
Disponibil comercial:

Microsporum canis ATCC 1162: dezvoltare cu sporulare
intensa §i pigmentogeneza

favorizeaza sporularea marii majoritati a dermatofitilor si
stimuleazd producerea pigmentului specific in cazul M.
audouinii, M. canis si T. rubrum

o luna, in placi Petri la 2°-8°C

nu se comercializeaza.
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M32 Agar Leeming
Peptona 10g
Glucoza 5¢
Bila de bou deshidratata 4g
Tween 60 0,5 ml
Glicerol 1ml
Glicerol mono-stearat 05¢g
Lapte integral 10 ml
Extract de drojdie 0,1g
Cloramfenicol 0,5g
Agar 12g
Apa distilata ad 1000 ml

glicerolul si glicerolul mono-stearat se emulsioneaza cu Tween
60, apoi se adaugd treptat, sub agitare continui, mediul
preparat prin amestecarea celorlalte ingrediente. Se sterilizeaza
prin autoclavare, la 121°C timp de 15 minute.

geloza inchisa la culoare

pH final 1a 25°C : 6+0,2
Controlul calitatii: ~ Malassezia furfur ATTC 12078 ++

Utilizare:
Stocare:

izolarea levurilor lipofile din prelevate patologice
in eprubete 4 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: nu se comercializeaza.

Preparare:

Aspect:

M33 Agar Littman (Littman Oxgall Agar)

Peptona 10,0 g
Dextroza 10,0 g
Bila de bou deshidratata 15,0 g
Agar 20,0g
Cristal violet 0,01g
Streptomicinad 30,0 mg
Apa distilata ad 1000 ml

ingredientele se dizolva in apa distilata, amestecand continuu,
cu mentinerea temperaturii de fierbere timp de un minut.
Autoclavarea are loc la o temperaturd de 121°C timp de 15
minute, cu racire la 47°C pentru adidugarea antibioticului;
streptomicina se poate inlocui cu cloramfenicol, acesta
putindu-se adauga chiar inaintea autoclavarii.

geloza de culoare bleu-cenusie, usor opalescenta
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pH final la 25°C: 7,0£0,2
Controlul calitatii: Candida albicans ATCC 10231 +
Escherichia coli ATCC 25922 +
Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 ++

Utilizare: mediu pentru cultivarea si identificarea fungilor, in special a
celor dermatofiti
Stocare: in eprubete 2 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: Remel (SUA), Difco (SUA).

M34 Agar Mueller — Hinton - glucozda 2%

Extract de carne pulbere 2g
Cazeina 17,5¢g
Amidon L5g
Agar 15g
Glucoza 20g
Albastru de metilen 0,5 mg
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se solubilizeaza in apa distilatd preincalzita, sub

agitare continud. Se repartizeaza in tuburi sau flacoane si se
sterilizeaza prin autoclavare la 110°C, timp de 20 minute.

Aspect: geloza opalescenta
pH final la 25°C: 6,9-7,1
Utilizare: mediul se foloseste pentru testarea susceptibilitatii la

antifungice (voriconazol si fluconazol) prin metoda CLSI
M44-A (metoda difuzimetrica cu discuri). Se recomanda ca
grosimea stratului de mediu sa fie de 4 £ 0,5 mm (cca. 25 ml/
placa Petri cu ¢ 90mm sau cca. 60 ml / placd Petri cu o 150
mm).

Stocare: 2°-8°C

Disponibil comercial: mediul baza (fard glucoza) este comercializat de Remel (SUA),
Biokar Diagnostics (Franta), Becton Dickinson (SUA),
bioMérieux (Franta).

M35 Agar cu féina de ovaz (Oatmeal Agar)

Compozitie
Faina de ovaz 60,0 g
Agar 18,0g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se dizolva in apa distilata, amestecand continuu,

cu mentinerea temperaturii de fierbere timp de un minut.
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Aspect:
pH final la 25°C:
Controlul calitatii:

Utilizare:

Stocare:
Disponibil comercial:

Luminita Malic, Olimpia Bazgan, Mihai Mares

Autoclavarea are loc la o temperaturd de 121°C timp de 15
minute.

geloza albicioasd, ugor opalescenta

6,0+0,2

Aspergillus niger ATCC 16404 +

Candida albicans ATCC 10231 +

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 +

mediu pentru cultivarea si studierea caracterelor morfologice
ale fungilor filamentosi; stimuleaza sporularea

in eprubete 2 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

Difco (SUA).

M36 Agar Pal

Glucoza 1g
Fosfat monopotasic 1g
Creatinina lg
Agar 15g

Extract apos din seminte
integrale de floarea-
soarelui ad 1000 ml

Preparare:

pH final la 25°C:
Controlul calitatii:

Utilizare:

Stocare:
Disponibil comercial:

se maruntesc 50 g seminte de floarea-soarelui nedecorticate,
nesarate, cu ajutorul unui blender si se fierb timp de 30 minute
intr-un litru de apa distilatd. Se filtreazd, se adaugd restul
ingredientelor, se ajusteaza pH-ul la 5,5 si se sterilizeaza apoi
prin autoclavare la 110°C timp de 20 minute.

5,5

Candida albicans ATCC 10231 ++

Candida dubliniensis CBS 7987 ++

diferentierea speciilor C. albicans si C. dubliniensis pe baza
morfologiei coloniilor si producerii de clamidospori; C.
dubliniensis produce clamidospori si colonii cu filamentare
periferica evidenta, prin incubare la 30°C timp de 48-72 ore, in
timp ce C. albicans nu.

2°-8°C

nu este disponibil comercial.
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M37 Agar pentru studierea morfologiei levurilor

(Yeast Morphology Agar)

Sulfat de amoniu 35¢g
Asparagind L5g
Dextroza 10,0 g
L-histidina HCI 10,0 mg
LD-metionina 20,0 mg
LD-triptofan 20,0 mg
Biotina 2,0 ug
Calciu pantotenat 400,0 ug
Acid folic 2,0 ug
Inizitol 2000,0 ug
Niacin 400,0 ug
Acid p-aminobenzoic 200,0 ug
Piridoxina HCI 400,0 ug
Riboflavina 200,0 ug
Tiamina HCI 400,0 ug
Acid boric 500,0 ug
Sulfat de cupru 40,0 ug
lodura de potasiu 100,0 ug
Clorura ferica 200,0 ug
Sulfat de magneziu 400,0 ug
Molibdat de sodiu 200,0 ug
Sulfat de zinc 400,0 ug
Fosfat monopotasic 1L,0g
Sulfat de magneziu 0,5g
Clorura de sodiu 0,1g
Clorura de calciu 0,lg
Agar 18,0 g
Apa distilata ad 1000 ml

Preparare: ingredientele se dizolva in apa distilatd preincilzitd, dupa care

se fierb un minut. Se autoclaveaza la 121°C timp de 15 minute.
Aspect: geloza galben-pal, opalescenta
pH final la 25°C: 5,6£0,2

Controlul calitatii:

Utilizare:

Stocare:
Disponibil comercial:

Kloeckera apiculata ATCC 9774 +

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9080 +

Candida albicans ATCC 10231 +

cultivarea si identificarea levurilor pe baza caracterelor
culturale si a celor morfologice

in eprubete 4 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C
Difco (SUA)
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M38 Agar peptond - glucozi - fluconazol

Peptona 10g

Glucoza 20g

Agar 20g -
Cloramfenicol 40 mg —
Gentamicina 25 mg %
Fluconazol Smg &=
Apa distilatd ad 1000 ml §

Preparare: ingredientele se solubilizeazd 1n apa distilatd preincalzita. Se

ajusteaza valoarea pH-ului la 7,0. Se autoclaveaza la 121°C
timp de 15 minute.

Aspect: geloza galbuie, translucida

pH final la 25°C: 6,8-7,0

Controlul calitatii:  Aspergillus flavus ATCC 10124 ++
Candida albincans ATCC 66027 +

Utilizare: mediu destinat izoldrii precoce a fungilor filamentosi din
prelevate contaminate cu levuri (ex. sputd)
Stocare: in eprubete 2 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: nu se comercializeaza.
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M39 Mediul RPMI 1640
(cu glutamind, glucozi 0,2%, rosu fenol, fara bicarbonat)

L-arginina 200 mg
L-asparagina anhidra 50 mg
Acid L-aspartic 20 mg
L-cistina hidroclorica 65,2 mg
Acid L-glutamic 20 mg
L-glutamina 300 mg
Glicina 10 mg
L-histidina 15 mg
L- hidroxiprolina 20 mg
L-izoleucina 50 mg
L- lizina hidroclorica 40 mg
L- metionina 15 mg
L- fenilalanina 15 mg
L-prolina 20 mg
L-serina 30 mg
L-treonina 20 mg
L-triptofan S5mg
L-tirozina disodica 28,83 mg
L-valina 20 mg
Biotina 0,2 mg
Acid D-pantotenic 0,25 mg
Colina HCI 3mg
Acid folic 1mg
Mio-inozidol 35 mg
Niacinamida 1mg
PABA 1mg
Piridoxina HCI 1mg
Riboflavina 0,2 mg
Tiamina HCI 1mg
Vitamina B;>» 0,005 mg
Nitrat de calciu

monohidrat 100 mg
Clorura de potasiu 400 mg
Sulfat de magneziu 48,84 mg
Clorura de sodiu 6000 mg
Fosfat disodic anhidru 800 mg
D-glucoza 2000 mg
Glutation redus 1 mg
Rosu fenol 5,3mg
Apa distilata ad 1000 ml
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Preparare :

Aspect:
Utilizare:

Stocare:
Disponibil comercial:

Disponibil comercial:

Luminita Malic, Olimpia Bazgan, Mihai Mares

mediul se gaseste sub forma ,,ready for use” (Sigma Aldrich),
cat si sub formd de pulbere pentru prepararea in laborator.
Pulberea se dizolva 1n apa bidistilata in cantitate de 10,4 g
pentru mediul uzual si 20,8 g pentru mediul dublu concentrat.
bulion transparent de culoare rosiatica

pentru utilizare, mediul se tamponeazd cu MOPS [3-(N-
morpholino) propanesulfonic acid], concentratia finala a
acestuia fiind 0,165 mol/litru. Se obtine astfel un pH cu
valoarea 7,0 convenabil dezvoltirii microorganismelor ce vor
fi testate.

2°-8°C

Sigma Aldrich (Germania).

Capitolul 3

M40 Agar SABHI

Este un mediu de cultivare disponibil comercial in multiple
variante (cu si fard Cloramfenicol, Gentamicind sau
Cicloheximida) obtinut prin amestecul unor cantitati
echivalente de Agar Sabouraud si Agar infuzie cord - creier. Se
recomandd pentru cultivarea si izolarea selectiva a fungilor
patogeni.

Remel (SUA), Becton Dickinson (SUA).

M41 Agar Sabouraud cicloheximidi

Peptona 10,0 g
Dextroza 10,0g
Agar 15,5g
Cicloheximida 04g
Cloramfenicol 0,05g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se dizolva in apa distilata, amestecand continuu,
cu mentinerea temperaturii de fierbere timp de un minut.
Autoclavarea are loc la o temperaturd de 115°C timp de 15
minute.
Aspect: geloza de culoarea chihlimbarului, transparenta
pH final la 25°C: 6,9+0,2

Controlul calitatii:

Aspergillus niger ATCC 16404 +
Aureobasidium pullulans ATCC 9348 £
Blastomyces dermatitidis ATCC 56218 +
Candida albicans ATCC 10231 +
Escherichia coli ATCC 25922 +
Microsporum audouinii ATCC 9079 +
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Utilizare:

Stocare:
Disponibil comercial:

Penicillium roquefortii ATCC 9295 +

Phialophora verrucosa ATCC 10223 +

Staphylococcus aureus ATCC 25923 —

Streptomyces rimosus ATCC 10970 £

Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 +

mediu pentru izolarea selectiva a fungilor rezistenti la
cicloheximida, in special a dermatofitilor

in eprubete 2 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

Becton Dickinson (SUA), Merck (Germania), Remel (SUA),
Biokar Diagnostics (Franta).

M42 Agar Sabouraud cloramfenicol

Compozitie
Peptona 10g
Glucoza 40¢g
Cloramfenicol 05g
Agar 15g
Apa distilata ad 1000 ml

Preparare:

Aspect:
pH final la 25 °C:
Controlul calitatii:

Utilizare:

Stocare:
Disponibil comercial:

ingredientele se adaugd in apa distilatd preincalzita, apoi
amestecul se fierbe sub agitare pana la completa dizolvare a
acestora; mediul astfel obtinut se repartizeaza in eprubete sau
flacoane si se sterilizeaza prin autoclavare, la 121°C timp de
15 minute.

geloza de culoarea chihlimbarului, transparenta

5,6+0,2

Candida albicans ATCC 10231 ++

Aspergillus niger ATCC 16404 ~++

Trichophyton rubrum ATCC 28188 ++

Escherichia coli ATCC 25922 —

Proteus vulgaris ATCC 13315 —

izolarea unei game largi de fungi patogeni si oportunisti din
prelevatele patologice

in eprubete 4 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

Remel (SUA), Biokar Diagnostics (Franta), Becton Dickinson
(SUA), bioMérieux (Franta).

M43 Agar Sabouraud Emmons

Compozitie
Peptona 10g
Glucoza 20g
Agar 15g
Apa distilata ad 1000 ml

72



Preparare:

Aspect:
pH final la 25 °C:
Controlul calitatii:

Utilizare:

Stocare:
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ingredientele se adaugd in apa distilatd preincalzita, apoi
amestecul se fierbe sub agitare pana la completa dizolvare a
acestora. Se ajusteazd pH-ul la valoarea 7,0. Mediul astfel
obtinut se repartizeazd in eprubete sau flacoane si se
sterilizeaza prin autoclavare, la 121°C timp de 15 minute.
geloza de culoarea chihlimbarului, transparenta

7,0+0,2

Candida albicans ATCC 10231 ++

Aspergillus niger ATCC 16404 ++

Trichophyton rubrum ATCC 28188 ++

Escherichia coli ATCC 25922 +

Proteus vulgaris ATCC 13315 %

izolarea unei game largi de fungi patogeni si oportunisti din
prelevatele patologice (variantele aditivate)

in eprubete 4 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: existd numeroase variante Imbunatitite cu Cloramfenicol,

Gentamicina, Cicloheximida.

M44 Agar sdnge - glucozi - cisteind

Triptona agar baza 33g
L-cisteina lg
Sdnge de berbec
defibrinat 50 mi
Cloramfenicol 05g
Apa deionizata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele (cu exceptia séngelui) se solubilizeazd in apa
preincdlzita, apoi se autoclaveaza timp de 15 minute la 121°C.
Dupa autoclavare, mediul se raceste lent la 45°-50°C, moment
in care se adauga sangele si se omogenizeaza.
Aspect: geloza de culoare rosie-vie, opaca
pH final la 25°C: 7,2+0,2

Controlul calitatii:
Utilizare:

Stocare:

Escherichia coli ATCC 25922 -

mediu de conversie (folosit pentru transformarea formei
filamentoase in cea levuricd) pentru identificarea tulpinilor de
Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis,
Paracoccidioides brasiliensis si Sporothrix schenckii.

in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: nu se comercializeaza.
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Medii de cultivare

M45 Agar selectiv cu triptofan

Este un mediu solid cu o compozitie simpld, incluzand ca
ingrediente principale doar L-triptofan (0,01%) si o sursa
lipidica. La pH 5 si 37°C, permite dezvoltarea selectivd a
speciei Malassezia furfur, cu producerea unui pigment brun ce

difuzeaza in substratul nutritiv subiacent.

M46 Agar Staib (Agar cu infuzie de Niger) Bird seed Agar

Extract apos din seminte
de Niger
Glucoza
Fosfat monopotasic lg
Creatinind 1g
Agar

Preparare:

Aspect:
pH final la 25°C :

Controlul calitatii:

Utilizare:

Stocare:

50 g seminte de Niger (Guizotia abyssinica) se autoclaveaza
intr-un litru de apa timp de 10 minute la 115°C, apoi se
filtreaza. In acest extract apos se adauga restul ingredientelor si
se incélzeste pana la completa dizolvare a acestora. Se readuce
volumul la 1000 ml si se autoclaveaza la 121°C timp de 15
minute. Mediul se poate aditiva cu cloramfenicol (500 mg/1).
geloza de culoare bej, opalescenta

5,5-6,0

Cryptococcus neoformans ATCC 14116: colonii brune, cu
aspect mucoid;

Candida albicans ATCC 10231 : colonii netede, lucioase;
mediu diferential pentru Filobasidiella (Cryptococcus)
neoformans; mediul este util si pentru diferentierea speciilor
Candida albicans (colonii de tip S, lucioase, similare celor de
pe mediile uzuale de cultivare) si Candida dubliniensis
(colonii de tip R, majoritatea cu marginile franjurate).

in eprubete 2 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: Becton - Dickinson (USA)
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M47 Agar Takaschio (Agar Sabouraud diluat)

Glucoza 2g
Neopeptona lg
Sulfat de magneziu 1g
. o
Fosfat monopotasic 1g —
=)
Agar 20g =
Apa distilata ad 1000 ml ‘a
<
Preparare: ingredientele se amestecd cu apa distilatd preincalzitd, sub =

agitare continud, pand la completa lor solubilizare. Se
sterilizeaza prin autoclavare la 121°C timp de 15 minute.

Aspect: geloza translucida, de culoare gilbuie

pH final la 25°C: 6,2+0,2

Controlul calitatii: =~ Microsporum canis ATCC 11621 - dezvoltare cu sporulare
intensa

Uitlizare: favorizeaza sporularea tulpinilor de dermatofiti

Stocare: in eprubete 4 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: nu se comercializeaza.

M48 Agar Tween 80 (destinat testului de opacifiere)

Bacto peptona 10g
Clorura de sodiu 5¢g
Clorura de calciu 0,lg
Tween 80 S5ml
Agar 15g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele (cu exceptia Tween-ului) se dizolvd in apa

distilata preincalzita si se fierb un minut. Se sterilizeazd prin
autoclavare la 121°C timp de 15 minute. Se raceste la 50°C,
moment in care se adauga Tween-ul. Mediul se repartizeaza in
placi Petri sterile (o 90 mm), cate 25 ml/placa.

Aspect: geloza transparentd, de culoare galben pai

pH final la 25°C: 6,8

Controlul calitatii:  permite dezvoltarea diferitelor specii ale genului Candida, cu
aparitia unui halo opac in jurul coloniilor de levuri secretoare
de esterazd (Candida albicans, Candida guilliermondii,
Candida rugosa, Candida tropicalis).

Utilizare: mediul este recomandat pentru diferentierea tulpinilor de C.
albicans si C. dubliniensis. Tulpinile de testat se inoculeaza in
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Medii de cultivare

Stocare:

puncte separate, iar incubarea se realizeaza la 30°C timp de 10
zile. Tulpinile de C. albicans si C. tropicalis determina aparitia
unui halo opac in jurul coloniilor, la 2-3 zile post-inoculare, in
timp ce tulpinile de C. dubliniensis nu pozitiveaza testul nici in
10 zile post-inoculare. Tulpinile cu actiune lipolitica secretd o
esteraza capabild sa scindeze Tween-ul si sd elibereze acizii
grasi care se vor cupla cu ionii de Ca*" formand saruri vizibile
sub forma unei zone de opacifiere in jurul coloniilor. C.
dubliniensis este lipsitd de actiune lipoliticd, comportament util
in diferentierea de C. albicans.

2°-8°C

Disponibil comercial: nu se comercializeaza.

M49 Agar cu amidon
Compozitie
Amidon solubil 40g
Extract de drojdie 5g
Agar 20g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: substantele se introduc 1n apa si se dizolva pe baie de apa. Nu
este necesarda ajustarea pH-ului care, dupd sterilizare, are
valoarea 6,5-7.
Aspect: geloza gilbuie, usor opalescenta
pH final la 25°C: 6,5-7
Controlul calitatii: ~ Fusarium solani ATCC 22278 - dezvoltare cu sporulare
intensa;
Utilizare: mediu destinat stimularii sporularii la fungii filamentosi
Stocare: in eprubete 4 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: nu este disponibil comercial.

M50 Agar — apa de robinet

Compozitie
Agar 15-25g
Apa de robinet ad 1000 ml
Preparare: agarul se dizolva in apa preincalzitd si apoi se sterilizeaza 20
minute la 121°C. Se pot adduga paie de grau sau boabe de orez
sterilizate.
Aspect: geloza galbuie, translucida
pH final la 25°C: nu se determina

Controlul calitatii:

Fusarium solani ATCC 22278 - dezvoltare cu sporulare
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Utilizare:

Stocare:

Disponibil comercial:

Luminita Malic, Olimpia Bazgan, Mihai Mares

multi fungi sensibili sporuleaza bine pe acest mediu. Este
utilizat atat pentru izolarea genului Pythium, cat si pentru
izolarea si stimularea sporularii la speciile de Fusarium. De
asemenea, transferul pe acest mediu a culturilor pleomorfe ale
dermatofitilor induce sporularea si chiar revenirea la tipul
,wild” a speciilor dezvoltate in prealabil pe mediul Sabouraud.
in eprubete 4 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

nu este disponibil comercial.

MS51 Bulion cu uree ( test rapid pentru identificarea levurilor )

(Rapid Urea Broth Test for Yeasts)

Peptona lg
NaCl 5g
Fosfat monopotasic 2g
Rosu fenol 0,012 g
Glucoza 1g
Uree 20¢g
Apa distilatd ad 1000 ml
Preparare: ingredientele (cu exceptia ureei) se solubilizeaza in 500 ml apa
distilata preincalzita si apoi se sterilizeaza prin autoclavare la
121°C timp de 15 minute. Ureea se solubilizeaza in apa
distilatd ramasd si se sterilizeazad prin filtrare, utilizand
membrane cu porozitate de 0,22 pm. Cele doua solutii astfel
obtinute se racesc la temperatura camerei §i se amestecd sub
protectia unei hote microbiologice de clasa II; bulionul obtinut
se repartizeaza in tuburi (cate 3 ml).
Aspect: bulion transparent, de culoare gélbuie
pH final la 25°C: 6,8 +0,2

Controlul calitatii :

Utilizare:

Stocare:
Disponibil comercial:

Cryptococcus neoformans ATCC 66031 - ureazo pozitiv (rosu)
Candida albicans ATCC 1023 - ureazo negativ (galben)
diferentierea tulpinilor levurice ureazo-pozitive de cele ureazo-
negative si identificarea prezumtivi a unor genuri
(Cryptococcus, Rhodotorula si Trichosporon )

- 20°C timp de 2 luni

Remel (SUA).
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M52 Bulion Sabouraud
Compozitie
Peptona 10g
Glucoza 20g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se solubilizeaza in apa distilata preincalzita, apoi
mediul astfel obtinut se repartizeaza in eprubete, in volum de
cate 5 ml. Se sterilizeaza prin autoclavare, la 121°C timp de 15
minute.
Aspect: bulion de culoare gilbuie, transparent
pH final la 25 °C: 5,6£0,2

Controlul calitatii:
Utilizare:

Stocarea:
Disponibil comercial:

Candida albicans ATCC 10231 ++

Aspergillus niger ATCC 16404 ++

purificarea sugelor de fungi contaminate cu bacterii; in acest
caz mediul se aditiveaza cu acid clorhidric IN

o0 luna la temperatura de refrigerare

Remel (SUA), Biokar Diagnostics (Franta), Becton Dickinson
(SUA),bioMérieux (Franta).

M53 CHROMagar Candida

Compozitie
Peptona 10g
Amestec cromogen 22g
Cloramfenicol 05g
Agar 15¢g
Apa purificata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se dizolva in apa distilatad si se fierb un minut
pana la completa solubilizare. Se autoclaveaza la 121°C timp
de 15 minute. Se adaugd neomicind, 500 pg/ml, in momentul
racirii mediului la o temperatura de 50°-55°C.
Aspect: transparent, usor opalescent
pH final la 25°C: 6,1 +0,1

Controlul calitatii:

Utilizare:

Candida albicans ATCC 10231 ++

Candida tropicalis ATCC 1369 ++

Candida krusei ATCC 34135 ++

izolarea levurilor din prelevatele patologice si identificarea
speciilor: C. albicans - colonii de culoare verde-smarald, C.
krusei - colonii de tip R de culoare roz-pal, albicioase la
periferie, C.tropicalis - colonii de culoare albastru-verzui pana
la albastru-metalizat, C.glabrata — colonii mate de culoare
violet deschis (lila);
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Stocare: in placi, 2 luni, la temperatura de refrigerare
Disponibil comercial: Becton Dickinson (SUA)

M54 Cirese - Agar

Compozitie
Extract de cirese 300 ml 2
=)
Agar 20g =
Apa distilata ad 1000 ml "i
<
Preparare: obtinerea extractului de cirese - se scot samburii din fructele =

rosii, la 450 g pulpa de cirese adaugandu-se 1000 ml apa
distilatd. Amestecul se fierbe innabusit 2 ore. Se filtreaza prin
tifon si se sterilizeaza o ora la 110°C. Extractul se pastreaza in
flacoane, la frigider. Se dizolva agarul in apa si se adauga
extractul. Se distribuie in eprubete sterilizate si se autoclaveaza
5 minute la 120°C. Nu se supraincalzeste deoarece reactia
acida a mediului impiedica solidificarea.

Aspect: geloza rosiatica, translucida

pH final la 25°C: 3,5-4,6

Utilizare: favorizeaza sporularea la fungii filamentosi superiori
Stocare: in eprubete 4 luni la 2°-8°C, in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: nu este disponibil comercial.

M55 Agar — glicerina

Glicerina 75¢g
Sucroza 75g
Peptona 50¢g
MgSO4 X 7H20 0,05g
KH,PO, 0,06 g
NaCl 4,0g
Agar 20,0g
Apa distilatd ad 1000 ml
Preparare: glicerina, sucroza, sulfatul de magneziu si fosfatul de potasiu

se adauga 1n 200 ml apa. Se omogenizeaza peptona si clorura
de sodiu cu 200 ml apa preincalzita la 60°C si se adauga peste
prima solutie. Agarul se dizolva in 600 ml apa si apoi se
amesteca cu celelalte solutii. Nu se ajusteazd pH-ul
Autoclavarea mediului se face la 121°C timp de 20 minute.
Aspect: geloza gilbuie, usor opalescenta
pH final la 25°C: nu se determind
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Controlul calitatii:

Aspergillus niger ATCC 16404 ++

Utilizare: cultivarea si identificarea speciilor apartinand genului
Aspergillus.
M56 Infuzie de cartofi
Compozitie
Cartofi 300g
Apa de robinet 900 ml
Preparare: se lasa cartofii taiati, In apa, la frigider, timp de 24 de ore, dupa
care se filtreaza si se autoclaveaza infuzia 1 ord la 110°C.
Aspect: lichid alb-gélbui, translucid

pH final 1a 25°C :
Controlul calitatii:
Utilizare:

Stocare:

Disponibil comercial:

nu se determina

nu se realizeaza

pentru prepararea mediului PDA
se recomanda utilizarea imediata
nu se comercializeaza.

M57 Malt agar (Malt Agar)

Compozitie

Extract de malt 30,0g
Agar 15,0g
Apa distilata ad 1000 ml

Preparare:

Aspect:
pH final la 25°C:
Controlul calitatii:

Utilizare:

Stocare:
Disponibil comercial:

ingredientele se dizolva in apa distilatd, amestecand continuu,
cu mentinerea temperaturii de fierbere timp de un minut.
Autoclavarea are loc la o temperaturd de 121°C timp de 15
minute. Mediul nu se va reincalzi.

geloza de culoarea chihlimbarului, usor opalescenta

55+0,2

Aspergillus niger ATCC 16404 ++

Candida albicans ATCC 10231 ++

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 +

mediu pentru conservarea fungilor si pentru studierea
caracterelor morfologice ale acestora 1n vederea identificarii

in eprubete 2 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

Merck (Germania), Remel (SUA), Biokar Diagnostics
(Franta).
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M58 Malt extract agar (Malt Extract Agar)

Maltoza 12,75 g
Dextrina 2,75g
Glicerol 235¢g -
Peptona 0,78 g —_—
Agar 1508 %
Apa distilata ad 1000 ml "a
3}
Preparare: ingredientele se dizolva in apa distilata, amestecand continuu, =

cu mentinerea temperaturii de fierbere timp de un minut.
Autoclavarea are loc la o temperaturd de 121°C timp de 15
minute.

Aspect: geloza de culoarea chihlimbarului, transparenta

pH final la 25°C: 4,7+0,2

Controlul calitatii:  Aspergillus niger ATCC 16404 ++
Candida albicans ATCC 10231 ++
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 +

Utilizare: mediu pentru cultivarea, identificarea si aprecierea cantitativa a
fungilor filamentosi si levuriformi
Stocare: in eprubete 2 luni la 2°-8°C, in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: Remel (SUA), Becton Dickinson (SUA), Merck (Germania)
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M59 Mediu baza pentru levuri
(Yeast Carbon Base)

Dextroza 10,0 g
L-histidina
monohidroclorica 1,0g
LD-metionina 2,0 mg
LD-triptofan 2,0 mg
Biotina 2,0 ug
Calciu pantotenic 400,0 ug
Acid folic 2,0 ug
Inozitol 2000,0 ug
Niacina 400,0 ug
Acid p-amino benzoic 200,0 ug
Piridoxina hidroclorica 400,0 ug
Riboflavin 200,0 ug
Tiamina hidroclorica 400,0 ug
Acid boric 500,0 ug
Sulfat de cupru 40,0 ug
lodura de potasiu 100,0 ug
Clorura ferica 200,0 ug
Sulfat de mangan 400,0 ug
Molibdat de sodiu 200,0 ug
Sulfat de zinc 400,0 ug
Fosfat monopotasic 1,0g
Sulfat de magneziu 0,5¢g
Clorura de sodiu 0,1g
Clorura de calciu 0,1g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: in vederea sterilizarii prin filtrare se prepard o solutie de
concentratie 10 x prin dizolvarea a 11,7 g pulbere in 100 ml
apa distilata preincalzitd. Apoi se filtreaza utilizand filtre cu
porozitate de 0,2 um. Varianta de lucru se prepard prin
adaugarea de apa distilata sterilizatd in proportie de 9 volume
la un volum mediu concentrat.
Aspect: bulion transparent, de culoare galben-pai
pH final la 25°C: 5,5+0,2
Utilizare: mediu baza pentru auxonograma levurilor
Stocare: 2°-8°C
Disponibil comercial: Difco (SUA)

82



Luminita Malic, Olimpia Bazgan, Mihai Mares

M60 AM3
(Antibiotic medium 3)

Extract de carne pulbere 50g

Extract de drojdii L5g -
Peptona 50g —
Dextroza 1,0g %
Clorura de sodiu 35¢g =
Fosfat dipotasic 3,68 g %
Fosfat monopotasic 1,32 g =
Apa distilata ad 1000 ml

Preparare: ingredientele se dizolva in apa distilata preincalzita sub agitare

continud. Se repartizeazd in tuburi sau flacoane si se
autoclaveaza la 121°C timp de 15 minute.
Aspect: mediu transparent de culoarea chihlimbarului
pH final la 25°C: 7,0+0,5
Controlul calititii:  incubare la 35°C £2°C /24 ore
Escherichia coli ATCC 10536 +
Staphylococcus aureus ATCC 6538 +
Candida albicans ATCC 10231 +

Utilizare: mediu destinat depistarii rezistentei la amfotericind prin
metoda benzilor E-test.
Stocare: 2°-8°C

Disponibil comercial: Becton Dickenson (SUA)

M61 Mediu sintetic pentru testul de filamentare

Glucoza 0,5¢g
Fosfat monopotasic 2,0g
Clorura de calciu 0,05g
Sulfat de magneziu 0,05g
Sulfat de amoniu 0,5g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: dupd solubilizarea glucozei si a tuturor sarurilor, pH-ul se

ajusteaza la 6,75 cu ajutorul unei solutii de hidroxid de potasiu
2M si amestecul se sterilizeaza prin autoclavare

Aspect: mediu lichid, transparent

pH final la 25°C: 6,75-6,80

Controlul calitatii:  Candida albicans ATCC 10231 ++
Candida parapsilosis ATCC 22019 ++
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Utilizare:

Stocare:

permite producerea de tubi germinativi la tulpinile de Candida
albicans, prin incubare pe baia de apa, la 37°C timp de 4 ore.
Este utilizat pentru trierea selectiva a tulpinilor levurice si
identificarea prezumtivd a speciilor C. albicans si C.
dubliniensis (diferentierea 1Intre acestea necesitd teste
suplimentare).

in eprubete 4 luni la 2°-8°C, 1n placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: nu este disponibil comercial.

M62 Mediul Bilai

KH2PO4 1 g
KNO; 1g
MgSO,x 7H,0 05g
KCl 05¢g
Amidon pudra 0,2g
Glucoza 0,2g
Sucroza 0,2g
Agar 18,0¢g
Apa distilatd ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se dizolva in apa distilata preincalzita, se fierb un
minut, apoi se autoclaveaza la 121°C timp de 15 minute.
Aspect: geloza albicioasa, opalescenta
pH final la 25°C: nu se determina
Controlul calitatii: ~ Fusarium solani ATCC 22278 - dezvoltare cu sporulare
intensa
Utilizare: mediul induce formarea conidiilor la Fusarium
Stocare: in eprubete 4 luni la 2-8 °C, in placi o luna la 2-8°C

Disponibil comercial: nu este disponibil comercial.

M63 Mediu cu lapte diluat

Lapte natural pasteurizat 170 ml
Cloramfenicol 0,250 g
Apa distilata sterila ad 1000 ml

Preparare:

Aspect:

ingredientele se omogenizeaza sub protectia unei hote cu flux
laminar de clasd Il si se repartizeazd in flacoane. Este
obligatorie folosirea laptelui pasteurizat UHT, deoarece este
steril.

mediu lichid, de culoare alba, opac
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Utilizare:

Stocare:
Disponibil comercial:

Stocare:
Disponibil comercial:

Stocare:
Disponibil comercial:
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Candida albicans ATCC 10231 (dezvoltare abundentd, cu
producere de pseudomiceliu si clamidospori)

mediu recomandat pentru studierea caracterelor morfologice la
levuri  (clamidospori, hife, pseudohife, blastoconidii,
artrospori). In acest scop se suspensioneazi o colonie tanara in
3-4 ml mediu si se incubeaza la 28°-30°C timp de 24-48 ore.
Se observa la microscop intre lama si lamela (x100 ... x400).
2°-8°C

nu se comercializeaza.

M64 Mediu cu pdine

Felii de paine se taie in forma de prisme de 5 cm lungime si 1
cm latime. Se introduc in eprubete si se adaugad apa. Pentru
sterilizare se incalzeste treptat pentru a evita fardmitarea
miezului. Folosind cantitdti variabile de apa se obtine
sporularea speciilor higrofile, mezofile, xerofile, In special la
Aspergillus, Penicillium si Mucor; mediu utilizat de asemenea
pentru izolarea zygomicetelor din infectii cerebrale
(fragmentele de tesut cerebral cu dimensiuni de cativa mm
diametru se Insdmanteaza in mai multe puncte, pe fragmentele
de paine, apoi se incubeaza la 37°C).

in eprubete 4 luni la 2°-8°C, in placi o luna la 2°-8°C

nu este disponibil comercial.

M65 Mediu cu sol

Solul (pamant de gradina cernut printr-o sitd find) se introduce
in eprubete sau flacoane si se sterilizeaza 30 de minute la
121°C. Dupa 7 zile se sterilizeaza din nou pentru a distruge
toate microorganismele termorezistente care au supravietuit
primei sterilizari. Se inoculeaza solul si se umezeste in acelasi
timp cu 2-3 ml suspensie de spori. Se incubeaza culturile 10-14
zile apoi se pastreaza la 3°-6°C. Mediul este recomandat
pentru conservarea fungilor.

in eprubete 4 luni la 2°-8°C, in placi o luna la 2°-8°C

nu este disponibil comercial.
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M66 Bulion / Agar Czapek-Dox (Czapek - Dox Broth / Agar)

Zaharozad 30,0g
Nitrat de sodiu 30g
Fosfat dipotasic 1,0g
Sulfat de magneziu 0,5g
Clorura de potasiu 0,5g
Sulfat feric 0,01g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se dizolva in apa distilata, amestecand continuu,
cu mentinerea temperaturii de fierbere timp de un minut.
Autoclavarea are loc la o temperaturd de 121°C timp de 15
minute; In cazul mediului solid se adauga 15 g agar.
Aspect: transparent, usor opalescent; uneori poate prezenta un usor
precipitat
pH final la 25°C: 7,3+0,2

Controlul calitatii:

Utilizare:

Stocare:

Aspergillus niger ATCC 9642 ++

Candida albicans ATCC 10231 ++

Candida tropicalis ATCC 750 ++

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763++

mediu utilizat pentru izolarea fungilor apartindnd speciilor
Aspergillus, Penicillium $i Paecilomyces din probele de apa
conform unor standarde; mediu pentru identificarea tulpinilor
de Aspergillus

in eprubete 2 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: Merck (Germania), Remel (SUA), Biokar Diagnostics (Franta).

M67 Mediul Kurung-Yegian

Compozitie solutia A

Fulgi de cartofi 5g

Apa deionizata 500 ml

Compozitie solutia B

Melanj de oua 250 ml
Galbenus de ou 500 ml
Preparare: se prepard separat cele doud solutii, apoi se amestecd si se
repartizeazd 1n tuburi. Se sterilizeaza prin autoclavare la
110°C timp de 10 minute.
Aspect: mediu in tuburi, turnat in panta, de culoare galbena, opac
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pH final la 25°C : 6,6+ 0,2

Utilizare:

Stocare:

asigura conversia la forma levuricd in cazul speciilor
Histoplasma capsulatum si Blastomyces dermatitidis
in eprubete o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: nu se comercializeaza.

Preparare:

Aspect:

M68 Mediul Nikersen-Mankovski

Fosfat monopotasic 1L,0g
Sulfat de amoniu 1L,0g
Biotina 50¢g
Albastru de tripan 0,10g
Agar 15,0 g
Apa distilata ad 1000 ml

se solubilizeaza toate substantele in apa distilatd preincalzita.
Se sterilizeaza prin autoclavare la 121°C timp de 15 minute.
Mediului racit (Ia 50°C) i se adaugd 20 g glicogen sau amidon
purificat si sterilizat prin tindalizare.

geloza opalescenta, de culoare bleu- pal

Controlul calitatii: ~ Candida albicans ATCC 10231 dezvolta clamidospori in 24-

Utilizare:
Stocare:

48 de ore de incubare la 25°C
mediu destinat stimularii producerii de clamidospori la levuri
2°-8°C

Disponibil comercial: nu se comercializeaza.

Preparare:

M69 Mediul Pagano-Levin (TTC Sabouraud Agar)

Peptona 10,0 g
Dextroza 40,0 g
Agar 15,0g

Clorura de
trifeniltetrazoliu sol.1%

(TTC) 10 ml
Neomicind sau

Cloramfenicol 0,5g
Apa distilata ad 1000 ml

ingredientele se dizolva in apa distilata, amestecand continuu,
cu mentinerea temperaturii de fierbere timp de un minut.
Autoclavarea are loc la o temperaturd de 115°C timp de 15
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minute. La temperatura de 50°-55°C se aduga sol. 1% TTC si
antibioticul.

Aspect: geloza transparentd, de culoare slab galbuie, opalescenta

pH final la 25°C: 56+02

Controlul calitatii: Candida albicans ATCC 26790 ++
Candida albicans ATCC 36232 ++
Candida krusei ATCC 34135 ++
Escherichia coli ATCC 25922 —

Utilizare: acest mediu diferential este recomandat pentru identificarea
speciei Candida albicans din prelevatele patologice. Tulpinile
acestei specii prezintd pe mediul Pagano-Levin culoarea alb-
deschis, in timp ce alte specii din genul Candida prezintd
colonii roz, de diferite nuante.

Stocare: in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: bioMérieux (Franta).

M?70 Mediu pentru izolarea dermatofitilor (DTM)

Peptona din soia 10,0g
Dextroza 10,0 g
Rosu fenol 0,2g
Cicloheximida 0,5¢g
Cloramfenicol 0,1g
Agar 20,02
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se dizolva in apa distilata, amestecand continuu,

cu mentinerea temperaturii de fierbere timp de un minut.
Autoclavarea are loc la o temperaturd de 121°C timp de 15
minute

Aspect: agar galben-portocaliu, usor opalescent

pH final la 25°C: 5,5+£0,2

Controlul calitatii: Aspergillus niger ATCC 16404 =
Microsporum audouinii ATCC 9079 ++
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 +
Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 ++

Utilizare: mediu selectiv si diferential pentru izolarea si identificarea
dermatofitilor din prelevatele clinice
Stocare: in eprubete 2 luni la 2°-8 °C, in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: Remel (SUA), Becton — Dickinson (SUA)
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M71 Mediul RPMI 1640 - MOPS (CLSI)

Compozitie
Mediu RPMI 1640 104 g
MOPS 34,53 g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: se amesteca ingredientele sub agitare continud pana la

completa dizolvare. La 25°C se ajusteazi pH-ul la valoarea 7,0
cu ajutorul unei solutii de NaOH 1M. Se sterilizeaza prin
filtrare utilizdnd un filtru cu porozitate 0,2 pm. Se stocheaza la
4°C pana la utilizare. Inainte de utilizare se testeaza sterilitatea
si pH-ul .

Aspect: bulion transparent, de culoare rosiatica

pH final la 25°C: 6,9-7,1

Controlul calitatii:  trebuie sd se obtind CMI-urile recomandate pentru tulpinile

Capitolul 3

test.

Utilizare: mediu destinat testarii susceptibilitatii la antifungice prin
tehnicile CLSI

Stocare: 2°C-8°C

Disponibil comercial: nu se comercializeaza.

M?72 Mediul RPMI 1640 - MOPS ( EUCAST)

Compozitie mediu concentratie uzuala 1X

Mediu RPMI 1640 104 g
MOPS 34,53 g
Glucoza 18 g
Apa distilata ad 1000 ml

Compozitie mediu dublu concentrat 2X

Mediu RPMI 1640 208 g
MOPS 69,06 g
Glucoza 36g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: se adaugda ingredientele in apd bidistilatd, amestecandu-se

continuu pana la dizolvarea lor completa. Se ajusteaza pH-ul la
valoarea 7,0 folosind NaOH solutie 1 M. se completeaza cu
apa bidistilatd pana la 1 litru. Se sterilizeaza prin filtrare,
utilizdnd un filtru cu porozitate 0,22 um. Se pastreaza la 4°C
pand in momentul folosirii. Inainte de utilizare, se testeaza
sterilitatea mediului si se verifica pH-ul.
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Aspect:

pH final la 25°C:
Controlul calitatii:
Utilizare:

Stocare:

bulion transparent de culoare rosiatica

6,9- 7,1

trebuie sa se obtind CMI-urile recomandate pentru tulpinile test
tehnicile EUCAST

2°-8°C

Disponibil comercial: nu se comercializeaza.

M73 Agar RPMI - MOPS - glucozi 2 %

Mediu RPMI 1640
(cu L-glutamina §i rosu
fenol, fara bicarbonat) 84g
MOPS 345¢g
Glucoza 20,0 g
Agar pulbere 15,0 g
NaOH solutie IM 80-90 ml
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: se dizolva pulberile de RPMI si MOPS 1in cca. 450 ml apa
distilatd si se sterilizeazd prin filtrare utilizand un filtru cu
porozitate 0,2 um. Se solubilizeaza glucoza si agarul in cca.
450 ml apa distilata si se sterilizeaza prin autoclavare timp de
15 minute la 121°C; se raceste apoi amestecul la 45°-50°C. Se
incalzeste lent solutia continind RPMI si MOPS la cca. 45°C
si se amestecd cu cea care contine glucoza si agarul, sub
protectia unei hote microbiologice de clasa II. Se ajusteaza
pH-ul amestecului la valoarea 7,0 utilizdnd solutie NaOH 1M,
si se aduce volumul final al amestecului la 1000 ml. Se toarna
mediul in pléci Petri (cca. 60 ml/ placd @ 150 mm sau cca 25
ml / placa Petri @ 90 mm, sub protectia lampii UV, utilizand o
hota microbiologica de clasa II. Se stocheaza la 4°C.
Aspect: geloza translucida, de culoare rosiatica
pH final la 25°C: 6,9-7,1

Controlul calitatii:

se realizeaza cu benzi E-Test la 48 ore
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Intervalul CMI (pg/ ml)
Tulpina test FC AP FL IT VO
o
1-4 (rar 'E'
C.parapsilosis 0,064 - 025-1 colonii 0,064 - 0,016 - -—ct
ATCC 22019 0,258 > izolate la 0,25 0,064 -
8) 2
3]
(&)
C.krusei
ATCC 6258 >32 0,5-2 128 >256 | 0,25-1 025-1
C.albicans 0,064 - 0,004 -
ATCC 90028 0.5-2 | 0,125-05 | 012505 | "5 0,016
Utilizare: mediu destinat testarii susceptibilitatii la antifungice cu benzi
E-test
Stocare: 2°-8°C

Disponibil comercial: AES Laboratoire (Franta)

M74 Agar Dicloran - Rose Bengal - cloramfenicol

(DRBC Agar)
Peptona proteazica 3 50¢g
Dextroza 10,0 g
Fosfat monopotasic 1,0g
Sulfat de magneziu 0,5g
Dicloran 20mg
Roz Bengal 250mg
Cloramfenicol 0,1g
Agar 15,0 g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se dizolva in apa distilata, amestecand continuu,

cu mentinerea temperaturii de fierbere timp de un minut.
Autoclavarea are loc la o temperaturd de 121°C timp de 15
minute

Aspect: geloza de culoare roz, transparenta sau usor opalescenta
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pH final la 25°C: 5,6+0,2
Controlul calitatii: ~ Aspergillus niger ATCC 1015 - colonii albe

Candida albicans ATCC 10231 - colonii roz.

Escherichia coli ATCC 25922 -

Micrococcus luteus ATCC 10240 -
Utilizare: mediu pentru cultivarea si identificarea fungilor filamentosi
Stocare: in eprubete 2 luni la 2°-8°C, 1n placi o luna la 2°-8°C
Disponibil comercial: Remel (SUA), Biokar Diagnostics (Franta).

M?75 Trichophyton Agar 1-7

* Trichophyton Agar 1

Aminoacizi Casamino

Difco 258
Dextroza 40,0 g
Fosfat monopotasic L8g
Sulfat de magneziu 0,1g
Agar 15,0 g
Apa distilatd ad 1000 ml

* Trichophyton Agar 2

Aminoacizi Casamino

Difco 2,5¢g
Dextroza 40,0 g
Fosfat monopotasic L8g
Sulfat de magneziu 0,1g
Agar 15,0 g
Inozitol 50,0 mg
Apa distilatd ad 1000 ml




* Trichophyton Agar 3
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Aminoacizi Casamino

Difco 258
Dextroza 40,0 g
Fosfat monopotasic 1,8g
Sulfat de magneziu 0,1g
Agar 15,0 g
Inozitol 50,0 mg
Tiamina HCL 200 pg
Apa distilata ad 1000 ml

* Trichophyton Agar 4

Aminoacizi Casamino

Difco 2,5¢g
Dextroza 40,0 g
Fosfat monopotasic 1L8g
Sulfat de magneziu 0,1g
Agar 15,0g
Tiamina HCI 200 pg
Apa distilata ad 1000 ml

* Trichophyton Agar 5

Compozitie

Aminoacizi Casamino
Difco

Dextroza

Fosfat monopotasic
Sulfat de magneziu
Acid nicotinic

Agar

Apa distilata

25¢g
40,0 g
1L8g

0,1g

200 ug
15,0 g

ad 1000 ml
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* Trichophyton Agar 6
Nitrat de amoniu L5g
Dextroza 40,0 g
Fosfat monopotasic L8g
Sulfat de magneziu 0,1g
Agar 15,0g
Apa distilata ad 1000 ml

* Trichophyton Agar 7

Nitrat de amoniu L5g
Histidina HCI 30,0 mg
Dextroza 40,0 g
Fosfat monopotasic L8g
Sulfat de magneziu 0,1g
Agar 15,0 g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se amesteca cu apa distilatd pana la completa

dizolvare si se fierb un minut. Se autoclaveaza la 121°C timp
de 12 minute.
Aspect: geloza galbuie, usor opalescenta
pH final la 25°C: 6,8 +0,2
Controlul calitatii: Trichophyton concentricum ATCC 9358 ++
Trichophyton schoenleinii ATCC 4822 ++
Trichophyton verrucosum ATCC 34470 ++

Utilizare: cultivarea si identificarea speciilor apartindind genului
Trichophyton
Stocare: in eprubete 4 luni la 2°-8°C, in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: Difco (SUA)

M?76 Agar peptond 3% (Agar Sabouraud conservare)

Compozitie
Peptona 30,0g
Agar 20,0 g
Apa distilata ad 1000 ml
Preparare: ingredientele se dizolva in apa distilata, amestecand continuu,

cu mentinerea temperaturii de fierbere timp de un minut.

94



Luminita Malic, Olimpia Bazgan, Mihai Mares

Autoclavarea are loc la o temperaturd de 121°C timp de 15

minute.

Aspect: geloza de culoare galben-pal, translucida

pH final la 25°C: nu se determind

Controlul calititii: M. persicolor - colonii cu tenta roz-lila

Utilizare: mediu pentru diferentierea M. persicolor de T. mentagrophytes
si pentru conservarea suselor de dermatofiti

Stocare: in eprubete 2 luni la 2°-8°C, in placi o luna la 2°-8°C

Disponibil comercial: nu se comercializeaza

Capitolul 3
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Tehnici de Tnsamantare si transplantare

Mihai Mares, Olimpia Bazgan
4.1. Tehnici uzuale

Ca reguld generala, Insaméantarea prelevatelor se poate face prin mai multe

tehnici uzuale:

epuizare pe medii solide conditionate fie In placi Petri, fie in tuburi (in pantd) —
asigura separarea fungilor cu semnificatie clinicd de cei contaminanti si inhiba
prin diluare eventualele substante antimicrobiene cu rol antifungic;

etalare in puncte izolate — prin spotare: la unele prelevate paucibacilare sub
forma de lichide organice — LCR, pasaje din hemoculturi (fig. nr. 4-1 vezi
Anexa), sedimente, fragmente de tesut si prin infepare: la fire de par, scuame,
diverse raclate;

inglobare in medii solide pretopite si racite la 45°C: la fire de par, fragmente
unghiale, scuame.

In timpul Ins@mantarilor se va tine seama de urmatoarele reguli:

Insamantarile se vor executa in boxe sau hote speciale, care se pot steriliza
periodic si nu permit formarea de curenti de aer in timpul lucrului.
Insamantarea prelevatelor provenite din situsuri normal sterile se va face
preferabil sub protectia unei hote microbiologice clasa 2, pentru a preveni
eventuala lor contaminare cu spori fungici ambientali.

Se evitd conversatia si orice migcare in jurul operatorului;

Instrumentul utilizat la nsaméntare (ansd microbiologicd, ac de insdmantare,
pipeta etc.) nu se va atinge de obiecte nesterilizate (halat, masa de lucru );

Insamantirile se vor executa intr-un timp scurt, pentru a reduce la minim
contactul materialului de Insdmantat cu atmosfera ambianta;

In timpul cat tuburile de cultura sunt deschise, vor fi tinute intr-o pozitie oblica,
cat mai aproape de orinzontalitate si cu deschiderea in imediata apropiere a
flacarii becului de gaz;

Operatorul trebuie sa poarte masca de protectie;

- Tuburile si placile Petri insamantate se noteaza cu markerul, fard a omite numarul

probei, denumirea abreviatd a mediului de cultivare si data insamantarii.
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Insamantarea se executa in fata flicarii unui bec de gaz care asigurd conditii de
antisepsie in timpul actiunii. In micologia medicald, produsele patologice se
insamanteazd in mod similar cu cel din bacteriologie. Acul de Insamantare / ansa se
flambeaza si se raceste in ser fiziologic sterilizat, apoi se ia un fragment de produs
patologic ce aderd de ac si se depune pe suprafata mediului de culturd. Din aceeasi
probd, se insdmanteazd mai multe placi sau tuburi, in puncte separate, cite 3 — 4
fragmente de cercetat.

Culturile se examineaza zilnic, urmarindu-se aspectul macroscopic (suprafata,
relieful, culoarea, prezenta pigmentarii, consistenta si viteza cresterii). In timpul
dezvoltarii, coloniile isi schimba aspectele macroscopice. Aspectele coloniilor se
noteazd periodic, pentru a surprinde toate caracterele culturale. Paralel se face si
examenul morfologic al fragmentelor de colonii.

Sansele de izolare a fungilor cu semnificatie clinica cresc direct proportional
cu numarul probelor insimantate. Temperatura de incubare dupa insdméantare este de
36°-37°C pentru prelevatele interne / profunde si de 30°C pentru cele superficiale.

Atentie! Fragmentele biopsice recoltate din leziuni suspecte de zygomicoza nu
se omogenizeaza cu diluant prin mojarare sau fragmentare, deoarece se distruge
miceliul si cultura va fi fals negativa. Temperatura de incubare recomandatd este
37°C.

Pentru izolarea levurilor, Insdmantarea prelevatelor se face pe Agar Sabouraud
aditivat cu cloramfenicol. Acest mediu permite o bund dezvoltare a levurilor si
supreseaza multiplicarea eventualelor bacterii contaminante. Pentru levurile lipo-
dependente ale genului Malassezia, cultivarea prelevatelor se face fie pe Agarul
Sabouraud cu cloramfenicol pe suprafata ciruia s-a etalat prin striere o find pelicula de
ulei de masline sterilizat prin autoclavare, fie pe medii speciale (Dixon, Leeming). Pe
Agar Sabouraud cu cloramfenicol, culturile mixte aparute prin asocierea a doua sau
mai multe specii de levuri sunt uneori dificil de observat, de aceea ideal ar fi ca
insdmantarea prelevatelor sd se facd pe un mediu diferential cromogen, care pe langa
discriminarea intre speciile levurice poate aduce informatii esentiale pentru
identificarea agentului etiologic. Se realizeaza astfel intr-o singura etapa, atat izolarea,
cat si identificarea levurii / levurilor incriminate. Pe mediile de izolare, levurile de
interes medical se dezvolti in 24-72 ore de incubare. In functie de provenienta
prelevatului se va face si alegerea temperaturii de incubare. Pentru prelevatele
provenind din situsuri In care in mod normal temperatura este identicd cu cea a
organismului, se va alege temperatura de 37°C pentru incubare. In cazul celor
provenind de la nivelul tegumentului sau unghiilor, incubarea se va face atat la 37°C,
cat si la 30°C, deoarece unele levuri cultivabile la 30°C dar necultivabile la 37°C, pot
avea semnificatie clinica fiind cauza unor micoze superficiale.

In cazul dermatofitozelor, se recomandi ca primocultura si se efectueze in
placi Petri i nu in tuburi, deoarece atit insamantarea cat si manoperele ulterioare sunt
mult facilitate. Mediul de electie pentru izolarea dermatofitilor este Agarul Mycobiotic
(Agar Sabouraud aditivat cu cloramfenicol s§i cicloheximidd); prezenta
cloramfenicolului suprimd dezvoltarea bacteriilor care pot contamina prelevatul, iar
cicloheximida (Actidione) inhibd multiplicarea fungilor contaminanti, facilitand
izolarea dermatofitilor. Materialul patologic se Insdmanteaza In mai multe puncte
pentru a creste probabilitatea izolarii dermatofitilor si a putea acorda semnificatie
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clinica tulpinii izolate. Cu cat numarul punctelor de insdméantare pozitivate este mai
mare, cu atat implicarea clinicd a tulpinii izolate este mai sigurd. Este posibild si
insdmantarea prin inglobarea prelevatului in mediul de cultura, insd interpretarea
semnificatiei clinice devine mai dificila. Incubarea se realizeaza la 25°-30°C, timp de
cca. 4 saptamani. Cand se suspicioneaza o infectie cu 7. verrucosum, placile se vor
incuba la 37°C (crestere acceleratd). in cazul absentei sporulirii in primoculturs,
tulpinile se pot pasa pe medii speciale care favorizeaza producerea macroconidiilor si
pigmentogeneza: mediul Lactrimel (Borelli), PDA, agar peptona 3%. Se recomanda
observarea culturilor de 2 ori / siaptdmand pentru a surprinde in dinamica aspectele
caracteristice coloniilor de dermatofiti. Importante din punct de vedere diagnostic sunt
viteza de crestere, caracterele morfologice macro- si microscopice. La unele specii de
dermatofiti apar asa-numitele ,,formatiuni ornamentale” care reprezinta de fapt hife cu
aspect modificat, al caror rol nu este inca elucidat: hife ,,in rachetd” sau cu aspect de
,tijd de bambus”, candelabre favice, hife spiralate (vrile), celule osiforme (aspect de
»ganterd”), organe nodulare, hife pectinate.

4.2. Tehnici speciale
4.2.1. Tehnica de purificare a izolatelor levurice

Dupa obtinerea primoculturii, se va verifica obligatoriu puritatea acesteia
deoarece contaminarea bacteriana este indezirabila 1n actiunea ulterioara de identificare
a speciei. In acest scop, se pregitesc fie preparate intre lama si lamels, fie frotiuri
colorate Gram care se examineazi la microscop, cu obiectivul de imersie. In cazul
prezentei bacteriilor, se recurge la pasarea tulpinii in bulion Sabouraud aditivat cu acid
clorhidric solutie 1N, conform schemei prezentate in fig. nr. 4-2.

Dupa incubare si reverificare prin coloratia Gram, se epuizeaza 0,1 ml din
tubul cu numarul maxim de picaturi de HCI care a permis dezvoltarea levurilor, pe
suprafata unui Agar Sabouraud cu cloramfenicol in vederea obtinerii coloniilor
purificate.
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S
‘ HCl sol. 1IN

1T
i 0§

Eprubete cu cédte 5 ml bulion Sabouraud

Eprubete cu bulion Sabouraud si HCl insamantate cu tulpina de purificat

Dupa incubareala 36° £ 1°C timp de 2448
ore, se obfine un frotiu colorat Gram

Verificare puritate

Fig. nr. 4-2. Purificarea izolatelor levurice — metodologie de lucru
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4.2.2. Tehnica insamdntarii levurilor pe Agarul cu faind de porumb si tween 80
(metoda Dalmau)

Prin cultivare submersa pe acest mediu, levurile 1si exprimd plenar toate
detaliile morfologice: blastospori, pseudohife (pseudofilamente), filamente (hife),
clamidospori, artrospori, ascospori. In functie de gen si specie, aceste formatiuni apar
sau nu §i prezintd anumite caracteristici utile identificarii. Rezultatele acestui test pot fi
doar rareori utilizate singular; de obicei, ele se coroboreaza obligatoriu cu rezultatele
profilului biochimic al tulpinii in cauza (fermentarea zaharurilor, asimilarea diverselor
surse de carbon sau azot, producerea unor enzime ca ureaza, fenol-oxidaza,
hexozaminidaza, L-prolin-aminopeptidaza, catalaza.

Tehnica de lucru: se pregatesc placi Petri cu o grosime a mediului de 4-5 mm
(cca. 25-30 ml mediu / placd cu @ 90 mm); dupa solidificare, cu ajutorul ansei
microbiologice cu care s-a prelevat in prealabil o mica portiune din colonia levurii de
identificat, se practica 3 ,,incizii” ale mediului, dupd cum urmeaza: primele doud —
paralele intre ele, la distantd de cca. 1-1,5 cm, apoi o allla — perpendiculari pe celelalte
(fig. nr. 4-3). In timpul insamantarii mediului, ansa se mentine inclinati sub o incidenti
de cca. 60°-70° fatd de orizontala. Portiunea de agar astfel insdmantata se acopera cu o
lamela sterilizatd. Dupa o incubare de 48-72-96 ore la 25°C-30°C, placa Petri se
examineaza direct la microscop, formatiunile dezvoltate iIn mediu fiind observabile
prin traversul lamelei. Alternativ, dupa insamantare, mediul nu se acoperd cu lamela,
iar pentru examinare se preleveaza cu ajutorul ansei un bloc de geloza de pe linia de
insamantare si se etaleaza prin strivire Intre lama si lameld. Se examineaza apoi la
microscop, fara colorare suplimentara, urmarindu-se prezenta clamidosporilor, forma si
mérimea pseudohifelor, modul de dispunere a blastosporilor (blastoconidiilor) de-a
lungul acestora.

Fig. nr. 4-3. Tehnica insdmantarii levurilor pe CMA (cultivare submersa).

4.2.3. Tehnica de cultivare pe suporturi transparente
Metoda consta in plasarea unei lamele sterilizate pe suprafata gelozei, foarte

aproape de colonia activa. Miceliul va creste peste lamela, care la un anumit interval de
timp poate fi ridicatd si examinatd la microscop.
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In locul lamelelor se pot folosi patrate de celofan de marimea lamelelor,
sterilizate prin autoclavare. Inoculul se depune in mijlocul patratului de celofan, iar
dupa dezvoltarea miceliului, pelicula de celofan se monteaza pe lama si se examineaza
la microscop.

4.2.4. Tehnica de cultivare in ,,picdturd suspendatia”

Inele de sticla cu diametrul de 2 cm si 1ndltimea de 1 cm se imerseaza in
parafind topiti si imediat se aseaza pe o lama de sticla sterilizata. In interiorul inelului
de sticla se pune o picaturd de apa distilata sterilizatd. Lamela de sticla se flambeaza si
in zona centrald se depune o picaturd de bulion Sabouraud, in care se insamanteaza
materialul de cercetat. Marginea superioara a inelului de sticla se greseaza cu lanolina,
se trece prin flacara pentru sterilizare si se aplica apoi lamela cu picatura insaméantata
in jos.

Lamela se examineaza la microscop dupa cateva zile de incubatie.

4.2.5. Tehnica de cultivare pe bloc de geloza (cultivarea pe lama)

Cultura pe bloc de geloza (pe lamad) este recomandatd pentru studierea in
dinamica a morfologiei structurilor de fructificare (generatoare de conidii) la fungii
filamenosi septati (nu insa la cei din genurile Aspergillus si Penicillium). In acest scop,
fungul de identificat se Insdiménteaza in doud puncte opuse ale unui bloc de geloza
(PDA) de 1 x 1 x 0,5 cm etalat pe o lama de sticld. Dupa insaméintare, acesta se
acopera cu o lameld, iar lama se aseazd pe o bagheta de sticla in forma de ,,U” plasata
intr-o camera umeda (de fapt, o placa Petri ce contine un fragment de hartie de filtru
umectat cu cca. 5 ml apa distilatd). Camera umeda (fig. nr. 4-4) se incubeaza la 25°-
30°C, un timp variabil, pand la aparitia pe lama a structurilor de fructificare cu
morfologie caracteristicd, fapt constatat in urma examinarii microscopice. in final,
blocul de gelozd se indeparteaza, iar din lama, respectiv lameld, se obtin prin adaugare
de lactofenol si montare, doud preparate extemporanee. Aceste doua preparate obtinute
se pot pastra, daca vor fi lutate, timp de aproximativ cinci ani.

Fig. nr. 4-4. Camera umeda pentru cultivarea fungilor pe bloc de geloza.
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4.3. Tehnici de transplantare

Prin transplantéri sau pasaje se urmareste izolarea in stare purad a fungilor de
interes medical din culturile mixte sau mentinerea lor in timp, in conditii de laborator
(tulpini de colectie) si obtinerea de colonii monosporale.

Din culturile pe medii lichide, recoltarea materialului de transplantat se poate
face cu pipeta Pasteur sau cu ansa de insdmantare. Cu pipeta Pasteur se recolteaza o
cantitate din cultura veche, din care se insdmanteaza cateva picaturi in mediul lichid si
cateva picaturi pe suprafata mediului solid. In cazul transplantirii cu ansa, se introduce
ansa sterilizatd in cultura veche, apoi se face insdmantarea pe mediile proaspete (intai
pe mediul lichid si apoi 1n trei puncte pe mediul solid).

Din culturile pe medii solide, transplantarea se face cu ansa sau cu o
microspatuld, ludnd o cantitate redusd de miceliu de la periferia coloniei vechi. Acest
material biologic se transfera pe bulion si pe un mediu agarizat (Agar Sabouraud, PDA,
Agar Czapek — Dox, Agar cu extract de malt etc.).
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Tehnici de examinare microscopica
a fungilor din culturi

Mihai Mares, Olimpia Bazgan

I I: xamenul microscopic al fragmentelor de colonii fungice urmareste:

Capitolul 5

- Aspectul hifelor - septate sau nu;

- Aspectul miceliului - difuz, gros, colorat, incolor;

- Prezenta si tipul sporilor sexuati - zigospori, ascospori;

- Prezenta corpilor fructificanti asexuati (tipul si aspectul sistemului sporal,
aranjarea (Imbinarea) conidioforilor si a sporangioforilor, forma, culoarea,
marimea §i eventuala septare a sporului;

- Prezenta si tipul unor structuri particulare: rizoizi, stoloni, scleroti, celule Hiille.
Pentru studiul morfologiei microscopice a fungilor obtinuti in urma

insdmantarii prelevatelor se utilizeaza mai multe tehnici, in functie de tipul acestora:

- levuri - frotiuri (colorate Gram, cu albastru de metilen etc.) sau preparate
extemporanee (intre lama si lameld) cu tus de India sau lactofenol si albastru
de anilina;

- fungi filamentosi — preparate extemporanee cu lactofenol si albastru de anilina,
preparate cu banda adeziva sau preparate obtinute prin cultivare pe lama.

5.1. Preparatul extemporaneu cu lactofenol si albastru de anilina (levuri)

Este o metoda mai rar utilizata pentru studierea morfologiei levurilor, insa este
uneori preferatd pentru expeditivitatea sa, mai ales in cazul levurilor din primoculturi.
In acest scop, pe o lami de microscopie curatd si degresatd, se depune o picaturd de
lactofenol cu albastru de anilina in care se va suspensiona apoi cu migcéri cat mai fine,
cu ajutorul unei anse microbiologice, o mica portiune din colonia levurica de studiat.
Suspensia astfel obtinutd se acopera cu o lameld si se examineaza la microscop (x10,
x20, x40, x100 — dupa caz). Pentru reusita preparatului, este importanta cantitatea de
material biologic prelevat din colonie; aceasta trebuie sa fie cat mai redusa, astfel incat
densitatea suspensiei obtinute sa fie mica.
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5.2. Preparatul extemporaneu cu lactofenol si albastru de anilind
(fungi filamentosi)

Se obtine parcurgand urmatoarele etape:

se depune o picatura de lactofenol pe o lama de microscopie, curata si degresata;

se preleveaza cu ajutorul unui ac sau al unei microspatule metalice un fragment
de dimensiuni milimetrice din colonia de examinat, se etaleaza in picatura de
lactofenol si se dilacereaza cu miscari fine miceliul, utilizand doua ace;

se acopera cu o lamela curatd, se preseaza, se incalzeste usor la flacara pentru a
obtine un film cat mai fin de lactofenol si a elimina eventualele bule de gaz;

se examineazad la microscop, folosind succesiv obiectivele x10, x20, x40,
eventual x100;

in cazul 1n care se doreste pastrarea preparatului in lamoteca, pentru conservarea
sa, acesta se poate luta (fig. nr. 5-1 vezi Anexa).

5.3. Preparatul extemporaneu cu banda adezivi

In acest caz, prelevarea structurilor fungice de la nivelul coloniilor se face cu
ajutorul unui fragment de banda adeziva transparenta (tip scotch), cu dimensiuni de
1,0-1,5 x 2,5-3,0 cm, cu care se amprenteaza marginea coloniei. Acest fragment de
banda adeziva se lipeste apoi pe o lama pe care s-a etalat n prealabil o picaturd de
lactofenol (fig. nr. 5-2). Optional, peste banda se pot etala o noua picatura de lactofenol
si apoi o lameld, in vederea ameliorarii vizibilitatii la examinarea microscopicd
ulterioara. In cazul coloniilor care sporuleaza intens (Aspergillus spp., Penicillium spp.
etc.) se recomanda pregatirea a 2-3 preparate cu banda adeziva din acelasi loc — prima
va fixa sporii, iar urmatoarele vor recolta conidioforii, astfel incat prin examinarea
ulterioara sa fie surprinse toate aspectele utile incadrarii taxonomice.

S~
=5

lama

Fig. nr. 5-2. Obtinerea preparatului extemporaneu cu banda adeziva
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O altd varianta a tehnicii presupune etalarea fragmentului de banda adeziva pe
o lameld cu o picéaturd de lactofenol, adaugarea peste aceasta a unei alte picaturi de
colorant si apoi a lamei de microscopie. Preparatul se roteste apoi cu 180° pentru a-1
aduce in pozitia de examinare. Prin acest procedeu, claritatea imaginii este maxima
datorita faptului cd intre ochiul examinatorului si structurile fungice se interpune doar
lamela, nu si banda scotch ca in tehnicile anterioare.

5.4. Lutarea preparatelor extemporanee

Etansarea sau lutarea preparatelor este necesard pentru a evita evaporarea
lichidului de montare. Suprafetele lamei si lamelei, pe care se aplicd substantele de
etangare, trebuie sa fie perfect uscate si curate. Substantele folosite la etansare nu
trebuie sa reactioneze cu lichidul de montare, sa fie impermeabile, elastice, persisente
si sd adere de suprafata sticlei.

Rasinile naturale
Se pot folosi pentru lutare colofoniul, guma arabica, serlacul, balsamul de
Canada.

Lacul pentru unghii este cel mai utilizat la etangarea preparatelor deoarece se
usuca repede si se manipuleaza usor. Se indeparteaza excesul de lichid de montare de
pe lama si lameld, prin stergere cu un fragment de hartie de filtru. Cu un penson se
aplica un strat subtire de lac peste marginea lamelei si suprafata lamei din imediata
apropiere a acesteia. Se lasa sa se usuce, apoi se poate stoca.

Cimentul Thorner, cunoscut sub denumirea de ,,Glyceel” este format din:

- ulei polimerizat .........ccccceveueeneene 31,75 ml
- alcool metilic industrial................ 4,76 ml
-acetatde butil ......cooeevvvviinnnnnnnn. 20,41 ml
- toluen (fara sulf).......c.cccceeenenns 20,41 ml

Glyceelul este un lichid siropos, incolor, se usuca repede, formand o pelicula
elastica, rezistenta si care adera bine de sticla.

Amestecul de ceara galbena de albine si colofoniu

20 g ceard de albine se topesc intr-o capsula de portelan, apoi se adauga treptat
80 g colofoniu si se Incalzesc pand la topirea completd. Amestecul se aplicd cu o
spatuld pe marginile lamei si lamelei montate. Inainte de fiecare folosire, amestecul se
retopeste.

Amestecul de colofoniu si lanolina (60%, respectiv 40%)

Se omogenizeaza prin topire, apoi se distribuie in placi Petri si se lasd la
solidificare. In momentul folosirii, se lichefiazi cu ajutorul aplicatorului incalzit la
flacara. Se foloseste similar cu celelalte lichide de lutare.
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Fragmentele de tesut recoltate de la pacient in vederea diagnosticului trebuie
procesate in laboratorul de histopatologie pentru a obtine preparate
permanente care vor fi examinate microscopic de catre morfopatolog. Fragmentele de
tesut pot fi recoltate prin biopsie, prin exereza chirurgicala si prin autopsie. Procesarea
tesuturilor in vederea diagnosticului histopatologic presupune o suitd de operatiuni si
tehnici care vor permite vizualizarea elementelor fungice intratisulare si / sau a
leziunilor specifice determinate de acestea.

6.1. Obtinerea probelor

Probele de tesut primite in laboratorul de histopatologie trebuie sa fie insotite
de un formular de cerere a examenului de laborator in care vor fi specificate datele
pacientului si istoricul bolii, precum si descrierea zonei de origine a fragmentului de
tesut. Probelor primite li se va atribui un numar care va identifica fiecare proba pentru
fiecare pacient. Acest numar va corespunde cu numarul de ordine din registrul
laboratorului.

6.2. Examenul macroscopic

Examinarea macroscopica constd in descrierea probelor, alegerea zonelor
relevante pentru diagnostic si introducerea lor (totald sau partiald) in mici casete din

parafina. Initial, casetele sunt plasate Intr-un fixator.
6.3. Fixarea

Fixarea are scopul de a conserva morfologia tesuturilor asa cum se prezinta ea
in momentul recoltarii. Fixarea trebuie realizata cat mai curand posibil dupa prelevarea
probelor de tesut pentru a preveni autoliza. Nu existd un fixator perfect, desi
formaldehida este consideratd aproape un ,gold standard”. Existd o varietate de
fixatori, care se vor folosi in functie de tipul de tesut.
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Factorii care influenteaza procesul fixarii:
-solutia-tampon;
-penetrarea;
-volumul piesei vs. volumul fixatorului;
-temperatura;
-concentratia fixatorului;
-intervalul de timp.

Fixarea trebuie realizatd la un pH aproape de neutralitate, adicd intre 6 si 8.
Datoritd hipoxiei tesuturilor, fixatorul trebuie sa aiba capacitatea de a tampona
aciditatea acestora prevenind dehiscenta lizozomald si autoliza tisulard consecutiva
acesteia. Aciditatea favorizeaza formarea de pigment hem - formol care apare colorat
in negru, prin depuneri polarizate in tesuturi. Solutiile-tampon includ fosfatul de sodiu,
bicarbonatul de sodiu, cocodilatul de sodiu si veronalul. Formolul comercial este o
solutie de formaldehida in tampon fosfat cu pH 7.

Penetrarea tesuturilor depinde de difuzibilitatea fiecarui fixator. Formolul si
alcoolul penetreaza foarte bine, iar glutaraldehida foarte prost. Ceilalti fixatori au un
grad intermediar de penetrabilitate tisulard. O posibilitate de a rezolva acest
inconvenient este sectionarea cat mai find a tesuturilor (2-3 mm grosime), deoarece
penetrarea unei sectiuni subtiri va fi mult mai rapida decat cea a unei sectiuni mai
groase.

Volumul de fixator este de asemenea extrem de important. Acesta trebuie sa fie
in raport de 10:1 (fixator-tesut). Se recomandd schimbarea fixatorului la diferite
intervale de timp pentru a evita o eventuald sciddere a volumului acestuia. Agitarea
probelor in fixator va intensifica fixarea.

Cresterea temperaturii, ca in cazul tuturor reactiilor chimice, va creste viteza de
fixare, dar se va avea totusi in vedere sa nu degradeze tesuturile. Formolul fierbinte va
fixa tesuturile mai repede si acesta este adesea primul pas in procesarea automatizata a
tesuturilor.

Concentratia fixatorului va fi cea mai redusd concentratie activa, acest fapt
reprezentdnd §i un avantaj economic. Formolul este cel mai activ la 10%;
glutaraldehida este in general activa la concentratii de 0,25-4%. Concentratiile prea
ridicate pot avea efect advers asupra tesuturilor producand artefacte asemanatoare cu
cele ale cresterii temperaturii fixatorului.

De asemenea, foarte important este intervalul de timp recomandat pentru
mentinerea probelor in afara fixatorului. Dupa fixare, probele vor fi prelucrate rapid
deoarece prin deshidratare se vor produce artefacte. Tesuturile mentinute temporar in
afara vasului cu fixator, se vor umezi cu ser fiziologic.

Tipul fixatorului indicat este dat de tipul de tesut si de detaliile histologice care
urmeazd a fi vizualizate. Formolul este utilizat pentru toate tesuturile recoltate
chirurgical si necropsic, cand se doreste obtinerea unor preparate colorate H-E.
Formolul este cel mai putin pretentios dintre toti fixatorii atunci cand conditiile de
fixare nu sunt cele ideale, el ddunand aproape neglijabil tesutului respectiv. Pentru
fixarea tesuturilor in vederea procesdrii lor pentru diagnosticul histopatologic al
micozelor profunde se folosesc frecvent urmatorii fixatori: solutia de formol 10%
tamponatd pH 6,8, fixatorul Bouin si fixatorul Hollande. Pentru fixarea frotiurilor
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citologice cu importantd in diagnosticul micologic se folosesc: metanolul absolut,
etanolul 90% si acidul cromic 5%. Alcoolii sunt fixatori rapizi si ieftini. Deoarece
frotiurile nu sunt groase, acestea nu pun probleme de contractare si intrucat frotiurile
nu sunt sectiuni, acestea nu prezintd inconvenientul friabilititii. Alcoolii nu se
recomanda pentru fixarea frotiurilor obtinute din fluide biologice sau patologice.

Alaturi de imersie, fixarea frotiurilor se poate realiza si prin pulverizarea
fixatorului peste frotiu. Fixatorii care se pulverizeaza sunt compusi dintr-un alcool care
fixeaza celulele si parafind care formeazd un strat protector subtire peste acestea
(Carbowax - contine polietilenglicol). Fixativii de par (e.g. Diaphine Spray), cu un
continut ridicat de alcool si un minimum de lanolina sau ulei, sunt de asemenea fixatori
eficace. Distanta optimd de pulverizare a fixatorilor este de 25-30 cm. Fixarea cu
fixatori aerosolizabili nu este recomandatd pentru frotiurile de singe sau a celor
executate din lichide hemoragice pentru ca determina c/umping eritrocitar (aglutinare).
Parafinele si uleiurile din spray-urile fixative de par modifica reactiile de colorare daca
nu sunt Indepartate adecvat. Astfel, Tnaintea colorarii, lamele trebuie mentinute peste
noapte in etanol 95% pentru a indeparta fixatorul de acoperire.

6.3.1. Formol solutie 10% tamponatdi pH 6,8

Scop

Este un fixator larg utilizat, cu pH 6,8

Reactivi
Fosfat de sodiu monobazic ...........c...ceeun..n... 4,0 mg
Fosfat de sodiu dibazic..........cccceevverernnnnnee. 6,5 mg
Formaldehida 37%........cccoveiieciiiiiiiiinenn, 100,0 ml
Apa distilata........oooevirierie 900,0 ml

Se omogenizeaza, apoi se eticheteaza si se dateaza.
Atentie! Carcinogen.

Timpul de fixare
Fragmentele biopsice ar trebui fixate timp de minim 1-4 ore. Un timp mai
indelungat se recomanda pentru piesele mai mari.

Tehnica fixarii

1. Piesele recoltate de chirurgi sunt pastrate in acest tip de fixator;

2. Primele doua statii ale tuturor procesatoarelor de tesuturi contin formol 10%;

3. Probele pot fi péstrate in formol 10% indefinit sau sunt transferate in etanol
70%.

Note:
1. Se lucreaza intr-un spatiu ventilat. Se vor purta ochelari de protectie, manusgi si halat.
2. Formaldehida este puternic iritanta pentru ochi si piele. Este sensibilizanta (prin
contact) pentru piele si aparatul respirator. Este toxica prin ingestie §i inhalare. Are
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actiune coroziva §i carcinogend. Se eticheteaza cu inscriptia: ATENTIE
FORMALDEHIDA!

6.3.2. Fixatorul Bouin
Scop

Se utilizeaza pentru fixarea pieselor biopsice; de asemenea este un mordantant
in diferite tehnici de colorare.

Reactivi
Acid picric saturat..........ccceeveereererenenennns 3000,0 ml
Formaldehida.........ccoovvvveiiiiiiiiiiieeeeen, 1000,0 ml
Acid acetic glacial .........ccoceeeveiieiieenen, 200,0 ml

Atentie! Solutia este carcinogend, iritantd §i toxica.

Timpul de fixare
Probele biopsice de dimensiuni mici, 2-4 ore, iar probele de dimensiuni mari
pot rimane in fixator pana la trei zile.

Tehnica fixarii
1. Tesuturile fixate pot ramane 1n formol 10% sau etanol 70%;
2. Se indeparteaza acidul picric din tesut inainte de colorare prin:
a) spalare cu apa de robinet;
b) tratare cu etanol 50%;
c) sau solutie saturatd de etanol 70% cu carbonat de litiu.

Note:

1. Se lucreaza in spatii bine ventilate, se vor purta manugi, halat si ochelari de protectie.
Se evita contactul si inhalarea.

2. Acidul picric poate deveni exploziv daca se usuca. Este toxic de contact.

3. Formaldehida este puternic iritanta pentru ochi si piele. Este sensibilizantd prin contact,
pentru piele si aparatul respirator. Este toxica prin ingestie si inhalare. Are actiune
corozivd i carcinogend. Se eticheteazd cu inscriptia: ATENTIE FORMALDEHIDA!

4. Acidul acetic: aparatul respirator este organul tintd afectat. Este coroziv.

6.3.3. Fixatorul Hollande
Scop
Acest fixator confera o stralucire coloratiilor care utilizeaza hematoxilina -

eozind si reduce consistenta tesuturilor evitand astfel obtinerea unor sectiuni casante.
Acidul picric lizeaza hematiile.
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Reactivi
Acetat de CuUPIU......cccveeeeieeciieeiie e, 75 mg
Apa distilata.........cceeevveerierienierieeeereeene 3000 ml
P03 Ta ') (o1 (R 120 mg
Formaldehida............ccoccooiiiiinniiee 300 ml
Acid acetic glacial .........ccoceevierienienienneenens 45 ml

Se dizolva acetatul de cupru in apa fara incalzire, apoi se adauga treptat acidul
picric. Se amesteca pana se dizolva complet. Se adauga formaldehida si acidul acetic.
Se eticheteaza si se dateaza.

Atentie! Solutia este carcinogend, iritanta si corozivd.

Timpul de fixare
Probele de dimensiuni mici 2-4 ore, iar cele mai mari pana la 3 zile.

Tehnica fixarii

1. Probele biopsice sunt imersate imediat in fixatorul Hollande, notandu-se timpul
pe recipient;

2. Cand fixarea este completa, proba de tesut se trece apoi in etanol 70%;

3. Nu se permite ca probele fixate cu Hollande sd vind in contact cu solutia de
formol 10%, deoarece poate determina aparitia unui precipitat albastru.
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Note:

1. Se lucreaza intr-un spatiu bine ventilat sau in nisa chimicd, se poartda manugsi, halat §i
ochelari de protectie. Se evita contactul si inhalarea.

2. Acidul picric poate exploda daca se usuca. Este toxic prin expunere cutanatd.

3. Formaldehida este iritantd puternic pentru ochi si piele. Este toxicda prin ingestie §i
inhalare. Afecteaza aparatul respirator. Este coroziva si carcinogend. Se eticheteazd
cu: ATENTIE FORMALDEHIDA !

4. Acidul acetic afecteaza aparatul respirator. Este coroziv.

6.4. Procesarea tesuturilor

Odata ce tesuturile au fost fixate, ele trebuie inglobate intr-o forma care sa
permitd manipularea si efectuarea unor sectiuni seriate foarte subtiri. Cel mai folosit
material in acest scop este parafina. Tesuturile incluse in parafind pot fi sectionate in
fragmente cu grosimi de la 3 la 10 pm, uzual 4-6 pm. Tehnica de includere in parafina
a tesuturilor fixate se numeste ,,Procesarea tesuturilor”. Pasii principali ai acestui
proces sunt deshidratarea si clarificarea.

- Tesuturile fixate umed (in solutii apoase) nu pot fi direct impregnate cu parafina
deoarece aceasta nu este miscibila cu apa. De aceea, tesuturile trebuie
deshidratate. Aceasta se realizeaza de obicei cu ajutorul unor solutii de etanol,
de concentratii crescande - 70%, 95% si 100%. Uneori, primul pas este tratarea
cu un amestec format din formol si etanol. Pot fi utilizati si alti deshidratanti,
dar unii prezintd dezavantaje majore: acetona desi este foarte rapida, este
inflamabild, de aceea se poate utiliza doar pentru mici seturi de tesuturi
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procesate manual. Dioxanul poate fi utilizat fara clarificare, dar vaporii sii sunt
toxici.

- Etapa urmatoare se numeste ,,Clarificare” si constd in Indepartarea
deshidratantului cu o substantd care va fi miscibild cu mediul de includere
(adicd cu parafina). Xilenul este agentul de clarificare cel mai frecvent
intrebuintat. Toluenul clarificd bine si este mult mai tolerant fatd de cantitatile
mici de apd ramase in tesuturi, dar este de 3 ori mai costisitor decat xilenul.
Cloroformul actioneaza lent si este periculos pentru cei care-l manipuleaza.
Salicilatul de metil este rar utilizat datoritd costului ridicat.

In final, proba de tesut este impregnati cu agentul de includere care aproape
intotdeauna este parafina. Parafina poate avea diferite puncte de topire, ceea ce permite
obtinerea unor grade variate de duritate. Un produs numit Paraplast contine un adaos
de plastifianti care fac ca blocurile de parafind sa fie mai usor de procesat de catre
tehnologi 1n vederea sectionarii. Pentru a asigura o mai bund penetrare a tesutului de
catre agentul de includere, in interiorul procesatorului de tesuturi se poate crea o
presiune negativa cu ajutorul unei pompe de vacuum.

Procedurile de mai sus sunt aproape intotdeauna automatizate pentru un volum
mare de probe ce trebuie procesate de rutind. Automatizarea consta intr-un dispozitiv
circular, programabil, care imerseaza succesiv probele de tesut in diferite bai de
deshidratare si clarificare, dupa o scald de timp presetata.

Dupa procesarea probelor in procesatorul de tesuturi, acestea sunt inca in
casete, urmand a fi incluse in parafina lichida. Procesul este foarte important deoarece
tesuturile trebuie orientate corespunzitor in momentul includerii pentru a asigura
obtinerea ulterioard a unor sectiuni de calitate. O alternativa pentru includerea in
parafina este folosirea diverselor mase plastice care permit obtinerea unor sectiuni
subtiri. Astfel de mase plastice sunt meta-acrilatul de metil, meta-acrilatul glicol si
eponul. Materialele plastice necesitd reactivi speciali pentru deshidratare si clarificare,
de obicei foarte costisitori. Pentru sectionarea acestor blocuri este necesar un microtom
special. Blocurile trebuie sa fie mici, tehnica pretdndu-se de exemplu pentru biopsiile
hepatice sau cerebrale.

6.4.1. Deshidratarea

1. Daca piesa de tesut a fost imersata in apa dupa scoaterea din fixator, ea trebuie
sa fie transferata in etanol 30%, 1-2 ore;

. Etanol 50%, 1-2 ore;

. Etanol 70%, 1-2 ore;

. Etanol 95%, 1-2 ore;

. Etanol 100%, 1-2 ore;

. Etanol 100%, 1-2 ore;

. Tesuturile deshidratate vor fi pregitite pentru clarificare, adicd se scot piesele
histologice din etanol si se trec in toluen.

NN DWW

Nota: Etanolul absolut produce o deshidratare foarte rapida a tesuturilor: pentru a avea
aceasta sigurantd, flacoanele cu etanol se vor pdstra inchise etans.

118



Petru Cazacu
6.4.2. Clarificarea

1. Se transfera piesele histologice din etanol 100% intr-un amestec constituit din o
parte toluen si 3 parti etanol 100%, 1 ora;

2. Se trec apoi in amestecul de 1:1 toluen-etanol 100%, 1 or;

3. Apoi in amestecul de 3:1 toluen-etanol 100%, 1 ora;

4. Toluen 100%, 3-4 ore;

5. Toluen 100%, 3-4 ore;

6. Dupa clarificare, tesuturile sunt gata pentru impregnare cu parafina.

Notdi:

Agentii de clarificare, cum ar fi etanolul, trebuie introdusi lent pentru a preveni
degradarea tesuturilor. Aceste amestecuri de toluen si etanol permit in plus si indepartarea
oricaror urme de apa. Flacoanele se inchid etans. Aparitia unei turbiditati a solutiilor sau a
unor pete opace pe tesuturi sunt indicatori siguri ai deshidratarii incomplete. In ambele cazuri,
lamele cu sectiuni se reintroduc in etanol 100% pentru o deshidratare suplimentard, apoi se
continua cu bdile de toluen - etanol. Insuficienta indepartare a alcoolului va determina
imposibilitatea impregnarii cu parafind in zonele respective ale tesutului, ceea ce va produce
dificultati de sectionare. Actualmente, existd numerosi agenti de clarificare disponibili
comercial (Histosolve, Americlear etc.) care sunt mai putin toxici §i au un miros mai placut
decat toluenul sau xilenul.

Capitolul 6

6.4.3. Impregnarea cu parafind

1. Se transfera tesuturile din agentul de clarificare intr-un nou flacon cu un amestec
preincilzit de parafind - toluen 1:2. Se acoperd etans flaconul si se lasa la
etuva, la 45°C, timp de 1 ora;

2. Se transfera tesuturile intr-un al doilea flacon care contine un amestec incélzit de
parafina - toluen 1:2. Se acopera flaconul si se metine la 45°C timp de 1 ora;

3. Se transfera piesele apoi in prima baie de parafinad pura. Aceasta este un flacon
cu parafina lichidd care se mentine 1n etuva setand o temperaturd superioara
punctului de topire al parafinei. Piesele se mentin in aceasta baie timp de 2-4
ore;

4. Se transfera piesele 1n a doua baie de parafina, unde se mentin inca 2-4 ore;

5. Se includ (pasul urmator).

Notdi:

O alternativa a metodei de impregnare:

1. Se introduce piesa histologica in agentul clarificator proaspdat si apoi se adaugd
parafina pana la saturarea clarificatorului. Se lasd in repaus 1 ora la 30°C — 60°C,
apoi se mai adaugd parafind si se lasd peste noapte. In dimineata urmdtoare, se
adauga parafina pdana cand amestecul contine aproximativ 75 % parafind, apoi se
mentine 1 ora la 45°C.

2. Se trece piesa apoi direct prin 2 bdi de parafind purd.
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6.4.4. Includerea

1. Se lubrifiaza interiorul barelor Leuckart, al sticlelor de ceas sau al diferitelor
tavite metalice cu un amestec de etanol 60% - glicerind 9:1. Acesta va preveni
aderarea parafinei la recipientul ce constituie forma de turnare a blocurilor.
Acest lucru nu este necesar daca se utilizeaza matrite de hartie.

2. Se raceste matrita prin mentinerea partii sale inferioare pe gheata cateva minute.

3. Se scoate recipientul cu parafina topita din etuva si se varsa In matrita.

4. Se introduce tesutul Tn matrita cu ajutorul unei pense hemostatice incalzite si se
verifica daca piesa a fost orientata corect. In functie de dimensiunea matritei,
se pot include simultan mai multe piese (1-10) obtindndu-se un numar
echivalent de blocuri. Etichetele din hartie sunt atasate in parafina, la marginea
matritei, Tn dreptul piesei histologice.

6.4.5. Sectionarea

Dupa includere, tesuturile trebuie sectionate pentru a putea fi etalate pe lama.
Sectionarea se realizeaza cu un microtom, la grosimi de 4-6 um. Pentru realizarea unor
sectiuni corespunzatoare este necesar ca lama cutitului sa fie perfect ascutita; se prefera
utilizarea cutitelor single use. Odata obtinute sectiunile, acestea se depun pe suprafata
apei dintr-o baie de apa preincalzita, fapt care ajutd la deplierea panglicii sectionate.
Fragmentele de panglica sunt recuperate cu ajutorul unei lame de microscopie. Lama
cu sectiunea etalata este apoi plasata Intr-o etuva timp de aproximativ 15 minute pentru
ca, prin topirea partiald a parafinei, sectiunile sd adere mai bine la lama.

1. Blocurile de parafind cu piesele incluse, se sectioneaza rectangular pe langa
tesut, lasandu-se cativa milimetri de parafina pe fiecare fata a blocului;

2. Urmeaza o noua fasonare a blocului cu ajutorul unei lame de ras. Se va indeparta
mai intai parafina de pe fata de sectionare la microtom, cit mai aproape de
tesutul din bloc. Urmatoarele sectiondri se vor face pe celelalte fete ale
blocului, in asa fel ca acestea sd devind paralele una cu alta. Se va lasa
suficienta parafind la baza blocului astfel incat acesta sa poata fi atasat la
obiectiv. Taierea bazei blocului se va face in asa fel Incat ea sa fie paralela cu
fata de sectionare;

3. Se atageaza blocul de parafina la discul obiectiv. Se depune un mic fragment de
parafind pe discul obiectiv si se modeleaza cu o spatuld incélzitd prin flambare
la un bec de gaz. Se lasa ca stratul de parafind sa se raceascd, apoi se pregatesc
cele doud suprafete (baza blocului si suprafata obiectului) in vederea aderarii
prin topirea stratului superficial de parafind (se ating cele doua suprafete timp
de cateva secunde cu spatula bine incalzitd). Se preseaza apoi blocul de
parafina pe discul obiectiv si se lasa in repaus pentru solidificare;

4. Se fixeaza discul obiectiv cu blocul atagat in mandrina microtomului, se
ajusteaza pozitia In asa fel ca blocul sd fie paralel cu tdisul cutitului de
microtom;

5. Ajustarea unghiului cutitului se face prin incercéri succesive. Unghiul diedru
format de fata cutitului si fata blocului trebuie sa fie de aproximativ 5 grade.
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6. Se alege grosimea de sectionare (4-6 um pentru majoritatea tesuturilor) si se
incepe sectionarea cu vitezd moderatd. Se manevreaza panglica rezultata prin
inlantuirea sectiunilor cu ajutorul unui penson, preferabil din par de camild. Se
sectioneaza aproximativ 25 de sectiuni, apoi se indeparteazd panglica de la
cutit si se depune pe o coald de hartie colorata in negru.

7. Daca se vor practica sectiuni mai subtiri (de 2-4 um) sau daca tesutul este dur, se
pot obtine rezultate superioare prin ricirea blocului de parafina si a cutitului. in
acest scop, se ia un cub de gheata si se lasa sa se topeasca in asa fel ca gheata
topita sa se prelingd peste partea frontald a blocului. Alt cub de gheata se pune
pe fata anterioara a cutitului. Se va folosi un material absorbant (lavete,
prosoape de hartie) pentru colectarea apei rezultate in urma topirii ghetii si
racirii piesei / cutitului. Cuburile de gheatd se vor mentine cca. 1-2 minute,
apoi se indeparteaza orice picaturd de apa de pe cutit si bloc cu ajutorul unui
prosop de hartie si se incepe sectionarea. Racirea blocului de parafina se poate
face si prin mentinerea sa timp de cateva minute in congelator.

8. Microtomul si cutitul de sectionare se toaleteaza dupa fiecare utilizare. Niciodata

nu se lasa fixat cutitul in microtom cand nu este folosit. o

5

6.4.6. Etalarea sectiunilor S

s

Albumina Baker 8
Albusde ou....ccoeeeeeiiiiie 50,0 ml
Apa distilata........cceovvevieereereeeeeeere e 50,0 ml
NACL oot 0,5¢g
p-hidroxibenzoat de sodiu’ ............cccocvveeuennn. 0,1g

In apa distilata incilzita la 90°C, se dizolva clorura de sodiu si conservantul (p-
hidroxibenzoatul de sodiu). Dupa racire se adauga albusul, se centrifugheaza pana cand
supernatantul devine clar, se filtreaza prin vata ori se lasa in repaus pana cand stratul
superior devine clar. Ca adeziv, se utilizeaza numai supernatantul clar. Pentru o buna
conservare, acesta se pastreaza la frigider.

Albumina Baker diluatd

Albumind Baker..........cccoeevveviveiieniieninee, 4 picaturi
Apa distilata.........ccooveeieiiiiieeee e 10 ml

' Moldex, Tegosept, timolul sau salicilatul de sodiu se pot folosi ca substituenti ai
p-hidroxibenzoatului de sodiu.
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Albumina Baker comerciala

AdEZIV .o 2,5ml
Apa distilata.........ccocevvevrierieriecreeeeeeen, 100,0 ml

Solutia trebuie incalzitd si corect omogenizatd inainte de utilizare. Se va
prepara extemporaneu.

Mod de lucru

Procedura 1

1. Se degreseaza lamele si lamelele prin imersia lor in alcool acidifiat 95% (1 ml
HCI concentrat la 100 ml etanol) si se sterg energic cu o panza curatd din
bumbac. Sectiunile nu vor adera la lama dacd acestea nu sunt complet
degresate. Se evita contactul degetelor cu suprafata lamelor;

2. Se plaseaza sectiunile pe lama cu ajutorul unor ace de disociere. Acestea vor
pluti la adaugarea catorva picaturi de albumina diluata la marginea panglicii.
Ne vom asigura cé sectiunile au fost montate pe fata lamei cu capétul mat si nu
pe fata cu capatul lucios;

3. Sectiunile se plaseaza pe lama incalzita cu ajutorul unei platine incalzitoare
reglatd la o temperaturd cu aproximativ 5-10°C sub punctul de topire al
parafinei;

4. Sectiunile se vor intinde si netezi rapid. Excesul de fluid se va indeparta prin
inclinarea lamei, mentindnd panglica cu sectiuni cu ajutorul unor ace de
disociere;

5. Se transfera lamele cu sectiuni 1n etuva, la 30-40°C si se lasa peste noapte pentru
a se asigura deshidratarea completa a acestora.

Procedura 2

1. Se utilizeaza lame degresate ca mai sus; se adauga o picatura de adeziv nediluat
pe lama si se etaleazd cu pulpa degetului mic prin miscari circulare. Excesul se
sterge cu pulpa degetului inelar. Degetele vor fi degresate in prealabil cu alcool
acidifiat 95 %;

2. Se plaseazd una sau doud sectiuni pe suprafata apei intr-o baie reglata la o
temperatura cu 5-10°C sub punctul de topire a parafinei. Se lasa cateva minute
pentru intinderea sectiunilor;

3. Se introduce lama in baie, sub sectiune si folosind un ac de disociere se prinde si
se fixeaza fragmentul de panglica pe lama, dupéd care aceasta se scoate din
baie; fragmentul de panglica va adera la lama;

4. Se lasd lamele cu sectiuni In etuva peste noapte pentru uscare. Dezlipirea
sectiunilor de pe lama in timpul colorérii este o problema frecvent intalnita la
histotehnicienii debutanti. Daca lamele sunt curate si sectiunile sunt
intotdeauna uscate complet dupa etalare, aceste incidente vor fi rare.
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6.4.7. Colorarea

Procesul de includere in parafind, necesar sectiondrii pieselor, trebuie urmat de
deparafinarea sectiunilor etalate pe lama astfel incat sd fie permisd penetrarea
colorantilor hidrosolubili. Lamele cu sectiuni se deparafineaza prin trecerea succesiva
in bai de xilen (sau inlocuitori), alcool etilic si apd. Tehnicile de colorare sunt diverse
si se selecteaza in functie de abilitatea lor de a colora diferite componente celulare si
tesuturi. Coloratia de rutind este Hematoxilind-Eosind (HE), celelalte metode de
colorare sunt ,,coloratii speciale”, pentru ca se utilizeaza in situatii specifice conform
nevoilor de diagnostic.

6.4.7.1. Coloratia Hemalaun — Eozind

Scop

Aceasta este cea mai comuna coloratie histologica si histopatologica utilizata
pentru studierea de ansamblu a citoarhitectonicii tisulare. In cazul micozelor profunde,
permite aprecierea leziunilor la nivel microscopic, insé are o valoare diagnostica redusa
pentru decelarea speciei implicate. Hemalaun-Eozind este o metoda de colorare de
rutind, dar care necesitd o executie atentd pentru a asigura obtinerea unor rezultate
corecte i uniforme. Evidentiaza elemente fungice apartinand genurilor Preumocystis,
Blastomyces, Coccidioides, dar si unele aspecte din cromomicoze, rinosporidioza,
adiaspiromicoza, ca si fenomenul Splendore-Hoeppli sau culoarea originald a fungilor
dematiacei (pigmentati).

Fixator
Se obtin rezultate excelente, comparabile, folosind diversi fixatori

Tehnica de sectionare
Sectiuni cu grosimea de 4-5 pm, din fragmente de tesut incluse in parafina

Echipament
Sticlarie de laborator, timer de laborator

Reactivi

Hematoxilina Ehrlich (1886)

Hematoxiling ...........ccoeevveviveciierienieniesieene s 2g
Etanol 95% .....ooovveeviiiiieeeeee e 100 ml
Apa distilata..........cooveeeeiiieiiieee e, 100 ml
GLCETING ....vvieeveeieecrecre e 100 ml
Alaun de potasiu, In €XCes.......c.ecvrrunne aprox. 20 g
AcCId ACELIC...vvieiiieciie e 10 ml
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Hematoxilina Harris

HematoXilingd ..........coeevvieeciieiiieciee e 50¢g
Etanol 95% ....oooovoveeeeeieeeeeeeeeeeeee, 50,0 ml
Alaun de potasil..........cceevveereereeneervennennns 100,0 g
Apa distilata..........ccoeeeeiieniieeieeeee e, 1000 ml
Oxid de MEICUr.....cceevvieieeieeeecie e 25¢g

Se dizolvd hematoxilina in etanol si alaunul in apa cu ajutorul caldurii. Se
amestecd cele doud solutii. Amestecul se aduce la fierbere cat mai repede posibil si
apoi se adauga oxidul de mercur. Se continud fierberea pana cand apare o culoare
purpurie intensd (rosu-inchis, violet), apoi se introduce recipientul intr-o baie de apa
pana la racirea completa. Dupa racire, se adaugd 40 ml de acid acetic glacial. Cand se
observa o stralucire aurie a solutiei, aceasta se filtreazd. Daca aceasta strdlucire nu
apare, coloratia va fi de calitate inferioara.

Hematoxilina Mayer

Hematoxiling ........ccccoveeviiniiiiiiiececeeee, 50¢g
Apa distilata..........ccceeeviiiiiiieieeee e, 700,0 ml
Alaun de potasiU........ccceeveerrervenreereenieenen. 50,0 g
GHCEINA ...oooeiiiiieieeeeeeeeeeeee e 300,0 ml
Todat de soditl ......ccccvvieviiieiiiecieecee e 04¢g
Acid acetic glacial .........ccoceeveevienienneennnnn, 20,0 ml

Se dizolvd hematoxilina intr-o cantitate redusd de apa, apoi alaunul in
aproximativ 650 ml de apa distilatd. Se amesteca cele doua solutii si se completeaza
pana la 700 ml. Se adaugd iodatul de sodiu in solutie, dupa care aceasta se incalzeste
bland pentru a grabi oxidarea hematoxilinei. Solutia se lasa la racit pentru o jumatate
de ora, se filtreaza, apoi se adauga acidul acetic glacial si glicerina. Solutia poate fi
utilizata imediat si este stabila 2-3 luni.

Solutia de albastrire Scott

Sulfat de magneziu ..........cccceeveereereervenenenne, 200 g
Bicarbonat de sodiu.........ccoeveeriieniienienienee, 35¢g
Apa distilata..........ccceeeeiieniieeie e, 1000 ml
Se dizolva sarurile separat, apoi se amesteca solutiile si se adauga un cristal de
timol.
Alcool - acid 0.5 %
Etanol 70% .....oooovveveeeeieieieeeeeeee e, 100,0 ml
HCL oo 0,5 ml
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Se adauga acidul clorhidric peste alcool.

Eozina Y - alcoolicd, solutia stoc

Eosind Y, solubild in apa si alcool................... 25¢g
Apa distilata.........ccoeeeeiieiieiee e, 500,0 ml
Acid clorhidric concentrat.........ccooeeeeeeeeeeeeennnnn. 4 ml

Se dizolva eozina (tetrabromfluoresceind de sodiu) 1n apa si se adauga treptat
acidul clorhidric care se va combina cu sodiul. Precipitatul rezultat este forma acida a
tetrabromfluoresceinei, insolubild in apa. Se lasd precipitatul sa se stabilizeze si apoi se
decanteazd supernatantul fluid. Se adaugad aproximativ 500 ml apad distilatd peste
precipitat si se agitd pana cand colorantul se afla complet in suspensie, apoi se lasa in
repaus pentru sedimentare. Se repetd procesul de spilare de aproximativ 6 ori, pana
dispar toate urmele de ioni de sodiu si clor. Se filtreaza si apoi se lasa hartia de filtru
impreuna cu colorantul la uscat in etuva (max. 60°C). Ponderea pulberii de colorant
dizolvate in 100 ml de etanol 95% este de 0,5 g. Se filtreaza si se stocheaza intr-un
recipient transparent cu dop rodat. Tratdnd eozina astfel, se va obtine un colorant cu o
putere tinctoriala mai mare, colorantul fiind mult mai stabil in alcool.
Pentru utilizare se dilueaza 1:5 in etanol 95%.

Tehnica de colorare

. Deparafinarea si hidratarea cu apa distilata a sectiunilor;

. Se imerseaza preparatele intr-una din solutiile de hematoxilina, un timp variabil,
conform variantei de hematoxilind Intrebuintate: 5-10 minute pentru
hematoxilina Mayer, 5 minute pentru hematoxilina Harris si 15 minute pentru
hematoxilina Ehrlich;

3. Se spald lamele cu apa distilata, apoi se introduc in solutia de albastrire Scott
pentru 1-2 minute. Se clatesc In apa distilatd si se examineaza la microscop.
Sectiunea trebuie sd fie supracolorata;,

4. Se diferentiaza cu alcool - acid 0,5% pentru a indeparta excesul de colorant din
fond, lasand colorati numai nucleii;

5. Clatire cu apa distilata si apoi reimersare in solutia de albastrire Scott pentru
inca 1-2 minute;

6. Se reexamineazd la microscop si dacd sectiunile sunt suficient decolorate se
continud cu pasul urméator. Daca sectiunea este insuficient diferentiatd atunci se
repetd pasii 4 §1 5;

7. Spalare 1n apa de robinet 5-10 minute;

8. Colorare cu eozina alcoolicad (se lasd lamele cu sectiuni in solutia de colorare
pana cand acestea sunt usor supracolorate);

9. Clatire in 2 bai de etanol 95%;

10. Diferentiere 1n alcool absolut pana cand se obtine o coloratie optima;

N —
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11. Deshidratare intr-o baie de alcool absolut;

12. Clarificare 1n cateva bai de xilol;

13. Montarea lamelelor cu balsam de Canada, Xam sau alte medii neutre de
montare care sunt miscibile cu xilolul.

Rezultatul colorarii

Nucleii — albastru purpuriu
Hematiile — rosu

Celulele musculare — roz intens
Fibrele de colagen — roz

Nota:
Pentru realizarea coloratiei Hematoxilinda-Eozind, se poate folosi oricare din solutiile
de hematoxilind prezentate la reactivi.

6.4.7.2. Albastru Alcian pH 2,5 — pentru mucopolizaharide acide

Scop

Coloratia cu Albastru Alcian pune in evidentd mucopolizaharidele acide. Se
poate utiliza pentru evidentierea mucopolizaharidelor capsulare la Crypfococcus
neoformans. Este o metoda destul de eficientd pentru diferentierea criptococilor
capsulati tipici de alti patogeni yeast-like, cu forma si dimensiuni similare.

Fixator
Formol 10% tamponat pH 6,8, Bouin sau Hollande

Tehnica de sectionare
Sectiuni cu grosimea de 4 pm, din fragmente de tesut incluse in parafina

Echipamente
Pahare Berzelius, pH-metru, cuptor cu microunde, microscop

Reactivi
Acid acetic 3%

Acid acetic glacial .........cccceevevveciiecieeceeeeeene, 3ml
Apa distilata.........ccooeeeviieeiiiieeee ad 100 ml

Solutia este stabila 1 an.

Solutie Albastru Alcian

Acid acetic glacial 3% ......ccecvevrveriienieennnne, 100 ml
Albastru Alcian 8GX......coceevievienieriieieeieeiene lg
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Se amesteca cele doua ingrediente apoi se ajusteazd pH-ul la 2,5, utilizand acid

acetic. Se filtreaza si se adaugd un cristal de timol, apoi se eticheteaza si se dateaza.
Solutia este stabild 2 pana la 6 luni.

Atentie! Contine acid, evitati contactul §i inhalarea.

Nuclear fast red (Kernechtrot)

Sulfat de aluminiu......... 250¢g
Apa distilata................500 ml
Nuclear fast red............. 0,5¢g

Se dizolva sulfatul de aluminiu in apa. Se adduga Nuclear fast red si se dizolva

prin incalzirea solutiei. Se filtreaza si se adauga un cristal de timol. Solutia este stabila
timp de 1 an.

—

9,

Note:

Atentie! Iritant - se va evita contactul si inhalarea.

Tehnica de colorare

. Se hidrateaza preparatul in apa distilata;
. Se introduc lamele in acid acetic 3%, 3 minute;
. Se introduc preparatele in solutia de albastru Alcian, la cuptorul cu microunde

(la o treapta superioara), timp de 30 secunde; in metoda conventionald, solutia
de albastru Alcian cu lamele, se mentine la temperatura camerei, timp de 30
minute;

. Se spald lamele cu apa de robinet 2 minute si apoi se clatesc in apa distilata;,
. Se coloreaza cu Nuclear fast red, 5 minute, apoi se spald in apa de robinet;
. Se deshidrateaza, se clarifica si se monteaza lamela.

Rezultatul colorarii
Mucopolizaharidele acide: albastru
Nucleii: roz-rosiatic

. Nu este o coloratie specifica pentru capsula C. neoformans, deoarece s-a constatat cd

peretele altor fungi ca Blastomyces dermatitidis, Paracoccidioides brasiliensis sau
Rhinosporidium seeberi pot fixa colorantul; insd, datorita diferentelor morfologice
certe, acesti fungi nu pot fi confundati cu C. neoformans.

. Albastru Alcian face parte din grupul colorantilor bazici polivalenti solubili in apd.

Culoarea albastra se datoreaza prezentei cuprului in moleculele sale. Solutia de acid
acetic glacial 3% (pH 2,5) si solutia de albastru Alcian coloreaza mucopolizaharidele
acide sulfatate si carboxilate dar si sialomucinele (glicoproteinele) sulfatate si
carboxilate. Se crede ca sarurile formeaza legaturi cu grupdrile acide ale acizilor
mucopolizaharidici.

. Pentru siguranta se poarta manusi, ochelari de protectie si halat. Se adauga acidul

acetic in apd. Coloratia se face sub hotd. Se evitd contactul si inhalarea colorantilor.
Acidul acetic este iritant pentru aparatul respirator. Este de asemenea coroziv.
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6.4.7.3. Coloratia Bauer

Scop
Coloratia Bauer pune in evidenta glicogenul, diferite mucosubstante si fungii

Fixator

Este recomandat formolul 10% tamponat pH 6,8, dar se pot folosi si alti
fixatori. Majoritatea coloratiilor tricromice necesita ca fixatori acidul picric sau clorura
mercuricd. Formolul fixeaza bine tesuturile, dar pentru obtinerea unei coloratii de
calitate superioard se recomanda o fixare secundara cu lichidul Bouin.

Tehnica de sectionare
Sectiuni cu grosimea de 5 pm, din fragmente de tesut incluse 1n parafina

Echipament
Sticlarie de laborator, microscop

Reactivi

Reactiv Schiff — de Tomasi

Fucsind bazica .........ccceeveeviieiieiieieeeeeeeee, lg
Apad distilata..........cceeeiieiiieeie e ad 200 ml
Metabisulfit de potasiu.........ccceveeveerververinennen. lg
Acid clorhidric IN.......cocooiiiiiniieee 20 ml
Carbune activat (pulbere) ........ccccoevvevvenieneennen. 2¢g

Se incalzeste apa distilatd pand la fierbere intr-un flacon Erlenmeyer de
dimensiuni mari. Se indeparteaza flaconul de pe sursa de caldura si se adaugad imediat
colorantul, cu grijd, pentru ca dizolvarea are loc cu efervescentd. Se agitd pana la
dizolvarea colorantului. Se lasd solutia sa se raceasca pana la 50°C, apoi se adauga
acidul clorhidric i se omogenizeaza. Se lasa in continuare solutia la racit pana la 25°C,
moment in care se adaugd metabisulfitul de potasiu. Se omogenizeaza din nou. Se
inchide flaconul cu dop etans si se pastreaza la intuneric pentru 1-2 zile. Daca solutia
nu este limpede, se adauga carbune activat si se agitd pentru aproximativ un minut. Se
filtreazd solutia. Se pastreaza la temperatura de refrigerare, intr-un flacon de sticla
inchis etang. Metabisulfitul de potasiu se poate nlocui cu cel de sodiu, fard a diminua
calitatea coloratiei. Conform Indexului Merck, bisulfitul de sodiu comercial este
realizat predominant din metabisulfit de sodiu. Solutia finala trebuie sa fie incolora sau
de culoarea chihlimbarului, dar foarte pal. Solutiile brune vor colora adesea foarte
prost. De obicei, acestea au fost realizate dintr-o fucsina bazicé care contine o cantitate
inferioara de pararosanilina.
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Hemalaun Mayer (hematoxilina Mayer, Langeron 1942)

HematoXilingd ..........coeevieeeciiieiiieciie e 1,0g
Alaun de potasil........ccceevveervervenreereenneenen. 50,0 g
Apa distilata........cceovevieviierienie e, ad 1000 ml
Todat de soditl ......coccvvveveiiieiiiecieeeee e, 02¢g
ACIA CIIIC .evvierieiieciie e 1,0 g
Cloral hidrat........coovveveeiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee, 50,0 g

Petru Cazacu

Se dizolva hematoxilina in apa distilata, se incalzeste apoi si se fierbe timp de
5 minute. Se indeparteaza recipientul de pe sursa de caldurad si se adauga iodatul de
sodiu, apoi se lasd solutia pentru maturare timp de 10 minute. Se adauga treptat restul
substantelor in ordinea data, dizolvind-o pe fiecare inainte de addugarea celeilalte. Se
eticheteaza cu initialele denumirii §i data prepararii, solutia fiind stabilad timp de un an.

Atentie! Se va evita contactul si inhalarea.
Acid cromic

Trioxid de Crom ......cccocevviieieerienienie e, 4¢g
Apa distilata..........cceeeeiieniieeie e, ad 100 ml

Acid sulfuros

Metabisulfit de sodiu 10% sol. apoasa.............. 6 ml
Acid clorhidric 1N ..o 5ml
Apa distilata.........ccooeeeviiieiieiieee ad 100 ml

Tehnica de colorare

—

etanol;

. Se spala cu apa de robinet;
. Supracolorare cu hemalaun, 1 minut;
. Se deshidrateaza cu etanol;

O 01O D B~ Wi

Rezultatul colorarii

Glicogenul si mucosubstantele — rosii
Fungii — rosii

Nucleii celulelor somatice — albastri
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. Se oxideaza 1n acid cromic timp de 40-60 minute;

. Se clatesc lamele in apa de robinet, apoi in apa distilata;

. Se introduc preparatele in reactivul Schiff pentru 15 minute;
. Apoi in acid sulfuros, 3 bai a cate 2 minute fiecare;

. Se face clarificarea cu xilen si montare cu balsam de Canada.

Capitolul 6

. Se introduc sectiunile in apa distilatd dupa ce au fost trecute prin baile cu xilen si



Tehnici de histopatologie

Note:
1. In practica modernd se evitd cldtirea cu acid sulfuros, spdlarea realizindu-se cu
cantitati mari de apa de robinet.
2. Mucinele, de obicei, nu sunt asa de intens colorate ca in coloratia PAS.
3. Mentinerea in acid cromic un timp mai indelungat va reduce colorarea datorita
continudrii oxidarii aldehidelor.

6.4.7.4. Coloratia Chick
Scop
Prin aceastd coloratie se pot pune in evidentd fungii, la microscopul cu

fluorescenta.

Fixator
Formol 10% tamponat pH 6,8

Tehnica de sectionare
Sectiuni cu grosimea de 5 um, din fragmente de tesut incluse in parafina

Echipament
Sticlarie de laborator, microtom, microscop cu fluorescenta

Reactivi

Hematoxilina fericd Weigert

Solutia stoc A

HematoxXilind ......ocoovvveeeiiiiiiiieeeeeeeeeeeee, 50¢g
Etanol 95% ...ccouveeeeeeeieeeeceeeeeeee e, 500,0 ml

Se omogenizeaza, apoi se eticheteaza, notand initialele denumirii i data
prepararii. Solutia este stabild 1 an.

Atentie! Inflamabil, se evita contactul si inhalarea.

Solutia stoc B

Clorura fericd 29% .....ooovveveevvveeeieireeeeennen, 20,0 ml
Apa distilata.........ccoeevveeverienieeeeeeeeen, 475,0 ml
Acid clorhidriC.......oooevveiiiiiiiiiiiiiieeceeeeee 5,0 ml

Se omogenizeazd, apoi se eticheteaza, notind initialele si data prepararii.
Solutia este stabild 1 an.
Atentie! Coroziv, se evita contactul si inhalarea.
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Solutia de lucru

Solutia StOC A ..c.eeeieeierieeieee e, 25,0 ml
Solutia Stoc B.....ccooeeieiieieeieeeee, 25,0 ml

Se omogenizeaza cat mai atent. Solutia va ramane stabila 3-4 zile.

Acridina orange

Acridind Orange .........ceeveeeeveeerieeeieeesieeeieeenns 0,1g
Apa distilata.........ccoeevveeveeienieeeeeeeeen, 100,0 ml

Tehnica de colorare

1. Dupa trecerea lamelor cu sectiuni prin xilen si etanol, acestea se introduc intr-o
baie de apa;

2. Hematoxilina ferica Weigert (solutia de lucru), 5 minute;

3. Se spald cu apa de robinet;

4. Se introduc lamele 1n solutia de acridina orange, 2 minute;

5. Se spald in apa de robinet, 30 minute;

6. Se deshidrateaza, clarifica si monteaza intr-o rasina nefluorescenta.

Capitolul 6

Rezultatul colorarii
Se utilizeaza filtrele BG 12 si OG 4 (galben) si / sau OG 5 (portocaliu).
Fungii vor apare colorati fluorescent verde-rosu.

Nota:
Aceasta este cea mai indicatd metoda de screening.

6.4.7.5. Coloratia Gridley

Scop

Coloratia Gridley pune in evidentd fungii viabili din preparatele histologice
obtinute din tesuturi incluse in parafinad si sectionate. Nu este satisfacdtoare pentru
detectia elementelor fungice neviabile, degradate.

Fixator
Tesuturile se fixeaza in solutie tamponatd de formol 10 %, cu pH 6,8

Tehnica de sectionare
Sectiuni cu grosimea de 5 um, din fragmente de tesut incluse in parafina

Echipament
Sticlarie de laborator, microscop
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Reactivi

Reactiv Schiff — de Tomasi
Vezi coloratia Bauer (6.4.7.3).

Fucsin-aldehida

Fucsind bazica .........cccecvveviveciieriienienienieeveeiens lg
Paraldehida, proaspata...........ccceeeevveneennnnnne. 1 ml
Acid clorhidric concentrat.............ccceeeeeeuneenns 1 ml
Etanol 70 %0 c..eeeeveeecieieeeeeeeeeeeeeeee e 200 ml

Se dizolva colorantul in etanol, apoi se adauga paraldehida si acidul clorhidric.
Se lasd la temperatura camerei timp de 48-72 ore, pentru maturare. Se pastreaza la
frigider, solutia fiind stabila 2-3 Iuni.

Acid cromic

Trioxid de Crom .......oeceveieeiieeriiieee e, 5g

Apa distilata..........coovveeeiiiiiieee e, 500 ml
Decolorant

Metabisulfit de SOdiu.......cccevvverierrerrinieireeiens 5¢g

Apa distilata.........ccoeeveeeriereerieie e 500 ml

Metanil yellow (Galben metanil)

Metanil yelloW.......cccceevverienieniiniecieeeeeeiene lg
Apa distilata.........cccooveeeeiiiiiiee e, 400 ml
Acid acetic glacial ........c.coeeeveeveeieennnee, 2 picaturi

Tehnica de colorare

. Dupa trecerea sectiunilor prin baile cu xilen si etanol, acestea se imerseaza in
apa distilata;

. Se introduc apoi in acid cromic, 1 minut;

. Se spala cu apa de robinet;

. Se trateaza cu solutie de metabisulfit, 1 minut;

. Se spala cu apa de robinet;

. Se clatesc cu apa distilata;

. Se introduc lamele in reactivul Schiff, 20 minute;

. Se spala cu apa de robinet;

. Se clatesc cu etanol 70%;

10. Colorare cu fucsin-aldehida, 30 minute;

11. Se clatesc cu etanol 95%;

12. Se spald cu apa de robinet;

—

O 0 1O\ L W

132



Petru Cazacu

13. Supracolorare cu metanil yellow, 1 minut;

14. Se clatesc cu apa distilata;

15. Preparatele colorate se deshidrateaza, clarifica si apoi se monteaza lamela cu
balsam de Canada.

Rezultatul colorarii
Fungii — culoare purpurie
Fondul — galben

Nota:
La pasul 2, mentinerea in solutia de acid cromic 10% pentru 10 minute va da rezultate similare.

6.4.7.6. Coloratia Schmorl

Scop
Aceastd metoda de colorare pune in evidenta fungii din preparatele histologice
obtinute din fragmente de tesut incluse in parafina si sectionate la microtom.

Fixator

Fragmentele de tesut se fixeaza in solutie de formol 10 % tamponat 6,8, dar se
pot folosi si alti fixatori.

Capitolul 6

Tehnica de sectionare
Sectiuni cu grosimea de 5 um, din fragmente de tesut incluse in parafina

Echipament
Sticlarie de laborator

Reactivi

Decolorantul Mallory

Solutia A
Permanganat de potasit.........cccceeevveerveeeneeennnnn. lg
Apa distilata.........ccoeeveeerievieeriecie e 100 ml
Solutia B
Acid SUlfUriC ..o 1 ml
Apa distilata.........ccoeeeeeiieiieieeeeeee 100 ml
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Solutia C
Acid 0XAlIC cuvviecieecie et lg
Apa distilata.........ccoeeveeerieviieriecieere e, 100 ml

Solutia de lucru

Solutia A..oeeeeeeieeieeeeeeee e 1 volum
Solutia B...c.oovieiiieiieeeieeeeee e 1 volum

Solutie de acid periodic

Se foloseste solutia de acid periodic 0,5% (McManus) din coloratia PAS sau
urmatoarea varianta:

Todat de sodit ....ccveevueeeiieiieieieee e lg
Acid nitric 0,5% solutie apoasa..................... 100 ml

Ambele solutii de acid periodic dau aceleasi rezultate.

Acetanilina
ANING .o 10 ml
Acid acetic glacial .........cccceevievienienienieeienns 90 ml
Tiosemicarbazida
Tiosemicarbazida............ccoeeveerieereeneeneerrennenn, lg
Apa distilata........ccoverviieiieieeee, 100 ml

Solutie Schmorl

Clorura ferica, sol. apoasa 1% ......cc.cccecueeueeene. 30 ml
Ferocianura de potasiu, sol. apoasid 1%............ 4 ml
Apa distilata........cceveereerieeireie e 6 ml

Solutia trebuie sa fie proaspatd, preparandu-se inainte de utilizare. Nu se
reutilizeaza!

Tehnica de colorare
1. Dupa trecerea sectiunilor prin bdile cu xilen si etanol, acestea se introduc
in apa distilata;
2. Urmeaza decolorarea Mallory:
e Lamele cu sectiuni etalate se introduc in solutia de lucru timp de
10 minute;
e Se clatesc apoi in apa distilata;
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e Se introduc in solutia C cateva minute, pana cand se observa
decolorarea sectiunilor;
e Se clatesc cu apa;
e Se continud cu urmatorii timpi ai tehnicii de colorare;
. Se spala cu apa de robinet;
. Se oxideaza in acid periodic pentru 10-20 minute;
. Se clatesc cu apa de robinet;
. Tratare cu acetanilina, 30 minute;
. Se spala cu apa de robinet;
. Se readuc preparatele 1n acid periodic pentru incd 20 minute;
. Se clatesc cu apa de robinet;
0. Se introduc lamele 1n tiosemicarbazida, 10 minute;
1. Se spald cu apa de robinet pentru indepartarea tuturor urmelor de
tiosemicarbazida;
12. Se introduc lamele in solutia proaspatd Schmorl, 10 minute;
13. Se spala cu apa de robinet;
14. Optional, supracolorare cu nuclear fast red sau eosina;
15. Se clatesc cu apa de robinet;
16. Se deshidrateaza cu etanol, se clarifica cu xilen si se monteaza lamelele
cu balsam de Canada.

—_— = 0 00 3O L A~ W

Capitolul 6

Rezultatul colorarii

Fungii — albastri

Nucleii celulelor somatice — rosii
Fondul — roz

Note:

1. Este binecunoscut faptul ca azidele metalelor pot fi explozive. Totusi, tiosemicarbazida
nu este o simpla azida metalica.

2. Formula tiosemicarbazidei este HNNHCSNH,. Grupul hidrazinic (H,NNH-) combinat
cu orice aldehida genereaza prin acidul periodic o reactie de oxidare. Gruparea
tiocarbamilica (-CSNH,) este un agent reducdtor mult mai puternic decdt sunt
aldehidele si reduce rapid fericianida la ferocianida, cu formarea imediatd a unui
depozit de albastru de Prusia.

3. Decolorantul Mallory clarifica usor fondul, imbundatatind contrastul. El poate produce si
unele aldehide care vor fi indepartate in etapa 6.

6.4.7.7. Coloratia Fontana-Masson

Scop

Aceastd metodd de colorare se utilizeazd pentru a evidentia melanina si
substantele de tip melanin-like. Melanina este un pigment negru-brun prezent in mod
normal in par, piele, retind, iris, in unele zone ale sistemului nervos central, dar si in
peretele unor fungi (Cryptococcus spp., fungii dematiacei). De asemenea, coloratia
poate fi utilizatd pentru detectia intratisulard a fungilor apartinand genurilor
Aspergillus, Candida sau zygomicetelor.
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Fixator
Fragmentele de tesut se fixeaza in solutie de formol 10 % tamponata 6,8

Tehnica de sectionare
Sectiuni cu grosimea de 4 um, din fragmente de tesut incluse in parafina

Echipamente

Sticlarie de laborator, cuptor cu microunde (sau etuva reglata la 60°C),
microscop

Reactivi
Argint amoniacal, solutie stoc

Nitrat de argint 10% ......ccoceeeeeverienenennenne. 25,0 ml

Se adauga hidroxid de amoniu, picatura cu picatura, pana la precipitarea
solutiei i apoi limpezirea ei;

Se adauga apoi nitrat de agint 10% ............... 1,0 ml
Solutia va deveni putin tulbure si se va lasa in repaus pentru 4-24 ore. Dupa
utilizare, solutia se arunca.

Atentie! Solutie coroziva - se va evita contactul i inhalarea.

Argint amoniacal, solutie de lucru

Argint amoniacal, solutie stoc ..................... 12,5 ml
Apa distilata........ccooceeviiiiieieeee 37,5 ml

Se pipeteaza tot argintul amoniacal, lasandu-se apoi la decantat. Se filtreaza.
Solutia nu se reutilizeaza.
Atentie! Solutie coroziva - se va evita contactul §i inhalarea.

Nitrat de argint 10%

Nitrat de argint..........cceeeveeereeereecreevreenreenieenen. 20,0 g
Apa distilata.........ccoeevvvereeeieieieeeee, ad 200,0 ml

Se agitd amestecul pentru solubilizare. Solutia se pastreaza la frigider intr-un
recipient brun de sticld, tratat in prealabil cu amestec sulfo-cromic. Solutia se poate
folosi timp de 6 luni de la preparare.

Atentie! Se evita contactul si inhalarea.
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Clorura de aur 0.1 %

Clorura de aur 1%, solutie stoc...................... 5,0 ml
Apa distilata........cccovveeviercieeieeeeee e 45,0 ml

Atentie! Se evita contactul §i inhalarea.

Tiosulfat de sodiu 5%

Tiosulfat de sodit.......ccoecvverreeriienierieeieene, 200 g
Apa distilata.........ceeeieiiiiieieeeeeeee ad 41

Se dizolva tiosulfatul de sodiu in apa distilata. Se pastreaza intr-un recipient cu
volum corespunzator, care se eticheteaza si dateaza.
Atentie! Se evita contactul §i inhalarea.

Nuclear fast red (Kernechtrot) 2

=

Sulfat de aluminiu..........cccoovvevverrenreereenenns 25,0¢g _g
Apa distilata.........ccoeevveeverierieeieee e, 500, 0 ml %
Nuclear-fast red .......ccccoceeceenineriininieicnenene 0,5¢g )

Se dizolva sulfatul de aluminiu in apa distilata, apoi nucler fast red-ul, folosind
caldura (fierbere pentru 5 minute). Se lasa solutia sa se riceasca, apoi se filtreaza,
adaugandu-se cateva cristale de timol pentru conservare. Se eticheteaza si se dateaza.
Solutia este stabila timp de 1 an.

Atentie! Iritantd, se evita contactul si inhalarea.

Tehnica de colorare

. Sectiunile etalate se vor deparafina si hidrata cu apa distilata;

. Solutia de lucru de argint amoniacal cu lamele se introduce in cuptorul cu
microunde (la o treapta superioard), timp de 2 minute. Se verificd lamele la
microscop pentru a observa dacd intensitatea impregnarii este adecvatd, iar
dacad este necesar, solutia cu lame se va plasa suplimentar in cuptorul cu
microunde timp de cateva secunde (in metoda conventionald solutia se
introduce in etuva la 60°C pentru 1 ord);

3. Clatire 1n apa distilata;

4. Clorura de aur 0,1%, 10 minute;

5. Clatire in apa distilata;

6. Tiosulfat de sodiu 5%, 5 minute;

7

8

9

1

N —

. Se spala lamele in apa de robinet si apoi se clatesc in apa distilata;
. Nuclear fast red, 5 minute;

. Se spald in apa de robinet;

0. Se deshidrateaza, clarifica si se acopera cu lamela.
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Rezultatul colorarii
Melanina si celulele argentafine — negre (fig. nr. 6-1 vezi Anexa)
Nucleii celulelor somatice - rosii

1. O reactie argentafina porzitiva este data de faptul ca celulele absorb argintul pe care il

reduc apoi la o forma metalica vizibila, fara ajutorul unui agent reducator.

2. Atentie! Se vor purta in timpul lucrului manugsi, ochelari de protectie si halat de

laborator. Se evita contactul §i inhalarea. Nitratul de argint: este iritant sever pentru
piele si ochi, oxidant, ingestia va produce un puternic disconfort gastrointestinal;
posibil carcinogen. Solutia de argint amoniacal poate fi exploziva,; in caz de varsare
accidentala, se va indeparta folosind un volum mare de apa de robinet. Hidroxidul de
amoniu. este un iritant puternic pentru ochi §i aparatul respirator. Se manipuleaza in
nisa chimica. Tiosulfatul de sodiu: toxic prin ingestie, iritant gastric, tegumentar,
ocular i respirator.

6.4.7.8. Coloratia Gridley fluorescenti

Scop
Aceastd metoda de colorare pune 1n evidenta fungii din preparatele histologice,

prin microscopia cu fluorescenta

Fixator
Fragmentele de tesut se fixeaza in formol 10% tamponat pH 6,8, dar se pot

folosi si alti fixatori.

Tehnica de sectionare
Sectiuni din fragmente de tesut incluse in parafina, cu grosimea de 5 um

Echipamente
Sticlarie de laborator, microscop cu fluorescenta

Reactivi

Reactiv Schiff fluorescent

AcCriflaving.......ccooceeviiiiiiieeeee e lg
Apa distilata..........ccooveeeeiiieiiieeee e, 200 ml
Metabisulfit de potasiu .........ccoeeverereecriecieerieenieens 2g
Acid clorhidric IN......cccoooiiiiiiieienieeeee 20 ml

Se dizolva colorantul in apa si se omogenizeaza. Se adaugd apoi succesiv

acidul clorhidric §i metabisulfitul, omogenizadndu-se cit mai atent. Se inchide etans
recipientul, se lasa la Intuneric pentru 48 ore, apoi se filtreaza. Acridina orange poate fi
de asemenea utilizata la prepararea acestei solutii.
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Solutia A
Trioxid de Crom.......ccccvvvevieeeciiieie e, 50g
Apa distilata.........ccoeeveeerierierieeie e 500 ml
Solutia B
Sulfit de SOdiU......ccveveerieeieeieeie e, 5¢g
Apa distilata........ccoeeeveiiieiieiiee e 500 ml
Solutie C
Etanol 70% ..cocceeveeriiiieieeeeeeeee 495 ml
Acid clorhidric.......cooovvieiieiieieeeee Sml

Tehnica de colorare

1. Dupa trecerea sectiunilor prin bdile cu xilen si etanol, acestea se introduc in apa

distilata;

. Imersare in solutia A, 10 minute;

. Clatire cu apa de robinet;

. Decolorare in solutia B, 1 minut;

. Spalare cu apa de robinet;

. Clatire cu apa distilata;

. Tratare cu reactiv Schiff fluorescent, 20 minute;

. Spélare cu apé de robinet;

. Imersare in solutia C, doud bdi, cate 5 minute fiecare;

10. Spalare cu apa distilata;

11. in final, preparatele se deshidrateaza, clarifici si apoi se monteazi lamela cu o
ragina nefluorescenta.

Capitolul 6

O 0 1O\ L KW

Rezultatul colorarii

Pentru examinare se utilizeaza filtrele BG 12, OG 4 (galben) si / sau OG 5
(portocaliu). Fungii apar colorati In galben-fluorescent cu acriflavina si verde-rosu cu
acridind orange.

Note:

1. Aceasta metoda de colorare este utilizata frecvent ca metoda de screening.

2. Daca fluorescenta fondului este prea intensd pentru a distinge fungii, aceasta se poate
atenua prin tratare cu hemalaun (1 minut) sau cu solutie apoasa 0,5% de
permanganat de potasiu (1 minut). Aceasta atenuare se realizeazd inainte de
deshidratarea finala, cu precautie pentru a nu reduce excesiv fluorescenta fungilor.

6.4.7.9. Coloratia Gomori-Grocott (Methenamine silver - modificatd)
Scop
Evidentierea fungilor in tesuturi. Este o coloratie superioara pentru depistarea

filamentelor aspergilare, a chistilor de Pneumocystis, a elementelor tipice pentru
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Candida, zygomicete, Cryptococcus, Histoplasma, Blastomyces, Paracoccidioides,
Coccidioides, Lacazia loboi, Penicillium marneffei, Rinosporidium, Emmonsia. De
asemenea, evidentiaza actinomicetele, Nocardia si algele de tipul Prototheca sau
Chlorela.

Fixator
Fragmentele de tesut se fixeaza in solutie de formol 10 % tamponat pH 6,8.

Tehnica de sectionare
Sectiuni din fragmente de tesut incluse in parafina, cu grosimea de 4-5 um

Echipamente
Sticlarie de laborator, cuptor cu microunde

Reactivi

Acid cromic 2%

Trioxid de Crom ........coceveeiveiiierierierieeie e 10,0 g
Apa distilata..........cceeeeiieniieeieeeeen ad 500 ml

Dupa solubilizare, solutia se transferd intr-un recipient etans in care poate fi
stocatd pana la 6 luni.

Atentie! Acidul este coroziv, posibil carcinogen, se evita contactul g§i
inhalarea.

Metabisulfit de sodiu 1%

Metabisulfit de sodit........cccceeeevieeniieniieeieens 50¢g
Apa distilata.........ccooeeeveveereereereeeenen ad 500 ml

Solutia este stabila 6 luni.

Borax 5%
Borat de sodiU.......ccccvevvirieiiiiiieieeeeeee 50¢g
Apa distilata........ccoveeeveeeeeieereeeeeeee ad 100 ml

Solutia este stabild 3 luni.

Metenamina-argint, solutia stoc

Metenamina 3%
(hexametilentetraaming) ...........c..ceeeevenneen. .100,0 ml
Nitrat de argint 5% .....cccceveveevenenriencneennenn 5,0 ml
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Cele doua solutii se amesteca Intr-un recipient brun de sticla, tratat in prealabil
cu amestec sulfo-cromic, clétit in apa distilata si uscat. Solutia este stabild 3 luni, la
temperaturi de refrigerare.

Atentie! Coroziva, posibil carcinogend.

Clorura de aur 0.5%

Clorurd de aur......c..eveveeeeivieeiiieeeeeeeeeeeeeeen. 0,5¢g
Apa distilata..........oooeeeiieiieieeee, ad 100,0 ml

Se pastreaza la frigider, in recipiente tratate cu amestec sulfo-cromic, clatite si
uscate. Solutia este stabild 1 an.
Atentie! Se evita contactul §i inhalarea.

Verde luminos 0.2%

Verde luminos (Light Green SF yellow)......... 02¢g
Apa distilata.........coeeeeiieiieieeeeeen, 100,0 ml
Acid acetic glacial .........cccoeevveeviieiiieeiieee, 0,2 ml

Capitolul 6

Solutia este stabila 6 luni.
Atentie! Se evita contactul si inhalarea.

Tehnica de colorare

1. Deparafinare si hidratare in apa distilata;

2. Lamele cu sectiuni se transfera in solutia de acid cromic 2% si se mentin in
cuptorul cu microunde la o treapta superioara, 45 secunde; alternativ, se pot
mentine §i 5 minute, dar la o treaptd inferioard (in metoda conventionala,
acidul cromic 5%, se mentine pe baie de apa la 60°C, timp de 1 ord);

3. Se spald lamele in apa de robinet si apoi se clatesc cu apa distilata;

4. Urmeaza tratarea cu solutia de metabisulfit de sodiu 1%, 1 minut, la temperatura
camereli;

5. Spalare 1n apa de robinet, apoi clatire in 3 bai succesive de apa distilata;

6. Se introduc lamele cu sectiuni in solutia de metenamina-argint, la cuptorul cu
microunde (treaptd superioard), 70 secunde: tesuturile trebuie sd capete o
coloratie brund, asemanatoare hartiei de ambalaj. Se agita preparatul in solutia
fierbinte (in metoda conventionald solutia de argint se incilzeste pe baie de apa
la 60°C, pentru o ord sau pana la aparitia unei coloratii brune);

7. Clatire in 2 bai de apa distilata;

8. Tratare cu clorurd de aur 5% , 1 minut sau pana la aparitia unei coloratii gri;

9. Spalare 1n apa distilata;

10. Tiosulfat de sodiu 5%, 3 minute;

11. Spalare in apa de robinet si clatire in apa distilata;

12. Verde luminos 1 minut;

13. Clatire in apa distilata;

14. Preparatele se deshidrateaza, se clarifica si apoi se monteaza lamela.
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Rezultatul colorarii
Fungii — brun-negri
Fondul — verde

Note:

1. Componentele mucopolizaharidice ale peretelui celulelor fungice sunt oxidate pana la
punerea in libertate a gruparilor aldehidice. Gruparile aldehidice reactioneaza
ulterior cu nitratul de argint, reducandu-l pana la argint metalic.

2. In cazul in care culoarea acidului cromic vireazd in brun, atunci este necesar ca acesta
sa fie schimbat. De notat ca solutia 2% este mai indicatd decdt cea 5%, utilizatd in
metoda conventionald, acidul cromic mai concentrat provocdnd desprinderea tesutului
de pe lama cand se utilizeaza tehnica cu microunde.

3.Cand culoarea fungilor nu vireaza in negru, se verifica prospetimea acidului cromic, a
metabisulfitului de sodiu si a boraxului.

4. Cand lucram cu solutia de nitrat de argint, daca se observa o tulburare a sa sau un
aspect de “oglinda” pe fata paharului, atunci este necesard prepararea unei noi
solutii.

5. Pentru protectie se vor purta manusi, ochelari de protectie si halat de laborator. Se
respectd modul de lucru cu solutiile sub hota. Se evita contactul si inhalarea. Acidul
cromic: coroziv pentru piele si mucoase. Foarte toxic! Organul tintd este rinichiul.
Carcinogen. Metabisulfitul de sodiu: toxic prin ingestie, poate cauza gastroenterite.
Iritant pentru piele, ochi si mucoase. Nitratul de argint: iritant sever pentru piele §i
ochi, oxidant. Posibil carcinogen. Tiosulfatul de sodiu: toxic prin ingestie, poate irita
stomacul. Iritant pentru piele, ochi §i tractul respirator. Verde luminos SF yellow:
posibil carcinogen.

6. Exista in comert i kit-ul de colorare GMS Staining Kit, produs de Ventana, nr. catalog
860-007 ; informatii: Europe Ventana Medical Systems, S.A. Parc d’Innovation — BP
30 144 Rue G. de Kaysersberg F - 67404 Illkirch Cedex France 33 (0) 3 90 40 52 00.

6.4.7.10. Coloratia fluorescentd cu acid periodic Schiff
(PAS - fluorescenta)

Scop
Aceastd metodd de colorare pune in evidentd fungii, prin microscopia cu
fluorescenta.

Fixator
Fragmentele de tesut sunt fixate in solutie de formol 10% tamponatd pH 6,8,

dar pot fi folositi si alti fixatori.

Tehnica de sectionare
Sectiuni din fragmente de tesut incluse in parafind, cu grosimea de 5 um

Echipamente
Sticlarie de laborator, microscop cu fluorescenta
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Reactivi

Solutie de acid periodic
Vezi coloratia Schmorl (6.4.7.6.).

Reactiv Schiff fluorescent
Vezi coloratia Gridley fluorescenta (6.4.7.8.).

Alcool - acid 5%
Vezi coloratia hemalaun — eozina (6.4.7.1.).

Tehnica de colorare

. Se deparafineaza si se hidrateaza sectiunile;

. Tratare cu acid periodic, 10 minute;

. Spélare in apa de robinet;

. Clatire cu apa distilata;

. Tratare cu reactiv Schiff fluorescent, 20 minute;

. Spélare in apa de robinet;

. Alcool - acid, doud bai a 5 minute fiecare;

. Spalare cu apa de robinet;

. Lamele cu sectiuni se deshidrateaza, se clarifica si apoi se monteaza lamela cu o
rasina nefluorescenta.

O 00 1O\ LN Wi —
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Rezultatul colorarii
Se utilizeaza filtrele BG 12, OG 4 (galben) si / sau OG 5 (portocaliu). Fungii
apar colorati in galben-fluorescent cu acriflavina si verde-rosu cu acridind orange.

Note:

1. Unele formatiuni fluorescente vor apare colorate in rogu sau roz la coloratia PAS.

2. Daca fluorescenta fondului este prea intensa pentru a distinge fungii, aceasta se poate
atenua prin tratare cu hematoxilina 1 minut sau cu solutie apoasa 0,5% de
permanganat de potasiu 1 minut. Fluorescenta se atenueazd inaintea deshidratarii
finale. Aceasta atenuare a fluorescentei de fond trebuie sd se facd cu precautie pentru
a nu reduce fluorescenta fungilor.

6.4.7.11. Coloratia cu acid periodic Schiff

Scop
Coloratia cu acid periodic Schiff (engl. Periodic Acid Schiff, PAS) se poate
utiliza pentru colorarea fungilor din preparatele histologice.

Fixator
Probele de tesut sunt fixate in solutie formol 10% tamponata pH 6,8, dar se pot

utiliza si alti fixatori (insa glutaraldehida trebuie evitata).

Tehnica de sectionare
Sectiuni din fragmente de tesut incluse in parafind cu grosimea de 4-5 um
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Echipamente
Sticlarie de laborator, cuptor cu microunde
Reactivi

Acid periodic 0.5 %, dupa McManus

Acid periodiC ....cooveerieririiieieee e 0,5¢g
Apa distilata..........ccceeeeeiieiiiieeeee e 100,0 ml

Dupa completa solubilizare a acidului periodic, solutia se eticheteaza cu data
prepararii si initialele denumirii. Solutia este stabila 1 an.
Atentie! Se va evita contactul si inhalarea.

Reactivul Schiff (Lillie, la rece)

Fucsind bazica .....c.evvvvevviiviiiiiiiieieeeeeeee, 10,0 g
Metabisulfit de soditl........cceeeervrrcireireieenen. 180 g
Apa distilata..........ccceeeeiieniieeie e, 1000,0 ml
Acid clorhidriC.......ooovvvevviiieiiiiieeeeece, 10,0 ml

Se adauga fucsina si metabisulfitul in acidul clorhidric. Se agita solutia timp de
2 ore, apoi se mentine la Intuneric, la temperaturi de 8°-10°C. Solutia devine limpede,
de culoare brun-deschis pana la galben-deschis. A doua zi se adauga:
Carbune activat (pulbere) ........ccceceevvereennennne. 50¢g

Se omogenizeaza 1-2 minute, apoi se filtreaza prin hartie de filtru Whatman nr.
2 intr-un cilindru gradat de 1000 ml. Hartia de filtru se va inlocui frecvent. Se readuce
volumul la 1000 ml cu apa distilatd. Solutia finald trebuie sa fie incolord sau de
culoarea chihlimbarului, dar foarte pal. Solutiile brune vor produce frecvent coloratii
necorespunzatoare. De obicei, aceste solutii au fost preparate cu fucsind bazicd ce
contine o cantitate micd de pararosanilind. Se pastreaza la frigider, solutia fiind stabild
timp de 6 luni. La prepararea reactivului se vor purta manusi, ochelari de protectie,
masca si halat de protectie. Se lucreaza sub hota, recipientul cu reactiv se péstreaza
acoperit, iar solutiile de preparare in nisa chimica.

Atentie! Reactivul este carcinogen si corosiv, se evita inhalarea. Acidul
clorhidric este caustic, se va utiliza cu atentie!
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Hematoxilina Gill

HematoXilingd ..........coeevvieeciiieiiieciee e 40¢g
Sulfat de aluminiu..........cceevvevreerienienrenenenn, 70,4 g
Apa distilata.........ccoeevvvereeirieieeieie e, 750,0 ml
Etilenglicol ........cccoovvieiiiiiiieieeeeeees 250,0 ml
Todat de sodiu ....cecvvveveierieeiecir e 40¢g
Acid acetic glacial .........coceeveveviieriienreennn, 20,0 ml

Se amesteca etilenglicolul cu apa distilata, se adauga hematoxilina, iodatul de
sodiu, apoi sulfatul de aluminiu si acidul acetic glacial. Se agita o ora la temperatura
camerei. Se filtreaza inainte de utilizare. Solutia poate fi utilizatd imediat si este stabila
pentru aproximativ un an. Hematoxilina trebuie sa fie anhidra; daca este hidratata
(C1sH 14,05 x 3H,0) se utilizeaza o cantitate de 4,72 g.

Tehnica de colorare

1. Deparafinarea si hidratarea sectiunilor cu apa distilata;

2. Se introduc apoi lamele in acid periodic 0,5 %, timp de 5 minute;

3. Clatire 1n apa distilata;

4. Se introduc lamele cu sectiuni 1n reactivul Schiff, la cuptorul cu microunde
(treapta superioard), pentru 45-60 secunde; preparatul va capata o culoare
magenta (in metoda conventionald, reactivul Schiff se mentine la temperatura
camerei, timp de 30 minute);

5. Se spald continuu in apa de robinet, timp de 5 minute;

6. Tratare cu hematoxilind, timp de 3 minute;

7. Se spald in apa de robinet, apoi 1n apa distilata;

8. Se deshidrateaza in alcool, se clarifica si se monteaza lamela.

Capitolul 6

Rezultatul colorarii
Glicogenul si fungii: magenta (fig. nr. 6-2 vezi Anexa)
Nucleii celulelor somatice: albastri

Note:
1. Pentru a verifica calitatea reactivului Schiff, se adauga in 10 ml de formaldehida cdteva
picaturi de reactiv Schiff; culoarea trebuie sa vireze imediat in rosu-purpuriu.
2. Daca in timpul pastrarii la frigider a reactivului culoarea acestuia vireazd in roz,
reactivul Schiff se inlocuieste.
3. Daca se observa un precipitat alb in recipientul cu reactiv Schiff, acesta se poate
redizolva prin incalzirea usoard a rectivului §i agitarea solutiei.

6.4.7.12. Coloratia Ziehl - Neelsen
Scop

Aceastd coloratie este utilizatd pentru evidentierea bacteriilor din genul
Mycobacterium, diferentierea filamentelor de Nocardia (Ziehl pozitive) si actinomicete
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(Ziehl negative). De asemenea, se pot pune in evidentd elemente fungice caracteristice
speciilor de Histoplasma si Blastomyces.

Fixator
Fragmentele de tesut se fixeaza in solutie de formol 10 % tamponata pH 6,8.

Tehnica de sectionare
Sectiuni din fragmente de tesut incluse In parafind, cu grosimea de 4-5 um

Echipamente
Sticlarie de laborator, cuptor cu microunde

Reactivi

Fenol-Fucsind Ziehl - Neelsen

Fucsind bazica ........cccccvevveeveerieieereereeeeennes 25¢g
Apa distilata.........ccoeeeeiieiieiie e, 250,0 ml
Etanol absolut ........ccccevvviiiiiiiiiiiieeeeeeeans 25,0 ml
Cristale de fenol topite........cceeevevrerrenenennnn. 12,5 ml

Se omogenizeaza, se filtreaza si se pastreaza intr-un recipient brun de sticla.
Acesta se eticheteaza cu data prepararii si cu timpul de stabilitate al solutiei (cca. 1 an).
Atentie! Carcinogena §i toxicd.

Alcool - acid 1%

Acid clorhidriC....oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 10 ml
) 271010 B A O T 990 ml

Se omogenizeaza si se eticheteaza cu data prepararii si timpul de stabilitate al
solutiei (1 an).
Atentie! Coroziva.

Albastru de metilen, solutia stoc

Albastru de metilen..........cccoevevierieneennenenennn, 0,7¢g
Apa distilata........cceveeevieriieeieeeeeee e 50,0 ml

Se omogenizeaza, se filtreaza si se pastreaza intr-un recipient etans. Se
eticheteaza mentionandu-se data prepararii §i perioada de stabilitate a solutiei (1 an).

Albastru de metilen, solutia de lucru

Albastru de metilen sol. StOC .......ccovvvvvveeeeennnn.. 5 ml
Apa distilati........cceveerieiieeieee e 45 ml
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Solutia se pastreaza intr-un recipient de sticla, fiind stabila timp de 2 luni. Se
va evita contactul si inhalarea.

Tehnica de colorare

. Deparafinare, apoi hidratare cu apa distilata a sectiunilor etalate pe lame;

. Lamele se introduc in solutia de fenol-fucsind, care apoi se mentine in cuptorul
cu microunde (treapta intermediard), 45 secunde. Lamele se vor lasa in solutia
fierbinte timp de incd 5 minute. Solutia se filtreaza o data pe saptimana;

. In metoda conventional, preparatele se mentin la etuvi, la 60°C timp de 1 ora;

. Spélare cu apé de robinet;

. Tratare cu alcool - acid 1% péna la aparitia culorii roz-deschis, persistente;

. Spalare cu apa de robinet, 5 minute;

. Clatire cu apa distilata;

. Albastru de metil, solutie de Iucru, 30 secunde;

. Clatire cu apa de robinet;

0. Se deshidrateaza, se clarifica si se monteaza lamela cu balsam de Canada.

N —
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Rezultatul colorarii
Structurile acido-rezistente — rosii stralucitoare
Fondul — albastru
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Note:

1. Componenta lipoidica a bacteriilor acido-rezistente se coloreaza cu fenol-fucsind,
rezistentd la decolorarea cu acid diluat.

2. Se utilizeazd filtre ,, Millipore™ " pentru filtrarea apei necesare in procesul colordrii.

3. In timpul prepardrii solutiilor se vor purta manusi, ochelari de protectie si halat. Se
evita contactul si inhalarea solutiilor.

4. Fucsina bazica este carcinogend.

5. Acidul clorhidric: iritant puternic pentru piele, ochi si aparatul respirator.

6.4.7.13. Reactivi suplimentari
Amestec sulfo-cromic (pentru tratarea sticlariei)
Scop

Curidtarea sticldriei utilizate la colorare si pentru proceduri care necesita
sticlarie perfect igienizata.

Echipamente

Balon de 4000 ml, agitator magnetic, un recipient de sticla cu volum de 6-7
litri, cu capac
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Reactivi

Solutie acida de curatare

Bicromat de potasiu..........cceeevveiivenieenieeneennen. 400 g
Apa distilata..........coeeeeiieniieeieee e, 4000 ml
Acid SUlfuric .......coceverieninicee 400 ml

Se dizolva bicromatul de potasiu in apa. Se toarna solutia intr-un recipient de
6-7 litri, apoi se adauga incet acidul sulfuric. Solutia se pastreaza pana cand culoarea sa
devine maro-inchis (depinde de frecventa utilizarii). Se eticheteaza si se dateaza.

Solutie acida de spalare a sticlariei 1,5%

Apa distilata..........cccoveeeeiiieiiee e, 985 ml
Acid clorhidriC.....ooveeeueeeeeeeeieeeeeceeeeeeeeeeee, 15 ml

Se omogenizeaza si se eticheteaza.

Note:

Pentru protectie se vor utiliza manusi, ochelari i halat. Acidul sulfuric: vaporii sunt
toxici, nu se inhaleazd. Afecteaza pielea, aparatul respirator, reproducator §i tesuturile fetale.
Este iritant pentru piele, ochi si aparatul respirator. Acidul sulfuric concentrat se adauga lent
in apa si solutii apoase, nu invers. Bicromatul de potasiu: toxic prin inhalare §i ingestie.
Afecteaza sistemul reproducator si tesuturile fetale. Coroziv pentru piele, ochi §i mucoase.
Acidul clorhidric: puternic iritant pentru piele, ochi si aparatul respirator. Este coroziv.

6.5. Montarea

Montarea presupune in prealabil deshidratarea si clarificarea sectiunilor.

Inainte de introducerea lamelor cu sectiuni in prima baie de etanol, acestea se
usuca prin compresare usoara cu hartie de filtru pe ambele fete. De asemenea, lamele
se sterg pe verso cu un tifon curat pentru a indeparta resturile de colorant.

Urmeaza deshidratarea:

1. Etanol 95 %, 5 minute;
2. Etanol 95 %, 5 minute;
3. Etanol 100 %, 5 minute;
4. Etanol 100%, 5 minute;
5. Toluen, 10 minute.

Daca sectiunile nu sunt complet deshidratate, la introducerea lor in toluen va
apare o turbiditate albicioasa. Aceasta va limita conservabilitatea preparatelor.
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Medii de montare

Balsamul de Canada

Este o rasind a coniferului Abies balsamea, dizolvata in proportie de 55 % in
xilol. Prin invechire capatd o coloratie gélbuie, iar unele coloratii nu se conserva
corespunzator (ex. coloratiile cu fucsina acida, verde luminos).

D.P.X.
DiIStiren 80 ......oeeevvvveeieiiieeeeeeeeeeeeeee s 10,0 g
Dibutilftalat ........cooooeevvieiiiiiiiiiiieeeeeeees 80,5 ml
D €116 P RRRSRRRNE 35,0 ml

Este o rasina sinteticd, neutrd chimic, ceea ce asigura o conservare mai buna a
colorantilor si implicit a preparatelor.

l
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Fig. nr. 6-3
Montarea sectiunilor in medii

‘ [ anhidre (a, b) si

in medii anoase (c. d).

Pe lama umectatd cu toluen se pune o piciturd de mediu de montare, iar
deasupra se aseaza o lamela:

1. Lamela se aseaza pe lama, sub o incidentd de 45°, atingdnd cu marginea picatura
de mediu de montare; dupa ce picatura s-a extins pe toatd lungimea marginii ce
formeaza unghiul diedru cu lama, aceasta se preseaza usor (fig. nr. 6-3 a, b).
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2. Se depune o picaturd de mediu de montare pe lama si una pe lamela, apoi
acestea se aduc paralel pana cand cele doua picaturi conflueaza, apoi lamela se
preseaza usor (fig. nr. 6-3 ¢, d).

Se indeparteaza eventualele bule de aer de sub lameld cu ajutorul unui ac de
disociere. Excesul de mediu de montare se indeparteaza cu ajutorul unui tifon imbibat
in benzen. Preparatele histologice astfel obtinute se mentin in pozitie orizontala la
temperatura camerei, timp de 2-3 zile.

6.6. Etichetarea si arhivarea

Dupa ce excesul de mediu de montare este indepartat, preparatele se pot
eticheta. Preparatele histologice se eticheteaza prin plasarea unor mici etichete
dreptunghiulare adezive la capatul mat al lamei. Aceasta etichetd se completeaza cu
ajutorul unei tus rezistent la apd i va cuprinde institutia, numarul din registrul
laboratorului, anul, natura probei, coloratia etc.

Arhivarea preparatelor histologice trebuie sa asigure in primul rand protejarea
acestora de socuri mecanice, de lumind, umiditate si praf. Dupid interpretarea
microscopica si fotografierea aspectelor morfologice de interes, preparatele histologice
permanente se arhiveaza in cutii speciale in ordinea seriei, in fante numerotate, iar
cutiile se introduc in sertarele histotecii. Blocurile de parafind se vor pastra in plicuri
care vor avea aceleasi insemnari ca si preparatele si vor fi depozitate in rafturile unor
dulapuri special destinate acestui scop. In registrul de laborator, in dreptul fiecarei
probe de tesut, se vor nota datele de identificare si locul de depozitare al preparatelor
si blocurilor (Histoteca nr...., sertarul nr...... , cutia nr....., randul nr......). Ele se
mentin minim 10 ani si sunt refacute cand este necesar. Pentru o mai buna conservare,
preparatele histologice permanente se vor luta. Lutarea se poate realiza cu lac de
unghii, parafind topita sau cu amestecul 3:6:1 format din colofoniu, ceara de albine si
seu. Acestea se aplicd cu o pensuld find pe marginea lamelei, de jur imprejur, astfel
incat sa se realizeze etanseizarea sectiunii.
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7.1 Fungitell™ (Cape Code Inc. SUA)
Test de detectie rapidd a (1,3)-f-D-glucan-ului

7.1.1. Principiul testului

Fungitell este un test cromogen, sensibil si rapid, ce poate detecta (1,3)--D-
glucanul din serul de analizat in circa o ora. (1,3)-B-D-glucanul este un
constituent al peretelui celor mai importanti fungi de interes medical precum Candida
sau Aspergillus. Abilitatea testului de a detecta in ser (1,3)-f-D-glucanul cu exprimare
in picograme, reprezintd un ,,balon de oxigen” pentru clinicieni, privind identificarea
precoce a infectiilor fungice invazive. (1,3)-B-D-glucanul se regiseste in doze mici in
sangele indivizilor sanatosi, dar valorile serice de 80 pg/ml sau mai mari, la pacientii
cu risc crescut vor putea fi corelate cu infectii fungice invazive. Analiza seriatd a
probelor prelevate de la pacientii cu risc pentru infectii fungice a relevat utilitatea
diagnosticd a acestui test, rezultatele fiind verificate prin metode alternative de
diagnostic.

Fungii care nu sintetizeaza (1,3)-B-D-glucan, precum specii din genul
Cryptococcus sau apartindnd clasei Zygomycetes, respectiv Absidia, Mucor sau
Rhizopus, nu vor pozitiva testul. Un rezultat pozitiv nu va indica si clasa fungica a
speciilor incriminate, testul fiind recomandat pentru stabilirea unui diagnostic
prezumtiv in colaborare cu alte proceduri de diagnostic, precum examenul micologic al
prelevatelor clinice, tehnicile de histopatologie in cazul prelevatelor biopsice sau
analiza imagistica (Rx, CT, RMN). Testul poate decela (1,3)-B-D-glucanul produs de
fungii primar patogeni sau de cei oportunisti apartindnd genurilor: Candida,
Aspergillus, Fusarium, Trichosporon, Saccharomyces, Acremonium, Coccidioides,
Histoplasma, Sporothrix, Blastomyces $i Pneumocystis.

Rezultatele testului sunt cuantificate in pg/ml ser, cu valori minime de detectie
stabilite la 31,25 pg/ml. Cu toate acestea, intervalul de detectie a fost incadrat in limite
superioare pentru o mai bund acuratete a testirii §i pentru evitarea unor posibile
interferdri antigenice. Valori ale (1,3)-B-D-glucanului mai mici de 60 pg/ml sunt
considerate a fi negative, iar depasirea acestei valori (pozitivarea testului) nu va putea
fi automat corelata cu prezenta evolutiva a bolii fara o serie de investigatii clinice /
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paraclinice complementare, in vederea stabilirii unui diagnostic cat mai exact. Valori
mai mari sau egale cu 80 pg/ml sunt interpretate ca fiind net pozitive, cu valoare mare
de diagnostic pentru evolutia unei afectiuni invazive cu etiologie fungica.

Valorile cuprinse in intervalul 60-79 pg/ml sugereazd o posibild infectie
fungicd, dar acestea au valoare diagnostica incerta, fiind recomandata retestarea serica
a pacientilor la intervale de timp prestabilite (2-3 ori pe saptaimand). Rezultate fals
pozitive au fost inregistrate la pacientii hemodializati, in cazul folosirii membranelor
celulozice sau administrarii unor produse de origine sangvina precum albumina sau
imunoglobulinele, in timp ce utilizarea pentru hemodializi a unor membrane
confectionate din celuloza triacetat sau polimetil-metacrilat nu au provocat cresteri ale
valorilor de (1,3)-B-D-glucan seric. Fiind un test cromogen rezultatele obtinute mai pot
fi interferate de prezenta bilirubinei serice sau de turbiditatea serului de analizat
cauzata de hiperlipemie.

7.1.2. Materiale furnizate impreund cu testul Fungitell

Fungitell este destinat diagnosticului in vitro. Urmatoarele materiale (libere de
orice urma de 1,3-B-D-glucan) sunt furnizate Tmpreuna cu kitul si suficiente pentru 2
placi de microtitrare:
1. Reactivul Fungitell - (1,3)-B-D-glucan liofilizat, specific LAL (Limulus
Amebocyte Lysate) sau lizat din amebocitele unei specii de crab;
2. Tampon Pyrosol (Tris HCI 2M pH 7,4);
3. Glucan standard liofilizat ce contine intre 250 si 350 pg s.a. / fiola si solvent
inert;
4. Apa - reactiv conform standardului ISO 3696:1987;
5. Microplaci de titrare cu 96 godeuri, cu fund plat;
6.KCl1,2M
7.KOH 0,25 M

7.1.3. Materiale necesare dar nefurnizate impreund cu kitul

Toate materialele si sticldria trebuie sd fie libere de interferare glucanica.
Sticlaria trebuie sa fie uscata la cald, depirogenata la 235°C timp de 7 ore, pentru a fi
adecvata folosirii. Toate recipientele din material plastic vor fi libere de orice tipuri de
interferari. Materialele de unica folosintd sunt de preferat.

1. Varfuri pipete 10-100 ul, 250 ul, 1000 pl;
. Micropipete pentru volume de 20ul, 200 pl si 1000 pl;
. Micropipeta multipas pentru volume de 100 pl;
. Tuburi de testare pentru dilutia probelor si pregatirea mixului de extractie sericd;
. Incubator-cititor cu fluorescentd, lungime de unda 405 nm monocroma, cu 2500

unitati densitate optica si software pentru interpretare asistata de PC;

. Tuburi sterile de plastic cu dop, pentru mixarea probelor;

7. Tuburi de colectare a serului.

Atentie! Varfurile de pipeta cu filtru de bumbac pot constitui sursa de glucan.

Toate produsele furnizate de Cape Code. Inc. sunt certificate ca fiind libere de
interferare glucanica.
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7.1.4. Atentiondri si precautii

Testul Fungitell necesita o atentie sporitda din punct de vedere tehnic si
procedural.

1. Specii nedetectate de test. Unele specii fungice produc cantitéti reduse de (1,3)-
-D-Glucan si nu sunt de regula detectate de test. Din aceasta categorie fac parte
specii ale genului Cryptococcus, precum si specii din categoria zygomycetelor,
ca Absidia, Mucor si Rhizopus;

2. Nu se pipeteaza nici o substantd cu gura, nu se fumeaza, nu se consuma alimente
in spatiul destinat testarilor;

3. Se utilizeaza reactivi si materiale care sunt certificate ca fiind libere de glucani,
stiut fiind ca apa, hainele, praful pot fi surse de glucan;

4. Nu se utilizeaza reactivi cu termenul de valabilitate depasit, seruri hiperlipemice
sau care contin bilirubina;

6. Se utilizeaza echipament de protectie si manusi fard talc in manoperele ce
implica prelevatele;

7. Pacientii hemodializati pot acumula un nivel ridicat de (1,3)-p-D-glucan cand
sunt utilizate membrane celulozice. Cele de tipul triacetat sau polimetil-
metacrilat nu par a afecta concentratia sanguina de glucan;

8. Anumite manopere chirurgicale ce implicd utilizarea unor materiale absorbante
sau de sutura derivate din bumbac sau matase pot conduce postoperator la
acumularea unui nivel ridicat de (1,3)-B-D-glucan, care sa contribuie la falsa
pozitivare a rezultatelor testarii acestor pacienti.

7.1.5. Pastrarea reactivilor

Toate substantele se vor pastra la 2°-8°C, ferite de lumind. Reactivul Fungitell
reconstituit va fi pastrat la 2°-8°C si utilizat in maxim 2 ore. Pe termen mai indelungat,
solutia reconstituitd poate fi congelatd o singura data la -20°C, pentru circa 20 zile.

7.1.6. Recoltarea / Stocarea / Marcarea probelor

1. Probele de ser se vor recolta in tuburi vidate (tip Venoject) care sd permita o
rapida formare a coagulului i centrifugarea ulterioara in vederea separarii cat
mai nete a serului de analizat, la 1800 rpm timp de 10 minute. Serul astfel
obtinut, se transfera in conditii aseptice in fiole sterile si se stocheaza;

2. Stocarea probelor inaintea Inceperii testarii se realizeaza la 2°-8°C pentru maxim
48 de ore sau se pot congela la -20°C;

3. Marcarea prelevatelor constd in notarea numelui §i prenumelui pacientului
alaturi de data recoltarii sau se utilizeaza sisteme de identificare unica.

7.1.7. Tehnica de lucru
1. Prepararea glucanului standard furnizat odata cu kitul

a. Se dizolva o fiola de glucan standard intr-un volum corespunzator de apa
standard preimbuteliatd, pentru obtinerea unei solutii cu 100 pg/ml (solutia 1);
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Se vortexeaza cel putin 10 secunde pentru omogenizarea solutiei. Solutia astfel
preparata va fi stocata la 2°-8°C si utilizata in maxim 3 zile;
b. Se prepard apoi o solutie standard cu 50 pg/ml prin mixarea a 400 pl apa
reactiv cu 400 pl din solutia 1,1 ntr-un tub liber de glucan (solutia 2);
¢. Din solutia 2 se prepard un nou standard cu 25 pg/ml prin mixarea a 400 ul
apa reactiv si 400 pl din solutia 2, intr-un tub liber de glucan (solutia 3);
d. Pornind de la solutia anterioard, se prepard un standard cu 12.5 pg/ml prin
mixarea a 400 pl apa reactiv cu 400 pl din solutia mentionatd, intr-un tub liber
de glucan (solutia 4);
e. Se prepara apoi un ultim standard cu 6.25 pg/ml prin mixarea 400 ul apa
reactiv cu 400 pl din solutia 4, intr-un tub liber de glucan (solutia 5);

2. Prepararea reagentului de tratare a serului
Tratarea alcalina a serului va desface triplul helix al glucanului conferindu-i o
reactivitate mai mare in timpul testului. Un pH mai alcalin va inactiva serin-
proteazele precum si inhibitorii acestora, care pot da rezultate fals positive sau
fals negative.
a. Pregatirea reagentului de tratare a serului (0.6 M KClI si 0.125 M KOH) prin
transferarea a 400 pl din solutia 0.25 M KOH 1intr-un tub liber de glucan si aditia
a 400 pl din solutia 1.2 M KCI. Solutia se omogenizeaza usor si se utilizeaza in
cel mult 30 de minute. Fiolele se acopera cu parafilm, putand fi stocate la 2°-8°C
pentru a fi utilizate mai tarziu, cu cea de-a doua microplaca.

Nota: Cdnd se traseaza curba de etalonare, se multiplica pg/ml cu cinci, astfel incat
limita sa fie incadrata in intervalul 31.25 - 500 pg/ml. Volumul standard din testare este de 25
wl pentru fiecare godeu, adica de cinci ori volumul probei de ser. Placa de microtitrare are
zond standard (st), zona martor (blank = blk) si zona test (unknowns = uk) cu fiecare variantd
in triplu exemplar, dupa urmatorul model (fig. Nr. 7-1).

1 2 3 4 S & 7 8 9 10 11 12

A

B stl | st1 | stl uk1 [ uk? | uk? | uk? [ uk? |uk?
C st | st | st2 uk? | ukd | ukZ | ukB | uks | uks
D st3 | st3 | =13 uk3 | uk3 | uk3 [ uk9 | uk9 | ukd
E std | std | std ukd | ukd | ukd {uk 10 [uk 10 uk 10
F st5 | st5 | 516 ukS | ukS | ukS {uk 11 {uk11|uk11
G Blk | Blk | Blk uk | uki | ukE (uk12 (uk12 fuk12
H

Fig. nr. 7-1 Zonele standard (st), martor (blk) si test (uk) ale placii de microtitrare

3. Tratarea serului cu reactivul de tratare a serului. Notd: Pentru evitarea
contaminarii accidentale se pastreaza micropldacile acoperite pe parcursul
desfasurarii manoperelor, capacul indepartindu-se pentru citire.
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a. Decongelarea probelor de ser se realizeaza la temperatura camerei, iar
omogenizarea lor se realizeaza prin vortexare timp de 10 secunde;
b. Se transferd 5 pl din proba de ser in fiecare din cele trei godeuri desemnate
(uk). Operatiunea se repeta pentru fiecare proba de ser;
c. Se aditioneaza 20 pl din reagentul de tratare a serului in fiecare godeu ce deja
contine cei Sul de ser;
d. Se agitd placa 5 secunde si se incubeaza 10 minute la 37°C in cititor;

4. Pipetarea blanc-ului si a standardelor. Se indeparteza microplaca din cititor si:
a. Se adauga 25 pl din solutia standard 1 in godeurile notate B2, B3, B4;
b. Se adauga 25 pl din solutia standard 2 in godeurile notate C2, C3, C4;
c. Se adauga 25 ul din solutia standard 3 in godeurile notate D2, D3, D4;
d. Se adauga 25 pl din solutia standard 4 in godeurile notate E2, E3, E4;
e. Se adaugd 25 pl din solutia standard 5 in godeurile notate F2, F3, F4;
f. Se distribuie cate 25 ul apa standard in godeurile notate G2, G3, G4;

5. Prepararea reagentului Fungitell si conduita procedurala
a. Se reconstituie o fiola de reagent Fungitell cu 2,8 ml apa standard si se
aditiveaza cu 2,8 ml de Pyrosol tampon, cu ajutorul micropipetei de 1000 pl;
b. Se agitd usor fiola pentru dizolvarea completd a continutului; nu se
vortexeaza. Se adaugd apoi 100 pl de reagent Fungitell in fiecare godeu cu
ajutorul micropipetei multicanal. Se indeparteaza capacul de pe microplaca si se
aseazd in cititor odatd cu setarea temperaturii la 37°C. Indepartarea capacului
este optionala, exceptie facand situatiile cand acesta ar putea Impiedica
vizualizarea probei. Microplaca se agita timp de minim 5 secunde inaintea citirii.
Citirea are loc la 405 nm, la intervale de 15-30 secunde, timp de 40 minute, la
37°C;
c. Colectarea rezultatelor si analiza acestora: se calculeaza rata medie de variatie
a densitatii optice (mili-unitati de absorbantd/minut) pentru toate punctele, intre
0 s1 40 minute;
d. Se inregistreaza concentratia de glucan a probelor testate.
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7.1.8. Interpretarea rezultatelor

Rezultatele testului Fungitell vor fi utilizate in diagnosticul infectiilor invazive
fungice doar in coroborare cu alte date. Rezultatele sunt exprimate in pg/ml ser,
incepand cu valori considerate a fi nedetectabile (< 31,25 pg/ml) pana la valori mai
mari de 500 pg/ml, acestea fiind printate cu ajutorul softului furnizat sau sunt citite pe
curba etalon. Pentru acuratetea aprecierilor, in cazul valorilor de peste 500 pg/ml, se
recomanda diluarea probei de ser cu apa standardizatd si retestarea acesteia.
Laboratorul care efectueaza testarile are obligatia de a informa clinicianul ca sfera de
detectie a kitului nu cuprinde specii ale genului Cryptococcus (produc cantitati infime
de (1,3)-p-D-glucan) sau specii de zygomycete precum Absidia, Mucor sau Rhizopus
care nu produc (1,3)-p-D-glucan.

Rezultate negative: un rezultat negativ inseamna ca (1,3)-p-D-glucanul nu a fost

detectat sau ca valorile s-au incadrat sub limita de detectie a kitului. Valori ale (1,3)-p-
D-glucanului mai mici de 60 pg/ml sunt interpretate ca fiind negative.
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Rezultate pozitive: un rezultat pozitiv inseamna ca (1,3)-B-D-glucanul a fost detectat,
dar acest rezultat nu este definitoriu pentru prezenta bolii si trebuie interpretat in
coroborare cu rezultatele metodelor complementare de diagnostic. Valorile mai mari
sau egale cu 80 pg/ml sunt considerate pozitive.

Rezultate incerte: valorile cuprinse in intervalul 60-79 pg/ml sugereazd o posibila
infectie fungica. Pentru certitudine, sunt necesare probe seriate si testari aditionale
pentru o interpretare corecta a rezultatelor.

7.1.9. Controlul calitdtii

Ghidul controlului de calitate al standardelor de laborator poate fi accesat la
adresa URL www.nccls.org (documentul C24-A).

- Curba etalon cu cele cinci concentratii de glucan serveste drept model de control
pozitiv a kitului Fungitell. Coeficientul de corelatie al curbei standard
(ordonata / abscisd) ar trebui sa fie mai mare de 0,980;

- Blanc-ul (25 pl de apa standard) reprezinta controlul negativ, cu valori mai mici
cu 50% decat cea mai mica valoare incertd indicatd de standard. Dacéd nu se
indeplinesc aceste conditii, testarea trebuie repetatd cu Inlocuirea tuturor
reagentilor;

- Daca se observa ca probele de ser sunt hemolizate, prezinta turbiditate sau dau
prin citire la densitatea optica de 405 nm o valoare mai mare de 0,06, acestea
vor fi diluate cu reagentul baza si retestate. O buna practicd de laborator
inseamna ca ambele verificari de pozitivare sau negativare a probelor vor fi
puse in practicd, in vederea verificarii reagentilor si tehnicii de lucru. Fiecare
laborator care utilizeaza aceast test de diagnostic va stabili si o serie de criterii
proprii privind controlul de calitate.

7.1.10. Limite

1. Localizarea tisulard a infectiilor fungice, incapsularea si nivelul de (1,3)-B-D-
glucan produs de anumiti fungi influenteazd concentratia serica de antigen.
Cryptococcus spp. produce un nivel scazut de (1,3)-B-D-glucan. Specii
apartinand genurilor Absidia, Mucor si Rhizopus, nu produc (1,3)-p-D-glucan;

2. Anumiti indivizi sandtosi au concentratii serice detectabile de (1,3)-p-D-glucan
ceea ce poate conduce spre o zona de incertitudine privind calitatea
diagnosticului. In astfel de cazuri sunt recomandate testirile suplimentare;

3. Frecventa testarii pacientilor se va stabili in functie de riscul la care acestia sunt
expusi, cu o ratd de cel putin 2-3 ori pe saptdimana;

4. Rezultate pozitive datorate cresterii valorilor de (1,3)-p-D-glucan seric au fost
evidentiate la pacientii hemodializati al céror tratament consta in administrarea
unor produse de origine sanguina, albumina serica sau imunoglobuline;

5. Intervalul de detectie al testului este intre 31,25 si 500 pg/ml.

158



Ingrid Apetrei, Mihai Mares
7.1.11. Interferarea cu alte substante

In urmatoarele situatii pot avea loc interferari privind acuratetea rezultatelor:
e Hemoliza;
e Turbiditatea probei cauzata de hiperlipemie;
* Prezenta vizuala a bilirubinei;
e Turbiditatea serului.

7.1.12. Valori asteptate

Valorile crescute de f-glucan sunt relevante intr-o varietate de infectii fungice.
Cand semnele / simptomele sunt prezente la nivelul de 80 pg/ml sau mai mare,
valoarea predictiva la care subiectul este pozitiv pentru infectii fungice se incadreaza in
intervalul 74,4% - 91,7%. In absenta semnelor clinice si mai putin de 60 pg/ml,
predictia negativa se incadreaza n intervalul 65,1% - 85,1%.
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7.2. Platelia ® Aspergillus
7.2.1. Principiul testului

Kitul Platelia Aspergillus este un test imuno-enzimatic de tip sandwich care
permite detectia galactomananului (GM) 1n serul uman. Acest test utilizeaza anticorpi
monoclonali (Ac) de sobolan EBA-2, dirijati contra GM aspergilar. Acesti anticorpi
permit o marja de detectie de 1 ng GM/ml. Calitatea si acuratetea rezultatelor depind
de maniera de lucru a fiecarui laborator in parte, de reactivii utilizati, de urmarea cu
strictete a specificatiilor privind protocolul de lucru. Se vor utiliza seruri de control
pozitiv si negativ pentru validarea rezultatelor.

Incalzirea serului in prezenta EDTA are rolul de a disocia complexele imune si
de a precipita proteinele serice care ar putea interfera rezultatele testarii, crescand astfel
sensibilitatea reactiei. Dupa tratarea serului si centrifugare, supernatantul este recuperat
si analizat rapid (in aceeasi zi). Dacd se doreste retestarea unei probe de ser,
intotdeauna se depoziteaza serul ca atare si nu prelevatul tratat.

Se vor incuba simultan serul si conjugatul in godeurile microplacii
sensibilizate in prealabil cu anticorpii monoclonali, permitandu-se astfel formarea
complexelor de tip Ac — GM — Ac — peroxidaza. Dupa spalare, complexele sunt
evidentiate prin aditia substratului. Rezultatul reactiei este detectat la un
spectrofotometru cu lungime de unda 450 / 620 nm, dupa 30 minute de incubare la
temperatura ambianta, reactia fiind stopata prin adaugarea acidului sulfuric 1,5N.

Din cauza problemelor de falsa pozitivitate, serurile intermediare sau pozitive
vor fi sistematic retestate; este recomandat sa se recolteze o noud proba de ser de la
pacientii cu risc, pentru a fi testatd suplimentar. Datoritd caracterului ubicuitar al
conidiilor de Aspergillus si Penicillium, in vederea evitarii contaminarii accidentale a
serului sau reactivilor, se vor utiliza doar materiale sterile, ferite de praf.
Galactomananul fiind termostabil, sterilizarea nu poate garanta absenta GM
contaminant, de aceea se va limita la maxim contactul serului sau al reactivilor cu aerul
ambiant. Se recomanda manipularea in hota cu flux de aer laminar clasa II.

7.2.2. Materiale furnizate odata cu kitul

Micropliaci cu 96 godeuri sensibilizate cu anticorpi monoclonali EBA-2
antigalactomanan, 1 buc;

Solutie concentrati de spélare — solutie concentratd (10X); Tampon TRIS-
NaCl (pH 7,41), Tween 20 sol.1%; conservant: 0,01% tiomersal — 1x 100ml;
Control negativ — ser de control negativ (liofilizat): ser uman liber de
galactomanan, negativ la testarea pentru anticorpi anti-HIV1 si anti-HIV2,

pentru antigene HBs si anticorpi anti-HCV; 2 x 1ml;

Ser de calibrare — ser standard (liofilizat): ser uman cu continut in
galactomanan (1ng/ml), negativ pentru anticorpi anti-HIV1 si anti-HIV2,
antigene HBs si anticorpi anti — HCV; 2 x 1ml.

Control pozitiv — ser de control pozitiv (liofilizat): ser uman continind
galactomanan, negativ pentru anticorpii anti-HIV1 si anti-HIV2, pentru
antigene HBs si anticorpi anti-HCV; 2 x 1ml;
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Conjugat — conjugat gata de utilizare: anticorpi monoclonali anti-galactomanan
marcati cu peroxidaza; conservant: 0,01% tiomersal — 1 x 8ml;

Solutie de tratare a serului (gata de utilizare): solutie acidd EDTA, fara
conservanti; 1 x 10,5 ml;

TMB (Tetra-Metil-Benzidind) tampon substrat — tampon substrat pentru
peroxidaza (gata de utilizare): solutie de acid citric si acetat de Na, pH 5,2
continand 0,009% H,0, si 4% dimetilsulfoxid (DMSO); 1x 60 ml;

Solutie cromogend TMB - solutie cromogenad (concentratd): solutie DMSO
90% cu 0,6% Tetra-Metil-Benzidind (TMB); 1 x 1 ml;

Solutie de stopare (gata de utilizare): solutie de acid sulfuric 1,5 N.

7.2.3. Materiale necesare, dar nefurnizate odatd cu kitul

o Apa distilata sau perfect demineralizata pentru solutia de spalare;

e Apa purificata sterild pentru reconstituirea serurilor de control;

e Hartie absorbanta;

® Manusi de unica folosinta;

e Ochelari de protectie;

o Hipoclorit de Na (apa Javel) si bicarbonat de Na;

e Pipete simple si multicanal, reglabile sau fixe, pentru masurarea si distribuirea a
50ul, 100 pl, 300 pl si 1000 pl;

e Tuburi Eppendorf conice, de 1,5 ml capacitate, cu inchidere ermetica, capabile
sd suporte temperaturi de minim 100°C;

o Centrifuga pentru tuburi Eppendorf conice de 1,5 ml, care sa dezvolte minim

10000 rpm;

o Agitator tip Vortex;

e Baie de api cu termostatare la 100°C;

e [ncubator de micropléci cu termostatare la 37°C;

o Sistem de spélare automat, semiautomat sau manual pentru microplaci;

o Sistem de citire a microplacilor echipat cu filtre de 450 / 620 nm.

7.2.4. Conservarea reactivilor desigilati si a celor reconstituiti

Microplacile — dupa deschiderea pachetului vidat, pot fi pastrate la 2°-8°C in
ambalajul original, timp de pana la 5 sdptdmani, verificandu-se periodic in
privinta desicarii;

Solutia concentrata de spalare — dupa diluare, aceasta se poate conserva 15 zile
la 2°-8°C. Dupa utilizare, daca nu a suferit contaminari, poate fi pastrata la 2°-
25°C pana la data inscrisd pe ambalaj;

Solutia cromogena, dupa ce a fost diluata, este stabild cca. 6 ore la temperatura
ambianta (18° — 30°C) si la intuneric;

Serurile de control negativ, pozitiv si solutia de calibrare — dupa reconstituire,
pot fi imediat congelate la — 20°C.
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Se vor incuba simultan serul si conjugatul in godeurile microplacii
sensibilizate in prealabil cu anticorpii monoclonali, permitandu-se astfel formarea
complexelor de tip Ac — GM — Ac — peroxidazd. Dupa spalare, complexele sunt
evidentiate prin aditia substratului. Rezultatul reactiei este detectat la un
spectrofotometru cu lungime de unda 450 / 620 nm, dupa 30 minute de incubare la
temperatura ambianta, reactia fiind stopata prin adaugarea acidului sulfuric 1,5N.

Din cauza problemelor de falsa pozitivitate, serurile intermediare sau pozitive
vor fi sistematic retestate; este recomandat sd se recolteze o noud proba de ser de la
pacientii cu risc, pentru a fi testatd suplimentar. Datoritd caracterului ubicuitar al
conidiilor de Aspergillus si Penicillium, In vederea evitarii contamindrii accidentale a
serului sau reactivilor, se vor utiliza doar materiale sterile, ferite de praf.
Galactomananul fiind termostabil, sterilizarea nu poate garanta absenta GM
contaminant, de aceea se va limita la maxim contactul serului sau al reactivilor cu aerul
ambiant. Se recomanda manipularea in hota cu flux de aer laminar clasa II.

7.2.5. Tehnica de lucru

Se va urma intocmai protocolul de lucru. Inaintea utilizarii, toti reactivii vor fi
lasati sa atinga temperatura mediului ambiant.

7.2.5.1. Reconstituirea reactivilor

e Solutia concentratd de spalare se dilueazd de 10 ori in apa distilatd sterila,
obtinand astfel solutia gata de utilizare. Vor fi necesari 160 ml pentru spalarea
a 2 barete cu cate 8 godeuri;

¢ Controlul negativ, solutia de calibrare si controlul pozitiv — continutul unui astfel
de flacon va fi reconstituit cu 1000 pl de apa sterild extrapurd, va fi lasat 2-3
minute pentru rehidratare i omogenizat usor. Se vor repartiza 3 x 300 pl, in
tuburi Eppendorf, iar dacd doud tuburi nu se utilizeaza in aceeasi zi pot fi
congelate la — 20°C. Aceastd reconstituire trebuie si se realizeze inaintea
utilizarii serurilor in reactia imunoenzimatica si tratate ca toate serurile
provenite de la pacienti (300 pl de ser + 100 pl solutie de tratare);

e Nu se conserva serurile de control dupa tratare;

e Se va dilua de 50 de ori solutia cromogend in substratul tampon pentru
peroxidaza. Se vor prepara 4 ml solutie de revelare pentru fiecare baretd de
reactie (e.g. 200 pl de solutie cromogend + 10 ml de reactiv substrat
peroxidaza).

7.2.5.2. Tratarea serurilor

Se introduc 300 pl ser de testat intr-un tub Eppendorf de 1,5 ml;
Se adauga 100 pl din solutia de tratare a serului;

Se omogenizeaza cu ajutorul vortexului;

Se inchide ermetic tubul;

Tubul va fi plasat 3 minute pe baie de apa la 100°C;

Se centrifugheaza la 10000 rpm timp de 10 minute;
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Supernatantul obtinut va fi utilizat pentru detectia antigenului — galactomanan.
Odata ce serul a fost tratat, va trebui testat in cel mai scurt timp posibil;

Daca dupa analiza rezultatelor se decide retestarea unui ser, se va lucra cu serul
de origine si nu cu cel deja tratat;

Stricta respectare a conditiilor de temperatura reprezintd un factor esential pentru
reugita reactiei, de aceea se recomandd ca pe tot parcursul desfasurarii
operatiunilor sa se utilizeze un termometru tip sonda;

Nu se conserva serul dupa tratare, nici cel de control, nici cel provenit de la
pacienti.

7.2.5.3. Reactia imunoenzimatica

Se stabileste un plan de distributie a serurilor de analizat provenite de la pacienti,
precum si a celor de control si calibrare;

Baretele necesare testului se scot din ambalaj, restul fiind pastrate conform
conditiilor amintite;

Se omogenizeaza flaconul ce contine conjugatul;

Daca se utilizeazd o pipeta multicanal, se va preleva doar volumul necesar
realizarii unei serii, adica 2 ml pentru 16 godeuri;

Se vor distribui succesiv in godeuri, cu respectarea regulilor de mai jos:

> 50 pl conjugat;

» 50 pl din supernatantul serului tratat;

» un godeu va fi destinat serului de control negativ, doud pentru cel de
calibrare si inca unul pentru serul de control pozitiv, distributia
acestora pe placa facandu-se la alegere;

Se acopera microplaca cu un film adeziv ce sa asigure o buna etanseizare;

Incubarea microplacii pe baie de apa cu termostat sau intr-un incubator, timp de
90 minute la 37°C;

Prepararea solutiei de spalare (diluata);

Se indeparteaza filmul adeziv, se aspird continutul tuturor godeurilor si se
depune 1n solutia decontaminanta. Apoi se procedeaza la spalarea succesiva a
acestora de cinci ori. Ulterior, baretele sunt lasate sd se usuce prin intoarcere
pe o foaie absorbanta, pentru absorbtia solutiei de spalare;

Prepararea solutiei revelatoare - solutia cromogena diluata 1/50 in solutia
tampon pentru substratul peroxidazei si distribuirea rapida a cate 200 pl in
fiecare godeu. Operatiunea se va desfasura in lumind puternici. Se lasa ca
reactia sd se desfasoare apoi 1n obscuritate, timp de 30 minute la temperatura
laboratorului (18 — 30°C), fara a se proteja godeurile cu filmul adeziv;

Se stopeazd reactia enzimaticd prin addugarea a 100 pl solutie de stopare in
fiecare godeu, in ordinea in care a fost adaugata si solutia revelatoare;

Se va citi densitatea optica la 450 / 620 nm cu ajutorul unui cititor de placi, pe
parcursul celor 30 de minute de dupa stoparea reactiei;

Inainte de transcrierea rezultatelor ne asigurim ca exista concordanti intre
valorile citite, aferente fiecarui godeu / microplaci si planul de distributie
prestabilit al acestora.
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7.2.6. Interpretarea rezultatelor

Rezultatele sunt exprimate prin densitatea opticd (DO) a esantionului vs.
valoarea standard. Acest calcul permite limitarea variatiilor de DO intre testari, cat si
intre rezultatele raportate intre diferite laboratoare.

Testul este valid daca:
*» Valoarea de referintd este mai mare sau egala cu valori cuprinse in intervalul
0,3-0,8 DO;
* Valoarea serului pozitiv este mai mare de 2 DO;
* Valoarea serului negativ este mai mica de 0,5 DO;
Un ser este:
* negativ, daca indicele este mai mic de 1 DO;
* intermediar, daca se incadreaza in intervalul 1 — 1,5 DO;
* pozitiv, dacé valorile sunt mai mari sau egale cu 1,5 DO.
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7.3. Platelia® Candida Ac
Detectia anticorpilor serici anti-manan
prin metoda imunoenzimaticd

7.3.1. Introducere

Incidenta crescutd a infectiilor fungice invazive reprezintd o constantd a
patologiei umane in ultimele doud decenii. Infectiile produse de diverse specii
apartinand genului Candida au rangul de infectii nosocomiale, oportuniste grave,
caracterizate printr-o morbiditate accentuatd asociatd mediului spitalicesc, traduse prin
prelungirea perioadei de spitalizare a pacientilor si cresterea consumului de antifungice
sistemice. Mortalitatea directa atribuabila acestor infectii se plaseaza in jurul valorii de
40%. Diagnosticul se stabileste cu dificultate ca urmare a lipsei unor semne clinice cu
caracter patognomonic. In practica clinica, la stabilirea unui diagnostic concuri o serie
de tehnici - radiologice, micologice etc., care permit evaluarea riscului instaldrii unei
candidoze invazive.

In acest context, dozarea anticorpilor anti-Candida, bisaptimanal, va ajuta la
orientarea diagnosticului etiologic prin completarea examenelor micologice de rutina.
Seroconversia si nivelul ridicat al anticorpilor sunt in general asociate unui focar de
candidoza profunda.

Chiar daca aparitia anticorpilor si cuantificarea acestora se realizeaza tardiv,
acestea sunt elemente pretioase in vederea stabilirii unui diagnostic, fie el chiar si
retrospectiv In cazul In care pacientii au fost tratati empiric, fard o examinare
micologica anterioard. Observarea unui nivel ridicat de anticorpi poate pune in discutie
existenta unei candidoze evolutive. In practica clinica, este recomandat ca reactia de
evidentiere a anticorpilor anti-Candida sa fie dublati si de detectia antigenelor
circulante (GM). In fapt, numeroasele studii efectuate au demonstrat ca pacientii care
au fost diagnosticati cu o candidoza profunda au prezentat pe parcursul infectiei o
antigenemie crescutd in absenta anticorpilor sau un nivel ridicat al anticorpilor in
absenta antigenelor detectabile, astfel incat cele doua teste sunt complementare.

7.3.2. Principiul testului

Platelia Candida Ac este o tehnicd imunoenzimatica de tip indirect, in doi
timpi, ce permite detectia anticorpilor anti-manan (izotip A, G si M) in serul uman.
Acest test automatizabil se preteaza practicii medicale Intr-un laborator spitalicesc de
micologie clinica.

7.3.3. Materiale furnizate impreund cu kitul

- Solutie de lavaj concentratd, care se va dilua de 10 ori in apa distilata sterild : 10
ml solutie de lavaj la 90 ml apa distilata;

- Conjugat (gata de utilizare) - anticorpi de capra anti-Ig (A, G, M) umane marcati
cu peroxidaza;

- Diluant pentru esantioane (gata de utilizare);

165

Capitolul 7




Tehnici de seromicologie

- Tampon pentru substrat de peroxidaza (gata de utilizare) - solutie de acid citric si
acetat de sodiu pH 5,2 contindnd 0,009% H,0, si 4% DMSO;

- Solutie cromogend (concentratd) - solutie de DMSO 90% continand tetra-metil
benzidina (TMB);

- Solutie de stopare (gata de utilizare) - solutie de acid sulfuric 1,5N;

- Film adeziv.

7.3.4. Materiale necesare dar nefurnizate impreund cu kitul

- Apa distilata sau perfect demineralizatd pentru pregatirea solutiei de lavaj;
- Agitator tip Vortex;

- Centrifuga pentru tuburi Eppendorf conice, de 1,5 ml capacitate;

- Spalator de microplaci;

- Spectrofotometru echipat cu filtre de 450 / 620 nm;

- Incubator de microplici (37°C);

- Kit comercial Platelia Candida Ac.

7.3.5. Tehnica de lucru

Inaintea utilizarii, toti reactivii vor fi adusi la temperatura ambianti (20 — 25°C).

Pregatirea gamei de etalonare :

Solutia-mama, gata de utilizare (se dilueazd R4 in raport 1/20).

Exemplu : 40 pl de R4 Ac + 800 pl din solutia diluant

Realizarea gamei de etalonare in 6 puncte (concentratii variabile de anticorpi) :

80 UA (unitati anticorpi) - dilutia solutiei-mama 1/5 : 100 pl solutie-mama
+ 400 pl diluant.....Tubul E1;
40 UA : dilutia solutiei-mama pana la punctul 80 UA : 200 pl din tubul E1
+ 200 pl diluant.....Tubul E2;
20 UA : dilutia solutiei-mama pana la punctul 40 UA : 200 pl din tubul E2
+ 200 pl diluant..... Tubul E3;
10 UA : dilutia solutiei-mama pana la punctul 20 UA : 200 pl din tubul E3
+ 200 pl diluant.....Tubul E4;
5 UA : dilutia solutiei-mama pana la punctul 10 UA : 200 pl din tubul E4
+ 200 pl diluant.....Tubul ES;
2,5 UA : dilutia solutiei-mama pand la punctul 5 UA : 200 pl din tubul E5
+ 200 pl diluant..... Tubul E6.

Dilutia esantioanelor (seruri de testat, seruri de control negativ §i pozitiv)

Se dilueaza extemporaneu esantioanele - doud dilutii succesive de 1/80 : 10 pl
ser + 790 pl de diluant rezultand 1/80, apoi 10 pl din dilutia precedenta + 790 pl
diluant rezultand dilutia finala 1/6400.
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Reactia imunoenzimatica

- Se stabileste un plan de lucru privind distributia serului de control si a etaloanelor

in functie de numarul esantioanelor de testat;

- Se distribuie serul diluat (punctele de reper de la E1 — E6, esantioanele de testat si

cele de control) 100 pl per godeu;

- Se identifica baretele cu ajutorul unui marker permanent;

- Se acopera microplaca cu ajutorul unui film adeziv, intinzindu-se cit mai bine pe

toata suprafata in vederea asigurarii unei bune etanseizari;

- Se ageaza placa in incubatorul de microplici timp de 60 minute la 37°C;

- Se prepara solutia de lavaj (prin diluare 1:10). Se pregétesc 200 ml pentru doua

barete, respectiv 20 ml solutie de lavaj concentratd la 180 ml de apa distilatd;

- Se Indeparteaza filmul adeziv si se aspird continutul tuturor godeurilor;

- Continutul aspirat se depune ntr-o solutie de hipoclorit de sodiu 2%, iar spalarea

godeurilor se face de 4 ori, cu circa 300 pl solutie de spalare / godeu;

- Se usuca baretele prin tamponare cu o hartie absorbanta si se lovesc usor pentru

eliminarea in totalitate a solutiei de spalare;

- Se omogenizeaza flaconul ce contine conjugatul, apoi se distribuie cate 100 pl in
godeurile aferente;

Se acoperd din nou microplaca cu filmul adeziv si se incubeaza timp de 60
minute la 37°C;

Se indeparteazd filmul adeziv si se aspird continutul tuturor godeurilor, in
maniera prezentata anterior;

Prepararea solutiei de revelare prin diluarea de 50 de ori a solutiei cromogene
concentrate in solutia tampon pentru peroxidazi (e.g. 5 ml de reactiv tampon
substrat de peroxidaza la 100 pl de solutie cromogena concentrata tetrametil-
benzidind) si distribuirea rapida a acesteia, in volum de cate 200 pl, in toate
godeurile;

Reactia este lasatd sd se desfdsoare in obscuritate, timp de 30 minute, la
temperatura ambianta;

Se stopeaza reactia enzimatica prin adaugarea a 100 pl solutie de stopare in
fiecare godeu;

- Se citeste densitatea opticd la 450 / 620 nm pe parcursul a 30 de minute dupa

stoparea reactiei.

7.3.6. Interpretarea rezultatelor
Valori ale densitatii optice asteptate:
Densitate optica : 0,400 < DO la punctul din scala etalon 5 UA < 1,200
Raport :

-DO corespunzatoare punctului etalon 20 UA / DO inseamna 5 UA > 2
-DO corespunzdtoare punctului etalon 10 UA / DO inseamna 5 UA > 1,4
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-DO corespunzéitoare punctului etalon 2,5 UA / DO inseamna 5 UA < 0,8
Concentratia in anticorpi;

-C3<2,5 UA/ml

-C5 = concentratia indicata pe flacon = 2,5 UA/ml

Curba etalon este realizata in baza a 6 repere / etaloane - 2,5, 5, 10, 20, 40, 80
UA/ml preparate pe baza R4, etalonul etichetat si furnizat odatd cu kitul. Se va opta
pentru trasarea sigmoida a curbei de etalonare care sd permita extrapolarea pe abscisa a
concentratiilor in UA/ml (interpretare logaritmicd) si pe ordonatd DO (liniar). Daca
cititorul nu permite acest tip de trasare, se poate opta doar pentru o trasare de reliefare
a etaloanelor.

- <0,5 UA/ml: ser negativ

- intre 5 — 10 UA/ml: ser intermediar (rezultat incert)
- >10 UA/ml: ser pozitiv
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7.4. Platelia® Candida Ag
Detectia mananului seric prin metoda imunoenzimaticd

7.4.1. Introducere

Antigenul Candida, in acest caz mananul - polizaharid major de perete,
reprezintd markerul principal in identificarea unei candidoze invazive. Eliberarea
acestui polizaharid In organism are loc intermitent, iar prezenta serica a acestuia este de
multe ori pasagerd. Detectia rapidd a acestui compus depinde de o serie de factori,
precum captarea de catre anticorpii specifici circulanti si degradarea de catre
manozidazele serice. Deci evidentierea mananului seric va trebui corelatd cu cea a
anticorpilor antimanan circulanti. Tandemul celor doud tipuri de teste va concura atat
la ameliorarea gradului de sensibilitate cat si la cea a precocitdtii stabilirii unui
diagnostic integrat.

7.4.2. Principiul testului

Platelia® Candida Ag este o tehnici imunoenzimatici de tip sandwich ce
permite detectia semicantitativa a mananului in serul uman. Aceastd metoda se bazeaza
pe utilizarea anticorpilor monoclonali de sobolan (EBCA-1) dirijati contra unui penta—
manozid - exprimat prin manan i manoproteine, existent la pricipalele specii de interes
clinic ale genului Candida. Acesti anticorpi sunt utilizati in dublu sens: agenti de
sensibilizare a placii de microtitrare si revelatori dupa cuplarea cu peroxidaza.

7.4.3. Materiale furnizate odata cu kitul

- Solutie de lavaj concentrata care se va dilua de 10 ori in apa distilatd;

- Conjugat (gata de utilizare) - anticorpi monoclonali anti-manan, marcati cu
peroxidaza;

- Solutie de tratare a serului (gata de utilizare) - solutie acida EDTA fara
conservanti,

- Tampon pentru substratul peroxidazei (gata de utilizare) - solutie de acid citric si
acetat de sodiu pH 5,2 continand 0,009% H,0, si 4% DMSO;

- Solutie cromogena (concentratd) - solutie de DMSO 90% continand tetra-metil-
benzidind (TMB);

- Solutie de stopare (gata de utilizare) - solutie de acid sulfuric 1,5N.

7.4.4. Materiale necesare dar nefurnizate odata cu kitul

- Apa distilata sau perfect demineralizatd pentru pregatirea solutiei de lavaj;

- Agitator tip Vortex;

- Centrifugd pentru tuburi Eppendorf conice, de 1,5 ml capacitate;

-Baie uscata cu dispozitiv de incilzire (temperatura preconizati 120°C) sau baie
de apa reglabil la 100°C;

- Spélator de microplaci;

- Spectrofotometru echipat cu filtre de 450 / 620 nm;
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- Incubator de microplaci (37°C);
- Tuburi Eppendorf conice, de 1,5 ml capacitate;
- Kit comercial Platelia Candida Ag.

7.4.5. Tehnica de lucru

Inaintea utilizarii, toti reactivii vor fi lasati si ajunga la temperatura ambianti
(20° —25°C).
Pregétirea curbei etalon:
- Etalon: concentratia in manan - 2ng/ml, 1ng/ml, 0,5ng/ml si 0,25ng/ml;
- Ser control negativ - 150ul, 225ul §i 262,5ul;
- Ser etalon de 2ng/ml - 300 pl, 150 ul, 75 pl si 37,5 pl.

7.4.5.1. Tratarea serului de control §i a celui etalon

Serurile de control (negativ si pozitiv) si concentratiile etalon vor trebui tratate
concomitent cu esantioanele prelevate de la pacienti dupa modelul urmator :

- Se repartizeaza 300 pl ser de testat intr-un tub Eppendorf de 1,5 ml;

- Se adauga 100 pl solutie de tratare;

- Se omogenizeaza energic la Vortex;

- Se inchide ermetic tubul (prin apdsarea capacului sau atasarea unui dispozitiv de
siguranta);

- Tubul va fi plasat 6 min la 120°C in vederea distrugerii complexelor imune deja
existente 1n ser (Ag-Ac);

- Centrifugare la 10000 rpm timp de 10 minute;

- Testarea supernatantului.

7.4.5.2. Reactia imunoenzimaticd

- Se stabileste un plan de lucru privind distributia serului de control si a etaloanelor
in functie de numarul esantioanelor de testat;

- Se omogenizeaza flaconul ce contine conjugatul prin intoarceri repetate nainte de
utilizare si se preleveaza doar volumul necesar realizarii seriei (e.g. pentru
doua barete a cate 8 godeuri sunt necesari 2 ml);

- Se distribuie succesiv 1n godeuri, cu respectarea ordinii de distributie a
reactivilor, 50 pl conjugat si 50 ul supernatant din serul de testat tratat in
prealabil;

- Se acopera microplaca cu ajutorul unui film adeziv, acesta intinzdndu-se cat mai
bine pe toata suprafata in vederea asigurarii unei bune etanseizari;

- Se ageaza placa in incubatorul de micropléci timp de 90 minute la 37°C;

- Se prepara solutia de lavaj prin diluare 1:10. Se pregatesc 200 ml pentru doua
barete, respectiv 20 ml de solutie de lavaj concentratd la 180 ml de apa
distilata;

- Se Indeparteaza filmul adeziv si se aspira continutul tuturor godeurilor;

- Continutul aspirat se depune ntr-o solutie de hipoclorit de sodiu 2%, iar spalarea
godeurilor se repeta de 5 ori cu cca. 300 pl solutie de spalare / godeu;
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- Se usuca baretele prin intoarcere pe o hartie absorbanta si se lovesc usor pentru
eliminarea in totalitate a solutiei de spalare;

- Prepararea solutiei revelatoare prin diluarea de 50 ori a solutiei cromogene
concentrate in solutia tampon — peroxidaza ( e.g. 160 pl solutie cromogena in 8
ml de reactiv tampon substrat de peroxidazd) si distribuirea rapida a acesteia,
200 pl in toate godeurile. Reactia este ldsatd sa se desfdsoare in obscuritate
timp de 30 minute, la temperatura ambianta;

- Se stopeaza reactia enzimatica prin addugarea a 100 pl solutie de stopare in
fiecare godeu;

- Se citeste densitatea optica la 450 / 620 nm pe parcursul celor 30 de minute de la
stoparea reactiei.

7.4.6. Maniera de calcul si interpretarea rezultatelor

Valori ale densitatii optice asteptate:

- 1a 0,5 ng/ml, DO va fi de 0,300 — 1,100;

- pentru concentratia de manan a controlului pozitiv, valorile sunt cele indicate pe
flacon +20%:;

- raportul DO privind etaloanele trebuie sa fie mai mare de 2,1.

Trasarea curbei etalon

Curba etalon este realizata in baza a patru repere: 2, 1, 0,5, 0,25 ng/ml. Astfel
se traseaza o curba cu diferite puncte reprezentate de cantititile amintite, pe abscisa
concentratiile de manan 1n ng/ml si pe ordonata densitatea optica.

Determinarea concentratiei in manan a serurilor de testat §i interpretarea
rezultatelor

Avand ca punct de plecare valorile prestabilite trasate de curba etalon se poate
determina pentru fiecare proba de ser concentratia in manan exprimatd in ng/ml.
- Mananemia cu valori mai mici de 0,25 ng/ml se considera rezultat negativ;
- In intervalul 0,25 ng/ml — 0,5 ng/ml vorbim de un rezultat echivoc, altfel spus
incert;
- Daca valorile constatate depasesc sau sunt egale cu pragul de 0,5 ng/ml, rezultatul
este pozitiv.

Toate rezultatele pozitive vor trebui confruntate cu simptomatologia observata

clinic si corelate cu alte tehnici in vederea stabilirii unui diagnostic fard echivoc de
candidoza invaziva, fapt ce va fi urmat de instituirea unei medicatii antifungice.
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7.5. Identificarea speciei Candida dubliniensis prin latex-aglutinare
(BICHRO-DUBLI, Fumouze)

Un test expeditiv, perfect adaptat pentru utilizarea in laboratoarele clinice in
vederea diferentierii speciilor C. albicans si C. dubliniensis, este testul de latex-
aglutinare Bichro-Dubli (Fumouze — Franta). Acest test foloseste particule de latex
»sensibilizate” cu anticorpi monoclonali specifici unui antigen de suprafata intalnit
doar la C. dubliniensis.

Tehnica de lucru

Se depun cate 20 pl reactiv in fiecare cerc al cardului de testare;

Se stabilesc prin numerotare locurile pentru martorul pozitiv (o tulpind de C.
dubliniensis), martorul negativ (o tulpind de C. albicans) si proba de testat (o
tulpina de interes clinic, pozitiva la testul de filamentare);

Cu ajutorul unei anse microbiologice se preleveazad pe rand céte 2-3 colonii din
tulpinile respective;

Se suspensioneaza coloniile 1n reactivul addaugat in prealabil astfel incat sa se
obtind un amestec omogen;

- Se imprima cardului de testare o miscare circulara lenta, timp de 3-5 minute;

- Se noteaza eventuala aparitie a aglutinarii la proba de testat (similar martorului

pozitiv);

-Proba pozitiva este indicata de aparitia unui aspect granular (aglomerari bleu pe
fond roz sau violet) datorat particulelor de latex care au aderat la celulele de C.

dubliniensis.

Martor pozitiv Proba pozitiva

Fig. nr. 7-2. Testul de latex-aglutinare

Ssapliniagss G- dubliniensis BICHRO-DUBLL Aspectul testului
Martor pozitiv Proba negativa pozitiv (C.dubliniensis) si negativ
C. dubliniensis C. albicans it (C.albicans).
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Teste biochimice si fiziologice

Mihai Mares, Olimpia Bazgan

Fungii prezintd o serie de Insusiri metabolice si eco-fiziologice care pot fi
utile in demersul de identificare a speciei, In special pentru discriminarea
intre specii cu caractere culturale si aspecte microscopice similare. Evaluarea prezentei
sau absentei acestor Insusiri se realizeaza prin punerea in practicd a unor teste cum ar fi
cele biochimice si cele fiziologice.

Aceste teste sunt mijloace absolut necesare in laboratorul clinic, in special
pentru identificarea levurilor de interes medical. Desi importanta lor este covarsitoare
si unanim recunoscuta, aceste teste nu reusesc de fiecare data sa elucideze cu exactitate
apartenenta taxonomica a unei anumite tulpini $i sunt necesare teste suplimentare, in
principal de biologie moleculard, pentru identificarea acesteia. Deoarece testele de
biologie moleculard bazate pe analiza ADN-ului sunt accesibile doar laboratoarelor din
Centrele de Referintd si sunt relativ costisitoare, utilizarea profilul biochimic si a
caracterelor morfologice reprezintd o solutie acceptabild pentru laboratoarele clinice,
raspunzand de maniera satisfacatoare cerintelor de diagnostic din spitale si ambulatorii
de specialitate. Profilul biochimic cuprinde datele obtinute prin efectuarea unei
multitudini de teste, intre care cele mai importante sunt redate in continuare.

8.1. Fermentarea zaharurilor

Utilizarea metabolicd a zaharurilor in conditii de anaerobiozd presupune
cultivarea levurilor pe medii minimale continand 0,3% extract de drojdie si 0,5%
peptond, aditivate cu un anumit substrat glucidic in proportie de 2%. Interpretarea se
face pe baza dioxidului de carbon acumulat in tubuletele Durham introduse in mediu.
Cele mai utilizate zaharuri sunt: D-glucoza, D-galactoza, maltoza, sucroza, rafinoza,
trehaloza si D-xiloza. Acest test este util in diferentierea diverselor specii apartinand
genului Candida, dar nu si a levurilor din genurile Cryptococcus si Rhodotorula care
sunt nefermentative.
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8.2. Capacitatea de asimilare a surselor de carbon

Abilitatea levurilor de a creste pe diverse medii in prezenta anumitor substante
chimice addugate ca unicd sursd de carbon, poarta numele de auxanograma.
Substantele folosite pentru acest test sunt mai numeroase si mai diverse in ceea ce
priveste complexitatea structurala:

- hexoze: D-glucoza, D-galactoza, L-ramnoza, L-sorboza;

- pentoze: D-xiloza, D-riboza, L-arabinoza, D-arabinoza;

- dizaharide: sucroza, maltoza, celobioza, trehaloza, lactoza, melibioza;

- trizaharide: rafinoza, melezitioza;

- polizaharide: amidon solubil, inulin;

- alcooli: eritritol, adonitol, D-manitol, m-inozitol, metanol, etanol, glicerol, glicol,
1,2-propandiol, 2,3-butandiol, dulcitol, D-sorbitol;

- acizi organici: succinat, citrat, DL-lactat, D-gluconat, D-glucuronat, 2-ceto-D-
gluconat, 5-ceto-D-gluconat;

- alti compusi: D-glucozamind HCI, N-acetil-glucozamina.

8.3. Capacitatea de asimilare a surselor de azot

Principiul acestui test este similar cu cel al testului anterior. Sursele de azot
testate sunt: nitratii, etilamina, L-lizina, cadaverina, nitritii, creatina, creatinina. Testul
de asimilare a nitratului de sodiu este important pentru diferentierea levurilor
apartinind genurilor Cryptococcus si Rhodotorula prin determinarea activitétii nitrat-
reductazei cu anumiti agenti revelatori de tipul acidului sulfanilic si alfa-naftilaminei.

8.4. Testul de hidroliza a ureei (producerea de ureaza) la levuri

Scop

Acest test pune 1n evidenta capacitatea unor levuri de a produce enzima numita
ureazd. Se foloseste pentru identificarea prezumtiva a levurilor apartindnd genurilor
Cryptococcus, Rhodotorula si Trichosporon.

Tehnica de lucru

Se folosesc medii lichide care contin uree si un indicator (rosu-fenol): bulion
Christensen preparat in laborator, medii gata de utilizare comercializate de diverse
firme (BD Diagnostics, BioMérieux, Remel etc.). In urma scindarii ureei de citre
ureaza secretatd de levuri, se produce o crestere a pH-ului prin eliberarea amoniacului,
fapt semnalat de virarea culorii indicatorului de la galben-chihlimbar la roz-rosu.

Se insaméanteazd 0,5 ml mediu de testare cu o ansd incarcata de celule,
prelevata din cultura levurii de identificat. in paralel, se insaménteazi obligatoriu un
martor pozitiv (Cryptococcus neoformans) si unul negativ (Candida albicans).
Rezultatele se citesc dupa 3, respectiv 24 ore de incubare la 37°C. Interpretare: testul
este pozitiv pentru genurile Cryptococcus, Rhodotorula, Trichosporon si negativ
pentru Blastoschizomyces, Candida si Geotrichum.
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Precautii
Tulpina de testat trebuie si fie necontaminatd bacterian, deoarece se pot
produce erori prin interferarea reactiei.

8.5. Testul de hidrolizd a ureei (producerea de ureaza) la dermatofiti

Scop

Pune in evidentd producerea de ureaza de catre dermatofiti, prin cultivare pe
bulion sau agar Christensen. In cazul producerii acestei enzime, ureea din mediu este
descompusa cu generare de amoniac care va modifica pH-ul mediului (alcalinizare),
fenomen indicat de schimbarea culorii indicatorului; astfel, culoarea mediului va vira
de la galben-orange la roz-rosu (fig. nr. 8-1, vezi Anexa).

Tehnica de lucru

Mediul solid, turnat in pantd, se inoculeaza intr-un singur punct, cu tulpina de
analizat. In paralel, se inoculeazd un martor pozitiv (e.g. T. mentagrophytes) si un
martor negativ (e.g. T. verrucosum). Dupa inoculare, mediul se incubeaza la 25°-30°C,
timp de pana la 7 zile.

Testul ureazei este:

- pozitiv pentru urmatoarele specii de dermatofiti — M. canis, M. cookei, M.
gypseum, M. nanum, M. persicolor, M. praecox, T. ajelloi, T. mentagrophytes
(ambele varietati) si 7. Terrestre;

- slab pozitiv pentru urmatoarele specii de dermatofiti — E. floccosum si rar M.
canis;

- variabil (inconstant pozitiv sau negativ, in functie de tulpina) pentru urmatoarele
specii de dermatofiti — M. audouinii, T. rubrum, T. schoenleinii, T. tonsurans si
T. violaceum;

- negativ pentru urmatoarele specii de dermatofiti — M. ferrugineum, T.
concentricum $i T. verrucosum.

Precautii
Este obligatorie absenta contaminarii bacteriene a culturii dermatofitului din
care se fac pasajele pe mediul Christensen.

8.6. Testarea rezistentei la cicloheximidd

Testul se refera la abilitatea levurilor de a se dezvolta pe medii de culturd
continand doud concentratii de cicloheximida — 0,01%, respectiv 0,1%. Aceste
concentratii pot fi critice pentru anumite specii, supresdndu-le total sau partial
dezvoltarea, sau dimpotriva, pot fi permisive pentru altele, cresterea lor nefiind deloc
stanjenita.
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8.7. Producerea de fenol-oxidazi

Producerea acestei enzime este detectatd cu ajutorul unor discuri impregnate
cu acid cafeic (Caffeic Acid Disk, Remel — SUA) sau prin cultivarea levurilor pe medii
bogate 1n polifenoli de tip acid cafeic (Agar pe baza de extract din seminte de Niger
sau Agar cu acid cafeic si citrat feric) si permite identificarea speciei Cryptococcus
neoformans pe baza unei reactii de culoare. Sub actiunea fenol-oxidazei, care
catalizeazd oxidarea polifenolilor si transformarea lor in pigment melanic, apare o
brunificare a discului intr-un interval de aproximativ 4 ore de incubare la 30°C,
respectiv colonii brune pe mediile amintite, dupa 48-72 ore (fig. nr. 8-2, vezi Anexa).

8.8. Testarea producerii altor enzime

Enzime cum ar fi B-galactozaminidaza, L-prolin-aminopeptidaza etc., sunt
evidentiabile prin cultivarea levurilor pe medii cromogene: CandiSelect™ 4 (fig. nr. 8-
3, vezi Anexa), Candichrom®II, Albicans ID2 agar, CHROMagar Candida (fig. nr. 8-4,
vezi Anexa), Oxoid Chromogenic Candida Agar (fig. nr. 8-5, vezi Anexa).

Diferite combinatii ale acestor insusiri biochimice au fost folosite pentru
conceperea unor teste comercializabile, utile pentru identificarea rapida a speciilor
levurice de interes medical In laboratoarele clinice. Aceste teste pot identifica un
numar diferit de specii, dupd cum urmeaza:

- o singura specie: Caffeic Acid Disk (Remel), C. albicans Screen (Remel), Rapid
Trehalose Assimilation (Remel), RTT Glabrata (Fumouze);

- cateva specii: CandiSelect (Bio-Rad), CHROMagar Candida (BD Sciences),
Candida ID2 (bioM¢érieux), Candichrom II (International Microbio),
Chromogenic Candida Agar (Oxoid);

- specii multiple (zeci de specii din cateva genuri): ID 32C (bioMérieux), RapID
Yeast Plus Panel (Remel), Uni-Yeast Tek Plates (Remel), Auxacolor 2 (Bio-
Rad) (fig. nr. 8-6 si 8-7, vezi Anexa), Microplate (Biolog) (fig. nr. 8-8, vezi
Anexa).

8.9. Testul de depistare a necesitdtilor nutritive speciale

Unele specii de dermatofiti au exigente nutritive particulare, reclaménd
prezenta in mediile de culturd a unor factori trofici ca vitaminele (acid nicotinic,
inozitol, tiamind) sau aminoacizii (histidind). Testul presupune cultivarea susei de
identificat pe un set de 7 medii (Trichophyton Agar) notate 1...7:

1. mediu bazal ce contine cazeind, fara vitamine;

2. 1 + inozitol;

3. 1 + inozitol + tiamin4;

4. 1 + tiamina;

5.1 + acid nicotinic;

6. mediu bazal continand nitrat de amoniu, fara aminoacizi,
7. 6 + histidina.
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Acest set de medii este disponibil comercial: Trichophyton Agar 1-7 (Remel,
BD Diagnostics).

Tuburile cu cele 7 medii se insdmanteaza prin transferul unui mic fragment din
colonia de testat, avand grija sa nu se preleveze si portiuni de mediu. Ele se incubeaza
apoi la 25°-30°C sau la 37°C (cand se suspicioneaza T. verrucosum), timp de 14 zile.
Interpretarea rezultatelor se face dupa 7, respectiv 14 zile, tinand cont de eventuala
stimulare a cresterii pe mediile aditivate cu vitamine sau aminoacizi comparativ cu cea
observata pe mediile bazale (tabelul 8-1).

Tabelul 8-1
Comportamentul dermatofitilor pe setul de 7 medii aditivate cu factori trofici

Specia 1 2 3 4 5 (3 7
E. floccosum + + + + + + +
M. audouinii + + + + + + +
M. canis ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
M. cookei + + + + + + T
M. ferrugineum + + + ++ + + +
M. gypseum + + + + + + +
M. nanum + + + + + + + +
M. persicolor + + + + T + T
M. praecox + + + + + + T
T. ajelloi + + + + T T T
T. concentricum - + ++ + + - +
T mentagrophytes N s
var. interdigitale
T. mentagrophytes iy - il s L . L
var. mentagrophytes
T. rubrum ++ ++ ++ ++ ++ - ++
T. schoenleinii + + + ++ + + +
T. terrestre + + + + + + T
T. tonsurans +, - +, - +, - +4, - + +, - £, -
T. verrucosum - + ++ + - - _
T. violaceum +, - + + + + + + +

Legenda: + (crestere normald), - (absenta cresterii), + + (crestere stimulatd), + (crestere disgonica)
8.10. Testul de cultivare pe Agar BCP — lapte — glucozd.

Scop

Permite observarea schimbadrilor de pH datoritd indicatorului (bromcrezol
purpur) inclus in mediu si ajutd la diferentierea speciilor de dermatofiti de interes
clinic.

Tehnica de lucru

Mediul, turnat in placi Petri sau flacoane cu capacitate de 25-30 ml (inclinat in
acest caz), se Insamanteaza cu tulpina dermatofitului de identificat intr-un singur punct.
Recipientele Insamantate se incubeaza la 30°C timp de 5-10 zile, functie de viteza de
crestere a fiecdrei tulpini in parte. Alcalinizarea mediului in urma dezvoltérii culturii
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dermatofitului va antrena virarea culorii acestuia, de la albastru-pal la violet-purpuriu.
Speciile capabile sa alcalinizeze mediul sunt: E. floccosum, M. audouinii, T.
mentagrophytes (var. interdigitale), T. schoenleinii, T. terrestre, T. verrucosum, T.
violaceum. Unele specii (T. verrucosum) sunt capabile sa hidrolizeze cazeina din lapte,
producand o clarificare a mediului in jurul coloniei.

Precautii
Trebuie sa ne asiguram ca tulpina de testat nu este impurificatd cu alte
microorganisme (bacterii sau fungi) care ar putea da reactii pozitive eronate.

8.11. Testul de perforare a firului de pdr in vitro

Scop
Diferentierea speciilor de dermatofiti de interes clinic pe baza producerii
organelor perforatoare in vitro.

Tehnica de lucru

Se utilizeaza fire de par de copil, care se cupeaza in fragmente de 0,5-1 cm si
se autoclaveaza 1n placi Petri timp de 10 minute la 121°C. Dupa autoclavare, se adauga
in fiecare placa cate 25 ml apa distilata sterilizata si cateva picaturi extract de drojdie
10%. Placile astfel pregatite se insdménteazd cu cateva fragmente din colonia
dermatofitului de identificat, apoi se incubeaza la 25°C, timp de 21 zile. La fiecare 7
zile, utilizdnd fragmente de par inoculate, se pregitesc preparate extemporanee (cu
lichid clarificant, intre lama si lameld). O alta varianta, ar fi etalarea unor fragmente de
0,5-1,5 cm din firele de par autoclavate direct pe suprafata coloniilor dezvoltate pe
Agar Sabouraud si continuarea incubarii timp de 21 zile. Testul pozitiv este indicat de
prezenta organelor perforatoare care strabat tija pilard din loc in loc, avand traiect
perpendicular pe aceasta (fig. nr. 8-9, vezi Anexa). Comportamentul speciilor de
dermatofiti la acest test este prezentat in tabelul 8-2.

Tabelul 8-2
Comportamentul speciilor de dermatofiti la testul de perforare a firului de par

Test de perforare pozitiv  Test de perforare negativ Test de perforare variabil

M. canis M. audouinii E. floccosum
M. cookei M. praecox T. erinacei
M. gypseum T. equinum T. tonsurans
M. persicolor T. concentricum
T. ajelloi M. ferrugineum
M. galinae T. rubrum
M. nanum T. schoenleinii
T. terrestre T. verrucosum
T. mentagrophytes T. violaceum

T. soudanense

184



Mihai Mares, Olimpia Bazgan

8.12. Testul de cultivare pe boabe de orez

Scop

Este util pentru diferentierea M. audouinii (crestere restrictiva, pigment brun-
maroniu, absenta sporuldrii) de M. canis (crestere abundentd, pigment galben,
sporulare intensd) (fig. nr. 8-10, vezi Anexa). Aceastd metoda este utild si pentru
inducerea sporularii unor tulpini dermatofitice nesporulate, disgonice sau cu sporulare
atipica.

Tehnica de lucru

Mediul se prepara in flacoane Erlenmeyer cu capacitate de 100 ml, in care se
adauga 8 g orez decorticat si 25 ml apa distilata. Se sterilizeaza prin autoclavare la
121°C timp de 15 minute. Dupa inoculare, flacoanele se incubeaza la 25°-30°C timp de
pana la 2 saptdmani.

8.13. Testul de filamentare (testul de blasteza sau germ-tube test)

Scop
Test tip screening pentru trierea izolatelor de levuri in laboratorul clinic i
identificarea prezumtiva a tulpinilor de C. albicans si C. dubliniensis.

Tehnica de lucru

Ca medii pentru blasteza se utilizeaza serul sanguin de cal, serul sanguin uman
(Atentie! Risc crescut de contaminare cu HIV, HVB) sau medii artificiale
comercializate de diverse firme (Germ Tube Solution — Remel, SUA). in fiole cu
capacitatea de 2 ml se pun in contact 0,5 ml suspensie levurica si 0,5 ml ser sanguin de
cal. Fiolele se mentin apoi in baia de termostatare la 36°C timp de 2 ore. Suspensia
levurica se prepara in solutie salind fiziologica, densitatea acesteia ajustandu-se la 0,5
Mc Farland (cca. 10°-10° celule/ml). Dupa expirarea celor 2 ore, fiolele se agitd si din
fiecare amestec se preleveaza un volum de 25 ul care se etaleaza apoi intre lama si
lamela. Preparatul extemporaneu astfel obtinut se examineaza la microscop in vederea
decelarii tubilor germinativi caracteristici tulpinilor de Candida albicans si Candida
dubliniensis — filamente scurte care emerg din blastospor fara strangulare (fig. nr. 8-11,
vezi Anexa). Ca martor al filamentarii, se utilizeazd de fiecare datd o tulpina-tip de
Candida albicans. Se va avea 1n vedere ca si alte levuri pot produce formatiuni
similare de tipul pseudofilamentelor, insd ele se diferentiazd de adevaratii tubi
germinativi prin existenta unei strangulari la locul de emergenta din blastospor.

Precautii

Nu se recomandd suspensionarea levurilor direct in mediul de blasteza,
deoarece concentratia mare a acestora pe unitatea de volum scade sensibilitatea reactiei
prin diminuarea drastici a numarului de celule care vor produce tubi germinativi.
Nivelul rezultatelor fals negative este in mod normal de cca. 5%, insd el tinde sa
creascd odatd cu marirea densitatii suspensiei levurice.

185

Capitolul 8



Teste biochimice si fiziologice

8.14. Testul de termotolerantdi / termostimulare

Scop

Testul este folosit in special pentru diferentierea speciilor de dermatofiti, dar
este aplicabil si In cazul altor fungi filamentosi sau levuriformi. Are la baza faptul ca
unele specii de dermatofiti tolereazd temperatura de 37°C pentru dezvoltare (E.
floccosum, T. mentagrophytes, T. rubrum, T. schoenleinii, T. tonsurans, T. verrucosum,
T. violaceum), altele nu (T. ajelloi, T. terrestre etc.); in plus, pentru unele specii (7.
verrucosum, T. soudanense), temperatura de 37°C actioneazad chiar stimulativ asupra
dezvoltarii coloniilor comparativ cu temperaturile mai scazute (25°C, 30°C).

Tehnica de lucru

In vederea studierii acestor caracteristici, se insiménteazi perechi de tuburi
continand Agar Sabouraud solidificat in pantd cu tulpinile in cauza si se incubeaza
diferentiat la 25° sau 30°C si 37°C (in cazul dermatofitilor), la 30°C, 37°C, 40°C, 42°C
si 45°C (in cazul levurilor) si la 30°C, 37°C, 40°C, 42°C, 45°C, 52°C si 54°C (in cazul
fungilor filamentosi) . Interpretarea testului se realizeaza in momentul cand coloniile
ajung la maturitate pe mediile incubate la temperatura cea mai scazuta (25°-30°C sau
37°C). Principalele aspecte privind permisivitatea dezvoltarii la aceste temperaturi in
cazul unor specii de fungi de interes clinic sunt prezentate in fabelul §-3.
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Tabelul 8-3
Comportamentul diverselor specii de fungi la testul de termotoleranti
Nr. crt. Specia 37°C  40°C 42°C 45°C 52°C 54°C

1 Absidia corymbifera + + + + + -

2 Cunninghamella bertholletiae + + + + + -

3 Mucor circinelloides + - - + - _

4 Mucor indicus + + + - - -

5 Rhizomucor variabilis + - - - - -

6 Rhizomucor pussilus + + + - - +

7 Rhizomucor miehei + + + + + +

8 Rhizopus azygosporus + + + + + -

9 Rhizopus microsporus + + + + - _

10 Rhizopus oryzae + + ? + + -

11 Saksenaea vasiformis + + + - - -

12 Syncephalastrum racemosum + + - - - -

13 Malassezia furfur + + - - - -

14 Malassezia pachydermatis + + - - - -

15 Malassezia sloofiae + + - - - -

16 Malassezia sympodialis + + - - - -

17 Arxiozyma telluris + + - - - -

18 Candida albicans + + + + - -

19 Candida chiropterorum + + - - - -
20 Candida dubliniensis + + + - - -
21 Candida glabrata + + + - - - 0
22 Candida kefyr + + - - - - =
23 Candida krusei + + - - - - ""9
24 Candida lusitaniae + + + - - - s
25 Candida tropicalis + + - - - - s
26 Geotrichum capitatum + + - - - -
27 Pseudoalescheria boydii + - - - -
28 Acremonium alabamense + + + + - -
29 Coccidioides immitis + + + - - -

30 Cladophialophora arxii + + - - - -

31 Cladophialophora bantiana + + - - - -

32 Emmonsia parva + + - - -

33 Epidermophyton floccosum + - - - - -

34 Exophiala dermatitidis + + - - - -

35 Trichophyton mentagrophytes + - - - - -

36 Trichophyton rubrum + - - - - -

37 Trichophyton schoenleinii + - - - - -

38 Trichophyton tonsurans + - - - -

39 Trichophyton verrucosum + - - - - -

40 Trichophyton violaceum + - - - - -

41 Scedosporium prolificans + + - - - -

42 Sporothichum pruinosum + + + + - -

43 Aspergillus fumigatus + + + + v v

44 Bipolaris specifera + + - - - -

Legenda: + (dezvoltare normald), ? (nu sunt date disponibile), v (rdspuns variabil), - (absenta dezvoltarii)
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9.1. Extractia ADN-ului pentru PCR

e prefera folosirea kit-urilor comercializate (e.g. High Pure PCR Template

Preparation Kit, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)
metodelor artizanale de extractie a ADN-ului. Recomandabil este ca fiecare laborator
sa se familiarizeze si sd foloseascd de rutind unul, cel mult doud metode / kit-uri de
extractie.

9.2. Extractia ADN-ului cu ajutorul kit-ului
High Pure Template Preparation Kit (levuri)

Principiul metodei

Reactivii acestui kit permit lizarea celulelor intr-o scurtd perioada de timp de
coincubare cu proteinaza K, in prezenta unui inactivator al nucleazelor (guanidina
hidrocloricd). Acizii nucleici precipitd si adera la suprafata unor fibre de sticla
existente Intr-un microtub, ceea ce ulterior va permite prezervarea lor in timpul
operatiunilor de spalare-centrifugare destinate Indepartarii moleculelor indezirabile. Nu
sunt necesare precipitari sau extractii suplimentare cu solventi organici.

Etape

1) din cultura tulpinii levurice (pe medii solide uzuale, veche de 24-48 ore)
se preleveaza o ansa de 10 pl bine incircata (aproximativ 10°- 10° celule);

2) se suspensioneaza levurile prelevate intr-un ml apd purificata / distilata
sterilizata;

3) se centrifugheaza suspensia obtinutd 5 minute la 10000 rpm;

4) se indeparteaza supernatantul, apoi se adaugd peste sediment 200 pl
Tissue lysis buffer (TLB);

5) se adauga 40 ul proteinaza K;

6) se vortexeaza energic;

7) se incubeaza la 55°C timp de 30 de minute;

8) se centrifugheaza imediat pentru a readuce in supernatant picaturile de

condens aparute pe buson;
9) se adaugd 200 pul Lyis Binding Buffer (LBB);
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10)
11)
12)
13)
14)
15)
16)
17)
18)
19)
20)
21)
22)
23)
24)

25)
26)

se vortexeaza;

se incubeaza la 70°C timp de 15 minute;

se repetd etapa nr. §;

se adaugd 100 pl izopropanol;

se vortexeaza;

se transfera in microcoloana (disponibila in kit);

se centrifugheaza 1 minut la 8000 rpm;

se Inlocuieste tubul colector pentru microcoloana;

se adauga 450 pl Inhibitor Removal Buffer;

se centrifugheaza 1 minut la 8000 rpm;

se repeta etapa nr. 17;

se adauga 450 pl Washing Buffer;

se centrifugheaza 2 minute la 13000 - 14000 rpm;

se ageaza microcoloana pe un tub Eppendorf de 1,5 ml;
se adauga exact in centrul microcoloanei 50 pl Elution Buffer preincalzit
la 70°C;

se centrifugheaza 1 minut la 8000 rpm;

se marcheaza corespunzator si se pastreaza la + 4°C.

9.3. Extractia ADN-ului prin crioprecipitare (fungi filamentosi)

Principiul metodei
Celulele sunt lizate cu ajutorul cloroformului, dupa care ADN-ul este precipitat

prin mentinerea la temperaturi scazute.

)

2)

3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)

11)
12)

13)
14)
15)

Etape

intr-un tub Eppendorf de 1 ml capacitate, continand 40-100 mg Kieselgel-
2, se introduc 300 ul CTAB buffer;

se adaugd apoi cu ajutorul unei spatule, o mica portiune din colonia de
analizat, care se fragmenteaza in portiuni cat mai mici;

se adauga 200 ul CTAB buffer;

se vortexeaza;

se incubeaza la 65°C, timp de 10 minute;

se adaugd 500 pl cloroform;

se vortexeaza;

se centrifugheaza 5 minute la 14000 rpm;

se transfera stratul superior intr-un nou tub Eppendorf;

se adauga un volum dublu (aprox. 800 pl) de alcool etilic absolut preracit
(+4°C);

se agitad usor;

se mentine amestecul la — 20°C, minim 30 minute (chiar i pana a II-a zi),
pentru precipitarea ADN-ului;

se centrifugheaza 5-10 minute la 14000 rpm;

se lasa in repaus pentru decantare;

se spala precipitatul cu alcool etilic 70% rece;
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16) se usuca timp de 10 minute Intr-o instalatie de vacuum;
17) se resuspenda precipitatul in 97,5 ul TE buffer cu 2,5 pl ribonucleaza.

9.4. Controlul calitatii acizilor nucleici extrasi

Indicatii
Confirmarea calitatii acizilor nucleici obtinuti in urma extractiei si a lipsei
degradarii acestora

Metoda
Electroforeza in gel de agaroza

Etape

1 - Prepararea gelului de agaroza 1% in TAE 1x
a) se adaugd pulberea de agar in solutia TAE, apoi se incélzeste amestecul pe
o plitd electromagnetica sau intr-un cuptor cu microunde panid la
solubilizarea totala;
b) se raceste cateva minute sub agitare continua;
c¢) se toarnd gelul in suport, evitind formarea de bule care pot afecta
migrarea ADN-ului si se lasa in repaus pana la solidificarea sa completa.
2 - Pregitirea probelor de ADN si a markerilor de greutate moleculara
a) probe: 10 ul extract ADN + 2 ul albastru de bromfenol 2x;
b) markeri de greutate moleculara (500 pg/ml):
1 pl marker 1 kb + 9 pl apa distilatd sterild + 2 pl albastru de
bromfenol 6 x;
¢) pipetarea probelor de ADN si a markerilor de greutate moleculara pe linia
de start a gelului de agaroza (12 pl);

3 - Electroforeza : ca tampon se foloseste 7BE 0,5x, iar migrarea va dura 20 minute la
100 V;

4 - Colorarea: dupa incheierea migrarii, blocul de gel se imersioneaza timp de cel putin
15 minute intr-o baie de colorare contindnd bromura de etidiu in TAE 1x (10
ug/ml).

Atentie !!! Bromura de etidiu este o substantd cu potential carcinogen. Se va
manipula doar cu manusi de protectie !

5 - Vizualizarea gelului in lumind ultravioleta (folosind un transluminator) si
fotografierea acestuia; ADN-ul de calitate se prezintd sub forma unei benzi
compacte, cu greutate molecularda mare (fig. nr. 9-1)
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Fig. nr. 9-1 Controlul calitatii ADN-ului

9.5. Identificarea speciei Candida dubliniensis prin PCR duplex

Diferentierea cu acuratete a speciilor Candida albicans si Candida dubliniensis
exclusiv pe baza caracterelor fenotipice este discutabilda datoritd rezultatelor
inconstante. In vederea identificarii corecte a speciei Candida dubliniensis, este
preferabila, pentru siguranta si expeditivitatea ei, o tehnicé de biologie moleculara care
presupune folosirea a doud perechi de primeri (amorse): una de amorse specifice unui
intron al genei codante pentru actina (DUBF / DUBR) si alta de amorse universale
pentru ADN-ul ribozomal (ITS1 / ITS4). Dintre cele doud specii amintite, doar
Candida dubliniensis genereaza Tn urma amplificarii doud benzi - una de 288 perechi
de baze (pb) cu setul DUBF / DUBR si una de cca. 600 pb, cu amorsele universale (fig.
nr. 9-2). Candida albicans va genera o singura banda, pe cea de 600 pb, cu amorsele
universale.

ITS 1: 5TCCTGAGGTGAACCTGCGG3’

ITS 4: 5TCCTCCGCTTATTGATATGC3’

DUBF: 5"GTATTTGTCGTTCCCCTTTC3’ (nucleotidele 251-270)
DUBR: 5’GTGTTGTGTGCACTAACGTC3’ (nucleotidele 519-538)

Reactivi necesari

- ADN Candida albicans (martor pozitiv 1)

- ADN Candida dubliniensis (martor pozitiv 2)
- ADN-ul tulpinii de identificat

- solutii stock ale reactivilor destinati PCR

- apa purificatd (martor negativ)
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Fig. nr. 9-2 Aspectul celor doud tipuri de
benzi dupa developarea gelului de agaroza in

1-B5 bromurd de etidiu si fotografiere in UV; in
ordine, de la stinga la dreapta: Candida
albicans — martor, Candida dubliniensis —
D martor si o tulpind de identificat (1B5D - C.
%) S
- dubliniensis).
Q
2
® o
=
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Mod de lucru
1- Se calculeaza cantititile de reactivi necesare prepararii mixului (conform

tabelului 9-1) avand 1n vedere cele patru esantioane ce vor fi folosite (martor
pozitiv 1, martor pozitiv 2, martor negativ, proba de testat). Se vor adduga in

plus cantitatile de reactivi necesare pentru incd un esantion, astfel incat in o
momemtul divizarii mix-ului, cantitatile necesare pentru cele patru esantioane sa =
fie suficiente. °
Tabelul 9-1 E
Prepararea mixului 3
Numadr de esantioane: 4+1
MIX Volum / esantion (ul) Volum / Mix (ul)
PCR Buffer 10x 2 10
MgCl,25 Mm 2 10
dTTP, dATP, dCTP, dGTP 2,5 mM 2 10
DUBF (20 uM) 0,5 2,5
DUBR (20 uM) 0,5 2,5
Amorse ITS 1 (20 uM) 0,5 2,5
ITS 4 (20 uM) 0,5 2,5
Amplitaq gold
5 Ulul 0,25 1,25
Apa purificata
ad 20 ul 10,5 52,5
ADN 1 ul
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2. Se decongeleaza reactivii (cu exceptia Amplitaq gold) si se mentin la gheata
pana la utilizare;

3. Se prepara mixul, se adauga enzima si apoi se vortexeaza;
4, Se distribuie mixul in tuburi PCR de 0,2 ml;
5. Se adauga:

- 1 ul ADN Candida albicans n esantionul pentru martorul pozitiv 1;
- 1 ul ADN Candida dubliniensis in esantionul pentru martorul pozitiv 2;
- 1 ul ADN tulpina de identificat in esantionul probei de testat;
- 1 pl apa purificata in esantionul martorului negativ.
6. Se introduc tuburile in thermocycler si se supun urmatorului regim termic:
50°C/5 minute
95°C/ 10 minute

apoi, 94°C/ 30 sec.
58°C/ 30 sec. 30 cicluri
72°C/ 30 sec.
apoi, 72°C/ 10 minute
7. Dupa incheierea amplificarii, esantioanele se mentin la + 4°C pana la

vizualizarea pe gel de agaroza.

9.6. Identificarea moleculara a levurilor prin PCR
si secventializarea regiunilor ITS

Reactivii necesari acestei tehnici constau in:

- matricea ADN care contine regiunea de amplificat (in cazul de fata :
ITS 151 ITS 4 din cadrul ADN-ului codant al ARN-ului ribozomal);

- doi primeri (amorse) specifici care identifica inceputul si sfarsitul
regiunii de amplificat;

- ADN-polimeraza care copie regiunea de amplificat;

- nucleotide, cu ajutorul cirora ADN-polimeraza va genera noul ADN;

- solutia tampon care asigura conditiile de reactie necesare activitatii
ADN-polimerazei;

Primeri pentru regiunile ITS

ITS1:5-TCC GTA GGT GAA CCT GCGG (3")
ITS4:5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC (3")

ITS 5: 5'-GGA AGT AAA GTC GTA ACA AGG (3")
LR6: 5-CGCCAGTTCTGCTTA CC (3")

VOD: 5'-TTA AGT CCC TGCCCTTTG TA (3")
LS266: 5'- GCA TTC CCA AAC AAC TCG ACTC (37)
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1. Se decongeleaza reactivii necesari (cu exceptia enzimei Taq) si apoi se mentin la
gheata pand in momentul utilizarii;
2. Se calculeaza cantitatile necesare pentru amplificarea numarului de esantioane
luate in lucru (conform fabelului 9-2), adaugand totdeauna un supliment pentru
un esantion 1n plus (in vederea suplinirii pierderilor din timpul pipetarii
ulterioare a mix-ului). Volumul final al fiecarui esantion va fi de 50 ul. Astfel,
dacad avem doar o singurd probd de ADN pentru identificare, vom pregéti un
mix pentru 3+1 esantioane: proba ADN pentru identificare, un martor pozitiv,
un martor negativ si un esantion suplimentar; in cazul a doua probe pentru
identificare: 4+1 s.a.m.d.

Tabelul 9-2
Prepararea mixului
Reactivi V"l““‘(ﬁ’f)a“t“’“ Volum/ total mix (ul) C““gﬁ::;at‘a
Tampon PCR 10x 5 (nr. esantion+supliment)x5 1x
MgCl, 25 mM 5 (nr. esantion+ supliment)x5 2,5 mM
dNTP 2,5 mM 5 (nr. esantion+ supliment)x5 0,25 mM
Primer ITS 1 20uM (nr. esantion+
sau primer V9D 20 1,25 : 25 p mol
supliment)x 1,25
uM
Primer ITS 4 20 uM . .
sau primer LS 26% 1,25 (nr. esantloil-; Ssuphment)x 25 p mol
20 uM ’
Amplitaq Gold 5U/ (nr. esantion+
ul 0,25 supliment)x0,25 125U
Apa distilata sterila 2795 (nr. esantion+ i
ad 45 pul ’ supliment)x27,25
ADN * Sul -
* fiecare esantion cu ADN-ul sdu, exceptand martorul negativ si esantionul
suplimentar

3. Se vortexeaza mix-ul si se repartizeaza cate 45 pl in tuburi PCR cu volum de

0,2 ml;

4. Se adaugad in fiecare tub (martor pozitiv, probe de analizat) 5 pl ADN,
omogenizand apoi continutul cu ajutorul pipetei;

5. Se plaseaza tuburile in thermocycler si se supun urmatorului regim termic:
95°C/ 10 min

apoi, 94°C/ 30 sec.
58°C/ 30 sec.

72°C/ 30 sec.

apoi, 72°C/ 10 min.

30 cicluri
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6. Purificarea produsilor PCR obtinuti, cu ajutorul kit-urilor comercializate (de tip
QIAquick, Qiogen)

Aceastd etapa este necesarda pentru indepartarea primerilor, nucleotidelor,
enzimelor, sarurilor, agarozei, bromurii de etidiu §i a altor impuritati restante in
esantioanelor de ADN si obtinerea 1n stare pura a regiunilor amplificate prin PCR.

- se transfera produsii de PCR intr-un tub Eppendorf de 1,5 ml;

- se adaugd un volum de 5 ori mai mare de tampon PB si se omogenizeaza (225 pl
tampon PB pentru 45 pl);

- se introduce amestecul intr-o coloand QIAquick;

- se centrifugheaza apoi timp de 30-60 sec la 13000 rpm pentru fixarea ADN-ului
pe coloana;

- se Indeparteaza faza lichida, plasandu-se coloana pe acelasi tub colector;

- se spala ADN-ul fixat pe coloand addugand 0,75 ml tampon PE si se
centrifugheaza apoi 30-60 sec la 13000 rpm;

- se indeparteaza lichidul si se recentrifugheaza;

- se aseaza coloana pe un tub Eppendorf de 1,5 ml;

- se elueazd ADN-ul prin depunerea stricta in centrul membranei a 50 pl tampon
EB (10 mM Tris CI, pH 8,5);

- se mentine 1 minut la temperatura camerei;

- se centrifugheaza 1 minut la 13000 rpm;

7. Verificarea produsilor de PCR prin migrare in gel de agaroza.

Precizari importante

- gel de agaroza 3% in TAE 1x;

- esantioanele ce urmeaza a fi pipetate se compun din 5 pl produs PCR si 2 pl
albastru de bromfenol;

- martorii de greutate moleculara ce urmeaza a fi co-pipetati (500 pg/ml) se prepara
din 1 pl marker 100 pb, 9 pl apa distilata sterild si 2 pl albastru de bromfenol
6x;

- migrare timp de o ora la 100 V;

- developare in baie cu bromur de etidiu, timp de minim 15 minute;

- vizualizarea gelului in lumind UV (la transluminator si fotografierea benzilor de
ADN).

8. Secventializarea fragmentelor de ADN amplificate prin PCR (de preferat
utilizand un secventializator de tip BigDye — Perkin Elmer, SUA)

9.Analiza secventelor cu ajutorul unui soft specializat (e.g. CHROMAS - fig. nr.
9-3) si compararea cu secventele dintr-o baza de date in vederea detectarii
speciilor cu un nalt grad de omologie a secventelor. Sistemul BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) (fig. nr. 9-4) si baza de date GenBank a National
Center for Biotechnology Information (NCBI) - Bethesda (SUA) sunt cele mai
utilizate  mijloace  pentru  identificarea  fungilor  (adresa  URL:
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).
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Fig. nr. 9-3. Interfata de lucru a software-ului CHROMAS
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Fig. nr. 9-4. Pagina de lucru pentru analiza secventelor de ADN
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9.7. Reactivi utilizati in tehnicile de biologie moleculard

- CTAB tampon

TLISiiiiiiii e 242 ¢
Clorura de sodiu........ccccceeveennnne 82¢g
EDTA sodiC......cccceveveveeerrennee. 0,74 g
Bromura de cetil-amoniu............ 20¢g
Apa bidistilata...........cccceenenne. 100 ml

Se ajusteazd pH-ul la valoarea 7,5
cu ajutorul unei solutii HCI IN.

Se autoclaveazd 15 minute la
121°C. Se pastreaza la temperatura camerei.

Proteinaza K

Proteinaza K ...........ccceeennne. 10 U/ml
Tris (pH 7,4) cvveeiieiieeieeien, 0,24 ¢
Clorura de calciu dihidrat ........ 3,0 mg
Apa bidistilata..........cccoceeeenen. 100 ml

Se sterilizeaza prin filtrare si se
pastreaza in fiole la -20°C.

TAE tampon 50x (Tris-acetate

EDTA buffer 50x)

Tris-HCl....oooiiiiiieeeeeeeees 240 g
Acid acetic glacial .................. 57,1 ml
EDTA disodic 0,5 M ............... 100 ml
Apa bidistilata ................... ad 1000 ml

Se sterilizeaza prin autoclavare timp
de 15 minute la 121°C. Se stocheazd la
temperatura camerei. Se dilueazd cu apa
bidistilata in momentul folosirii.

200

TE tampon (Tris-EDTA buffer)

TLIS teeeeeee e 0,12 g
Na-EDTA ..ot 0.04 g
Apa bidistilata ..................... ad 100 ml

Se ajusteazd pH-ul la valoarea 8,0 cu
solutie NaCl 1 N. Se sterilizeaza prin
autoclavare timp de 15 minute la 121°C. Se
stocheaza la temperatura camerei.

- TBE tampon (Tris Borate ETDA
buffer)

TS vieeieeeee e 108 g
Acid DOTiC.....ocvvieiieeieeieereereenen, 55¢g
EDTA tetrasodic ........ccccceevueennene 93¢g
Apa bidistilata ................... ad 1000 ml
pH 8,3

PB tampon (Phosphate Buffer 0,2 M)

Fosfat disodic anhidru............... 218 g
Fosfat monosodic anhidru........... 6,4¢g
Apa bidistilata .................. ad 1000 ml

Se ajusteaza pH-ul la 7,4; se
stocheaza la temperatura camerei.
- PE tampon (Phosphate Elution
Buffer)

Constd intr-o solutie 4mM de fosfat
monopotasic care se prepara prin diluarea cu
apd bidistilata a unei solutii stoc de fosfat
monopotasic 1M.
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Tehnici de evaluare a sensibilitatii la
antifungice

Mihai Mares

Tabelul 10-1
Codul si intervalul concentratiilor de antifungic al benzilor E-test
(AB Biodisk, Solna-Suedia)

Cod Denumire antifungic Intervalul concentratiilor
(um /ml)

AP Amfotericina B 0,002 — 32

FC 5 Flucitozina 0,002 — 32

FL Fluconazol 0,016 — 256

IT Itraconazol 0,002 — 32

VO Voriconazol 0,002 — 32

CS Caspofungina 0,002 — 32

POS Posaconazol 0,002 - 32

10.1. Tehnica de lucru pentru levuri
(fungi din genurile Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Trichosporon)

1 - Prepararea inoculului

Pornind de la culturi efectuate pe Agar Sabouraud sau PDA, vechi de 24 ore
(Candida spp.) sau 48-72 ore (Cryptococcus neoformans) se prepard o suspensie in ser
fiziologic sterilizat utilizind ansa microbiologica.

Densitatea suspensiei se ajusteaza la valoarea 0,5 McFarland pentru levurile genului
Candida si 1 McFarland 1n cazul tulpinilor de C.neoformans.
2 - Insamantarea mediului

Ca mediu de testare se foloseste Agar RPMI — MOPS — glucoza 2%, cu grosime de 4
+ 0,5 mm. In cazul amfotericinei B, pentru depistarea cu acuratete a rezistentei este
recomandat mediul AM3.

In vederea insamantarii mediului, se depun in centrul plicii cca. 200 pl inocul (pentru
cele cu @ 90 mm) sau 400 pl (pentru cele cu @ 150 mm). Inoculul se disperseaza apoi in trei
directii cu ajutorul unui tampon. Placile se lasd in repaus la 35°C timp de 10—15 minute,
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pentru uscarea suprafetei mediului (o alternativa ar fi expunerea suprafetei mediului la fluxul
de aer laminar dintr-o hotd microbiologica cls. II).
3 - Alegerea antifungicelor

In functie de tulpinile testate vom alege benzile E-test cu antifungice (tabelul 10-2).

Alegerea antifungicelor pentru testare

Tabelul 10-2

Trichosporon spp. Candida spp. Cryptococcus spp. Rhodotorula spp.

AP (CMI-uri | AP AP AP

obisgnuit crescute) CS (frecvent CMI-uri | FL FL(frecvent CMI-uri
FL crescute pentru VO crescute)

IT C.parapsilosis) IT

VO FC VO

FL (rezistenta
primara pentru
C.krusei)

IT

VO

4 - Aplicarea benzilor E-test

- Numarul optim al benzilor ce vor fi aplicate este de 5/placa ¢ 150 mm si 1/placa o
90 mm, dispuse radiar, concentratia maxima fiind plasata excentric;

- Benzile se stocheaza la -20°C si se lasa la temperatura camerei 15 — 20 de minute,
inainte de a fi utilizate;

- Benzile se pot aplica cu ajutorul unei pense, cu aplicatorul manual, cu stiloul
vacuumatic Nema C88 sau cu aplicatorul automat Simplex C76. Dupa aplicare, se verifica
contactul intre benzi si mediu, eliminand prin presare eventualele bule de gaz;

- Benzile se aplicé cu scala gradata inspre capacul placii si cu concentratia maxima
spre periferia acesteia;

- Odata aplicate, benzile nu se misca.

5 - Incubarea placilor se face cu capacul 1n jos, timp de 24-48 ore (Candida spp.) si 48-72 de
ore (C.neoformans).

6 - Citirea concentratiei minime inhibitorii (CMI) se face luand in considerare punctul in care
elipsa zonei de inhibitie intersecteaza banda E-test.

Reguli de citire a CMI in cazul levurilor

- AP: se va tine cont de toate coloniile ; citire la 100% inhibitie (fig. nr. 10-1);

- FL, IT, VO: citire la 80 % inhibitie; se tine cont de prima schimbare in modul de crestere a
coloniilor (diminuarea dimensiunilor acestora). Nu se va tine cont de microcolonii (chiar
semiconfluente) care pot apare in interiorul zonei de inhibitie. In schimb, daca sunt prezente
macrocolonii — ele semnifica heterorezistentd (prezenta unei clone rezistente pe langa cea
sensibild) si se va raporta CMI-ul maxim (fig. nr. 10-2);

Atentie! Pldcile se citesc sistematic la 24 §i 48 de ore.

- FC: citire 1a 90- 95 % inhibitie. Nu se tine cont de microcoloniile ce pot apare la periferia
zonei de inhibitie (fig. nr. 10-3);
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- CS : citire la 100 % inhibitie. Poate apare uneori efecul paradoxal de crestere - microcolonii
in jurul concentratiilor maxime: nu va fi luat in considerare la lectura CMI (fig. nr. 10-4);

in cazul asimetriilor (concentratii diferite pe cele doud laturi ale benzii E-test) se va raporta
drept CMI concentratia cea mai mare.
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Fig. nr. 10-1. Aspectul zonei de inhibitie in Fig. nr. 10-2. Aspectul zonei de inhibitie in
cazul AP (CMI: 0,064 mg/1) cazul FC (CMI: 0,064 mg/1)
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Fig. nr. 10-3. Aspectul zonei de inhibitie Fig. nr. 10-4. Aspectul zonei de inhibitie
in cazul unei tulpini de C. krusei in cazul CS (CMI: 0,094 mg/1)
(rezistentd la FL); CMI: > 256 mg/1

10.2. Tehnica de lucru pentru fungi filamentosi
(fungi din genurile Aspergillus, Fusarium, Rhizopus, Scedosporium)

1- Prepararea inoculului

Peste culturile de 5-7 zile dezvoltate pe SDA sau PDA inclinat, se adauga 1-2
ml ser fiziologic steril si cu ajutorul unei pipete Pasteur sau anse microbiologice se
realizeazd o suspensie de spori si hife care se transferd intr-un tub steril. Acesta se
vortexeaza ugor i apoi se lasd in repaus cca. 15-20 minute pentru sedimentarea
particulelor grosiere. Dupa expirarea acestui interval de timp, supernatantul se
recupereaza si se transferda in alt tub steril. Turbiditatea acestuia se ajusteazad cu ser
fiziologic la 0,5 McFarland sau se corecteaza astfel incat sa se obtina o transmitanta de
cca. 70% prin citire la spectrofotometru (530 nm). Concentratia obtinuta va fi de cca.
10° UFC/ml inocul.
2- Inocularea placilor

Se realizeaza in mod similar celui prezentat pentru levuri.
3- Alegerea antifungicelor (tabelul 10-3)
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Tabelul 10-3
Alegerea antifungicelor pentru testare

Aspergillus spp. Fusarium spp. Rhizopus spp. Scedosporium spp.
AP (A.terreus | AP AP cs’

rezistentd primard) | VO POS POS’

CS POS VOR’

IT

POS

VO

*doar pentru S. apiospermum si S.aurantiacum

4 - Aplicarea benzilor E-test
Se realizeazd in mod similar celui prezentat la levuri.
5 - Incubarea placilor
Se realizeaza la 35°C timp de 24-48-72 de ore in functie de dinamica dezvoltarii
fiecarei tulpini. Pentru tulpinile de Fusarium spp. placile se incubeaza la 35°C timp de
24-48 de ore, apoi se mentin la 25°C pentru 24-48 ore in vederea clarificarii CMI.
6 - Citirea CMI:
- Rhizopus spp. - 1a 18-24 ore;
- celelalte specii- 24-48 (chiar 72 ore pentru tulpinile cu crestere lentd) .

Reguli de citire a CMI in cazul fungilor filamentogi

- AP: citire la 100% inhibitie; elipsa zonei de inhibitie trebuie sa fie clard (fig. nr. 10-5)
-1IT, VO, POS : citire la 100% inhibitie (fig. nr. 10-6)
- CS : citire la inhibitie partiala (fig. nr.10-7)

Fig. nr. 10-5 Aspectul zonei de
inhibitie n cazul AP
(CMI: 16 mg/l)
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Fig. nr. 10-6. Aspectul zonei
de inhibitie in cazul IT
(CMI: 0,75 mg/l)

Fig. nr. 10-7. Aspectul zonei de
inhibitie in cazul CS
(CMLI: 0,047 mg/1)

10.3. Testarea sensibilititii la antifungice prin metoda difuzimetrica Kirby-Bauer
(cu discuri)

.....

Candida si Cryptococcus se poate folosi si metoda recomandata de CLSI (M44-A). in
acest scop, se utilizeazd ca mediu de testare Agarul Miieller-Hinton aditivat cu 2%
glucoza (ca agent de stimulare a cresterii) si 0,5 pg/ml albastru de metilen (pentru
evidentierea optima a conturului zonelor de inhibitie a cresterii), volumul repartizat in
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placa Petri fiind de aproximativ 25 ml/placa cu ¢ 90 mm si 67-70 ml/placa cu ¢ 150
mm. Mediul se inoculeaza cu 200 pl (400 pl in cazul placilor cu ¢ 150 mm) suspensie
levurica 0,5 McFarland care se distribuie uniform prin strieri in 3 directii cu ajutorul
unui tampon steril. Suprafata placilor astfel insdmantata se usuca la fluxul de aer
laminar al unei hote microbiologice dupa care se etaleaza in centrul acestora cate un
disc de voriconazol (1 pg) sau fluconazol (25 pg).

Placile se incubeaza 20-24 ore la 36° £ 1°C, dupa care se masoara diametrul
zonei de inhibitie (fig. nr. 10-8). Se considera ca procentul de 80% inhibare a cresterii
este aplicabil si in cazul acestor 2 derivati azolici, de aceea microcoloniile aparute la
limita sau 1n interiorul zonei de inhibitie nu vor fi luate in considerare. Pentru
interpretarea semnificatiei diametrului zonei de inhibitie a cresterii se utilizeaza
recomandarile prezentate In tabelul 10-4 si tabelul 10-5.

Fig. nr. 10-8. Aspectul zonei de inhibitie pentru voriconazol
in cazul unei tulpini de Candida albicans

Tabelul 10-4

.....

Recomandiri de interpretare a susceptibilititii la fluconazol
Sensibil Sensibil dependent de doza Rezistent
> 19 mm 15 - 18 mm <14 mm
<8ug/ml 16 — 32 pg/ml > 64 pg/ml

Tabelul 10-5

.....

Sensibil Sensibil dependent de doza Rezistent
> 17 mm 14 — 16 mm <13 mm
< lpg/ml 2 pg/ml >4 pg/ml
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1 1 Tehnici de aeromicologie

Ingrid Cezara Apetrei

O gama variatd de metode analitice este astdzi disponibild pentru a studia
agentii biologici din spatele usilor inchise. Din moment ce nu exista la ora
actuald o metoda standardizata, universal acceptatd, in plan national si international
pentru determinarea / cuantificarea fungica de macro / microclimat, studierea
comparativda a mai multor metode sau tehnici de recoltare si analizd va servi unei mai
bune aprecieri ambientale, dezideratul final constdind in scdderea Incarcaturii
microbiologice in ansamblu. In general, incircatura fungica de microclimat ar trebui sa
aiba corespondentd cu cea exterioard in privinta genurilor / speciilor identificate si sa
fie mai redusa din punct de vedere cantitativ.

Fungii aeropurtati sunt factori antisanogeni binecunoscuti, producand alergeni,
substante cu efect iritant si/sau toxic. Inhalarea sau contactul direct cu aceste subtante
pot induce la indivizii mai sensibili un raspuns alergic amplu cu episoade febrile,
strinut, congestie conjunctivala, rinoree, dermatita etc. In functie de particularitatile
imunitare ale fiecdrui caz In parte, raspunsul alergic poate fi imediat sau intarziat.
Cercetdrile privind influenta sporilor fungici din habitate asupra sanatatii umane sau
animale sunt in continud desfasurare. Daca se constatd un nivel fungic mai ridicat in
spatiile Inchise decat In exterior, atunci sigur se poate vorbi de existenta unor factori
care favorizeazi aceastd schimbare a raportului de forte. In plus, identificarea anumitor
genuri / specii fungice, chiar in cuantum scidzut, la nivel de microclimat, impune
efectuarea unor evaludri ulterioare ce sd conduca la interpretari statistice. Scopul
recoltarii probelor este acela de a aprecia intregul prin analiza subseturilor
populationale ale acestuia. La ora actuala existd o multitudine de metode de testare ce
pot fi utilizate pentru detectia fungilor aflati in aerosuspensie sau sedimentati si a celor
care se dezvolta pe diverse suporturi / substraturi inerte din diverse spatii.
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I11.1. Caseta AIR-O-CELL™’

Principii procedurale

Caseta Air-O-Cell™ destinatd colectarii probelor de aer este un dispozitiv
destinat analizarii rapide a unei game variate de particule aerosolizate (aeroparticule),
precum spori fungici, pollen, celule epiteliale, fibre, particule anorganice sau portiuni
din corpul unor insecte (fig. nr. 11-1).

Aerul patrunde in caseta absorbit cu ajutorul unei pompe, iar particulele sunt
impactate pe un substrat incolor si aderent, Intr-o camera numita ,,capcana de spori”, ca
apoi acesta sa fie eliberat printr-un orificiu de evacuare.

Designul si constructia casetei sunt gandite de o aga maniera incat particulele
aspirate sa fie distribuite si depozitate uniform pe suprafata aderentd a lamei de sticla
din interior.

Beneficii

Acest instrument de recoltare este util pentru testirile initiale, mai ales atunci
cand cresterea fungicad nu este vizibila. Este o tehnicd rapida, simpla si ferita de
contaminarile ce pot surveni in timpul manoperelor clasice.

Dezavantaje

Fungii nu vor putea fi identificati cu usurinta la nivel de specie prin utilizarea
acestei metode, deoarece ei nu sunt cultivabili. De exemplu, Aspergillus spp. si
Penicillium spp. sunt de cele mai multe ori identificate impreund ca urmare a
similitudinilor privind morfologia sporilor. Viabilitatea sporilor nu va putea fi de
asemenea analizatd. Calibrarea fluxului de aer nu va putea fi modificata decat la cerere,

Fig. nr. 11-2. Mini pompa
Fig. nr. 11-1 Caseta AIR-O-CELL ZEFON, adaptata
Casetei AIR-O-CELL
Prelevarea probelor
Caseta este destinatd pentru un debit de aspirare de 15 I/minut. Dacé rata de
absorbtie scade, sporii se pot pierde iar repartizarea particulelor in ansamblu se va

? Air-O-Cell™ este marcd inregistratd a Zefon International. EMSL Analytical
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realiza de o manierad neuniforma, in timp ce cresterea acesteia poate duce la deprecierea
materialului recoltat.

1. Se calibreaza pompa la 15 I/minut;

2. Se indeparteza si se retine banda adeziva ce obtureaza orificiile de intrare si
iesire ale casetei Air-O-Cell™,;

3. Se atageaza capacul la tubul adaptor (valabil la cerere/comanda).

4. Se deschide pompa de aspirare pentru o perioada variabila de timp;

5. Dupa expirarea timpului de aspirare, se indeparteaza caseta Air-O-Cell™ de la
conexiunea cu tubul de absorbtie si se resigileazd cu benzile adezive originale;

6. Proba astfel obtinuta se trimite spre analiza unui laborator.

Durata de recoltare

Timpul de expunere al casetei este dependent de densitatea estimati a
particulelor in spatiul analizat. Este important sd se tind seama ca supraincarcarea
casetei va face imposibila o identificare cu precizie a tipurilor de spori sau a altor tipuri
de particule prezente. Timpii urmatori sunt recomandati functie de spatiul vizat, pentru
obtinerea unei cat mai bune dispersii a sporilor:

- Spatiu inchis curat sau spatiul ambiental: 10 minute;

- Spatiu inchis cu activitate sustinuta si personal prezent: 5 minute;

- Spatiu 1n amenajare, industrial sau murdar, cu miros sesizabil de mucegai: un
minut.

Recomandari privind controlul de calitate

O interpretare judicioasd a rezultatelor se va realiza In urma compararii datelor
obtinute prin colectarea probelor de exterior cu cele de interior. Prelevarea si
analiza probelor de exterior va oferi o bazd de calcul / raportare privind
amplificarea fungica din spatiile inchise;

Se vor preleva spre comparare si probe din zonele adiacente celor supuse
controlului;

Rata de aspirare trebuie respectatd cu strictete pentru acuratetea rezultatelor,
aceasta va fi calibrata si reglata dupa fiecare recoltare (15 I/minut);

- Nu se utilizeaza casete expirate sau uzate.
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11.2. Caseta MICRO-5

Principii procedurale

Micro-5 (fig. nr. 11-3), prin utilizarea unei camere de
impactare de 360° a reprezintat o premiera in maniera de colectare a
aeroalergenilor precum polenul, sporii fungici, praful si alte
particule animate sau inerte.

Caseta este destinatd sa opereze la o viteza de impactare de
5 I/minut in vederea obtinerii unei eficiente maxime a colectdrii.
Caseta trebuie stocatd la 20°-27°C. Ca principiu de functionare,
caseta contine o lama de sticld acoperitd cu o substantd adeziva
pentru capturarea sporilor. Eficienta colectarii la 5 1/minut este de
50% pentru o dimensiune a particulelor de 0,8 microni si un volum
total de aspirare de 25 litri.

Fig. nr. 11-3
Dezavantaj Caseta
Inconvenientul utilizarii acestui dispozitiv este acela ca Micro5

timpul de expunere este prea scurt si probele astfel obtinute nu pot
fi reprezentative.

Prelevarea probelor

1. Se indepérteaza capacul din partea inferioard a
casetei Micro-5;

2. Daca se utilizeazd o pompa de aspiratie
conventionala se va conecta tubul de aspirare
la orificiul inferior al casetei, descoperit dupa
indepartarea capacului, nefiind necesari alti
adaptori (fig. nr. 11-4);

3. Se conecteaza apoi celalalt capat al tubului la

pompa de aspirare precalibratd la o ratd de 5 I;ig. nr. 11-4.
l/l’nlflut; ’ ) Adaptarea casetei la

4. Se 1nc.lepérteazé capacul superior conic al pompa de aspiratie
caseteti,

5. Se porneste pompa si se preleveaza proba de aer;
6. Dupa recoltare, se repun capacele casetei Micro-5, atat cel superior cat si cel
inferior.

Durata de recoltare

- Spatiu inchis, curat sau spatiu ambiental: 8-10 minute;

- Spatiu inchis cu activitate sustinuta si personal prezent: 5 minute;

- Spatiu in amenajare, industrial sau murdar, cu miros sesizabil de mucegai: 1-3
minute;

- Spatiile cavitare, cu adaptor special (guri de aerisire, hote): 1-2 minute;

A nu se utiliza la temperaturi mai mici de 0°C !
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11.3. Caseta CYCLEX-D

Atat maniera de recoltare a probelor, cat si modul de utilizare a casetei Cyclex-
D sunt aseméanatoare cu cele intdlnite in cazul modelelor comerciale mai sus amintite.
Diferentele sunt legate de viteza aerului pompat in caseta, in cazul de fata 20 I/minut.

Durata de recoltare
- Spatiu inchis curat sau spatiu ambiental: 10 minute;
- Spatiu Inchis cu activitate sustinuta si personal prezent: 5-8 minute;

- Spatiu in amenajare, industrial sau murdar cu miros, sesizabil de mucegai: 1-2
minute.

11.4. Caseta BIOCELL

Din punct de vedere procedural, pentru caseta BIOCELL (fig. nr. 11-5) se
urmaresc instructiunile precizate la caseta Air-O-Cell.

Durata de recoltare

- Spatiu deschis (15 I/minut): 8-10 minute; ._1
Spatiu curat, fird depuneri de praf observabile (15 Bioce"
l/minut) : 5-8 minute ;

Spatiu inchis, cu activitate susfinutd si personal prezent i —_S——
(15 1/minut): 3-5 minute ;

Spatiu In amenajare, industrial sau murdar, cu miros

Fig. nr. 11-5
sesizabil de mucegai (15 I/minut): 1-3 minute; lgcggeta
- Spatiile cavitare, cu adaptor special (guri de aerisire, BioCELL

hote) (15 I/minut): 30 secunde — 1 minut.
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11.5. Caseta LARO 100°

Caseta LARO-100 (fig. nr. 11-6) poate absorbi in
procent de 100% particulele fungice din aer, precum si orice
alte tipuri de
particule sau fibre, utilizdnd un filtru celulozic cu pori de 0,8
microni.

Durata de recoltare poate atinge 8 ore la un debit de
aspirare de 0,5-1 I/minut (pentru a obtine in final un volum total
de 240-480 litri). Supraincarcarea dispozitivului prin depasirea
perioadei de recoltare va ingreuna mult analiza ulterioara.
Probele obtinute mai pot fi analizate si prin imersarea filtrului
in apd, dupa recoltare, urmata de colectarea lichidului de spalare
si insdmantarea acestuia pe medii de cultura. Fig. nr. 11-6

Caseta
LARO 100

Principii procedurale

Caseta LARO-100 produce presiune negativa astfel incat este necesara
utilizarea unui rotametru calibrat deja la standardele indicate de producitor, intre
pompa si dispozitivul de recoltare. Pompa va fi amplasata la capatul de descércare al
casetei, iar producatorul recomanda setarea acesteia la un volum de aspirare de 4-5
l/minut. Prelevarea probelor si stabilirea volumului de aer aspirat depind de conditiile
de micro / macroclimat constatate. Gradul de vizibilitate in interiorul casetei este mare,
astfel incat observarea nivelului de recoltare pe filtru se poate realiza cu usurinta.

Beneficii

Caseta, conceputa ca un vortex, prezinta un spatiu ingust, rectangular, prevazut
cu un filtru de captura, fiind metoda idealda sub raport pret / calitate pentru analiza
individuala a gradului de expunere la poluarea aeromicrobiologica. Probele astfel
recoltate pot fi analizate imediat prin microscopie optica.

Durata de recoltare

- Interior/exterior, fard prezenta fungica vizibila (4 1/minut): 10 minute sau mai
mult ;

- Monitorizare personald [8 ore] (1-2 1/minut): timpul necesar pentru a obtine 300
—4801;

- Zone comune de acces (4 1/minut): 3—6 minute;

- Suprafete plane (4 I/minut): se esantioneaza suprafete de 10-100 cm”.

3 Environmental Monitoring Solutions www.emssales.net * EMSL Analytical

216



Ingrid Cezara Apetrei

11.6. Impactorul Zefon Z-A6"

Particulele aerosolizate, solide sau lichide, pot avea dimensiuni cuprinse intre
0,1 si 100 microni diametru, putdnd fi individuale, neatasate sau agregate. Aceste
caracteristici particulare produc dificultati In obtinerea unor probe de aer reprezentative
care sa poata fi utilizate in vederea aprecierii din punct de vedere microbiologic a
calitatii aerului. Mai 1ntdi, microorganismele vor recoltate din aer, pentru ca apoi,
particulele viabile, capabile de multiplicare, sa poatd fi analizate, iar rezultatele
interpretate statistic.

Principii procedurale

Zefon Z-A6 este un dispozitiv din aluminiu, format din doud parti metalice
sustinute lateral de trei cleme (fig. nr. 11-7) Dispozitivul este prevazut cu un tub lateral
de circulatie a aerului, un con superior cu o baza plata si 400 orificii. Cand aerul este
aspirat Tn aparat sub forma jeturilor multiple, particulele din aer sunt directionate spre
suprafata mediului de colectare din dispozitiv. Aceastd metodd de recoltare implica
impactarea unui volum de aer cunoscut pe suprafata mediului de culturd dintr-o placa
Petri. Ulterior, placile sunt incubate astfel incat microorganismele impactate sa se
poatda multiplica si genera colonii cuantificabile, atdt din punct cantitativ, cat si

calitativ.
Partile componente livrate odata cu aparatul : g& '3
e Pompi de vacuum i /
Beneficii ’
* Cultivarea prelevatelor poate determina gradul de  Fig. nr. 11-7
viabilitate  fungicd §i permite ulterior  Dispozitiv Zefon Z-A6

e Rotametru
e Tub flexibil
identificarea la nivel de gen si specie.

Dezavantaje

* Dezvoltarea culturilor urmatd de identificarea microorganismelor poate dura o
perioada indelungata de timp (6-10, chiar 30 zile);

* Chiar daca sunt prezente aeroparticule neviabile care nu se vor dezvolta pe
mediile de cultura, acestea pot juca un rol semnificativ in instalarea unor reactii
alergice sau iritative;

* Exista posibilitatea ca unele microorganisme sa nu poata fi identificate ca urmare
a absentei corpilor fructificanti sau sa nu mai fi fost caracterizate anterior din
punct de vedere al apartenentei taxonomice. De asemenea, particulele neviabile
de origine fungica nu pot fi identificate.

Prelevarea probelor
1. In vederea evitarii supracontamindrii probelor se vor utiliza méanusi de protectie;

Y EMSL Analytical, Inc. www.emssales.net
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2. Se conecteaza tubul flexibil la pompad si apoi la dispozitivul lateral al

colectorului;

3. Inaintea inceperii recoltirii se porneste si se calibreaza pompa de vacum la 1

ACFM (28.3 I/minut) cu ajutorul rotametrului;

4. Dupa calibrare, se sterge dispozitivul pe Intreaga sa suprafatd cu alcool
izopropilic, utilizdnd un tampon steril;

. Dupa pregitirea aparatului, se indeparteaza partea superioard a acestuia in
vederea introducerii in interior, pe fundul plat, a unei placi cu mediu solid ce
va servi drept suprafatd de recoltare. Placa a fost 1dsatd in prealabil acoperita
pentru a ajunge la temperatura camerei. Se fixeaza componentele aparatului cu
cele trei cleme metalice prin rasfringerea acestora, acoperindu-se astfel imediat
placa cu mediu prin atasarea partii superioare a dispozitivului;

. Se porneste pompa de vacuum pentru 2-5 minute. Aerul este aspirat prin conul
superior si dirijat prin orificiile de precizie, fiind apoi impactat pe suprafata de
recoltare — placa Petri cu mediu solid. Exhaustarea se realizeaza prin
impingerea aerului spre tubulatura de la baza aparatului unde va fi colectat de o
camera de vid atagatd pompei de vacuum;

. Dupa recoltare, se va indeparta dispozitivul de inchidere si se va inlocui placa
substrat, aceasta fiind acoperita, sigilata si trimisa laboratorului spre analiza in
cel mai scurt timp;

8. Inainte de a se recolta o alti proba, dispozitivul de recoltare va trebui

dezinfectat, iar manipularea se va face rapid si doar cu manusi de protectie.

9]

[o)

~

Mediile de cultivare si manipularea lor
In principiu, pot fi utilizate pentru recoltare cu acest impactor diverse medii de
cultivare, turnate in prealabil in plici Petri standard de 15 x 90 mm. Mediile de
cultivare recomandate prelevarii si analizei fungice sunt:
e PDA (Agar cu extract de cartof glucozat)
e MEA (Agar cu extract de malt)
e DG - 18 (Agar dicloran glicerol-18%)

- Placile cu medii agarizate vor fi pastrate la temperatura de refrigerare pana in
momentul utilizérii, cand vor fi lasate (aproximativ 20 minute) sa ajunga la
temperatura mediului ambiant;

- Capacul placii Petri se indeparteaza doar in momentul recoltarii;

- Dupa recoltarea probelor, capacul placii se repune iar placa se va sigila cu
Parafilm sau bandi adeziva si se va trimite laboratorului spre analiza in cel
mult 24 de ore;

- Daci placile se transportd cu o geanta frigorifica acestea nu vor fi lasate s vina
in contact direct cu gheata pentru a se preveni degradarea mediului, testarea in
acest caz fiind invalidata.

Recomandari

- Se vor purta manusi de latex pe tot parcursul desfasurarii manoperelor de
recoltare;
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- Se va folosi alcoolul izopropilic 70% pentru decontaminarea dispozitivului de
recoltare dupa fiecare prelevare;

- Pe parcursul recoltérii, capacul placii Petri se va pastra intr-un sac steril de
plastic;

- Pompa de vacuum trebuie sa fie calibrata cu ajutorul unui rotametru, cu atat mai
des cu cat nu sunt intotdeauna intrunite conditiile optime de presiune si
temperaturd. O placd martor, neexpusd recoltdrii, va servi la fiecare prelevare
drept control negativ. Probele prelevate din mediul ambiant vor fi comparate
cu cele de microclimat. De asemenea, vor trebui recoltate probe si din zonele
adiacente celei de interes. Niciodatd nu se vor utiliza medii de cultivare
expirate sau contaminate.

11.7. Dispozitivul CIP 10M

CIP 10 este un dispozitiv de dimensiuni reduse
destinat colectarii particulelor aerosolizate si a prafului
din aer (fig. nr. 11-8). A fost schitat ca si concept 1n
anii 80 la CHERCHAR (Centre d’Etudes et de
Recherches de Charbonnage de France) actualmente
INERIS (Institut National de I’Environnement
Industriel et des Risques) de citre Paul Courbon. In
prezent este produs si comercializat cu licenta INERIS
de catre ARELCO A.R.C.

In 2003, a fost perfectat un nou subansamblu
destinat recoltarii microorganismelor, dispozitivul
schimbandu-si denumirea din CIP 10 in CIP 10 M.

Pentru recoltare, in mod normal este amplasat ~ Fig. nr. 11-8
cdt mai aproape de cdile respiratorii, la nivelul  Dispozitivul CIP 10M
toracelui, dar poate fi amplasat si in diverse zone ale
spatiului de lucru considerate a fi puncte critice. Mai mult, scopul utilizérii
dispozitivului este acela de a recolta particulele ce reprezintid o reald amenintare la
adresa sanatatii umane (cantonabile la nivel alveolar, bronsic, sinusal ), in conformitate
cu CEN 481 si standardul ISO 7708. Particulele astfel recoltate pot fi cantarite gratie
interschimbabilitatii selectorilor, determinandu-se totodata si greutatea probei recoltate,
urmata cand se impune si de analiza compozitiei probei.

Dispozitivul are forma alungitd, de bloc compact prevazut cu un selector
cilindric, o incinta rotativa in partea superioard - destinata colectarii particulelor, si o
baza platd de separare a circuitului electric din partea inferioard — motor, baterii si
circuit electric. Forma ergonomica a dispozitivului faciliteaza atasarea acestuia cu un
sistem de curele cat mai aproape de cdile respiratorii sau purtarea acestuia intr-un
buzunar.

Capitolul 11
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Beneficii

- Este de dimensiuni mici, compact, usor, silentios;

- Arhitectura modulard permite aprecierea tuturor fractiilor respiratorii conform
standardelor, prin utilizarea la recoltare a selectorilor si a unui debit de aer
prestabilit;

- Supapa omnidirectionald protejatd de capac blocheaza patrunderea accidentald pe
parcursul aspirarii, a unor particule de mari dimensiuni sau a picaturilor de apa;

- Aparatul nu este afectat de schimbarea pozitiei sau de miscari bruste, avand o
constructie internd robusta si un exterior din plastic antistatic;

- Debitul este constant, iar filtrele sunt reutilizabile;

- Colectorul prezinta o serie de elemente de siguranta precum suruburi speciale de
inchidere, intrerupator magnetic, led de functionare este compus din materiale
conforme standardelor europene privind utilizarea aparaturii de recoltare in
medii ostile;

- Indltime totald : 175 mm, diametru : 45 mm, greutate totald 300 g.

CIP 10 este echipat cu selectori de recoltare pentru aerosoli si praf, conform
standardelor europene in vigoare NF EN 481, existdnd abateri doar in cazul
particulelor foarte fine.

CIP 10 sau varianta CIP 10 M nu necesita pe parcursul timpului de functionare
un control extern sau ajustdri suplimentare. Se remarca printr-o remarcabila stabilitate
a fluxului de aer in corelatie cu viteza de rotatie a cupei mentinutd constanta de catre
un regulator de viteza.

Porii filtrului poliuretanic au cateva sute de microni diametru si cu toate
acestea, raman larg deschisi pe parcursul recoltarii pand in momentul cand praful
colectat atinge valoarea de 50 mg in cupa de rotatie si cateva sute de miligrame la
nivelul selectorului destinat fractiilor respirabile alveolare.

1. Selectorul de particule destinat fractiilor respirabile alveolar

Aceastd selectie a particulelor respirabile alveolar se realizeaza cu aspirare in
unghi de 45° prin doud filtre poliuretanice. Fractiile aerosolizate obtinute astfel,
intrunesc conditiile impuse de standardele europene CEN AFNOR 481 si ISO 7708.

2. Selectorul de particule destinat fractiilor respirabile toracic

CIP 10 T sau CIP 10 MT reprezintd doud variante constructive ale
dispozitivului destinat selectiei particulelor ce pot patrunde bronsic, printr-o serie de
fante de dirijjare a aerului n unghi de 90° catre opt orificii dispuse radiar in
extremitatea superioari a tubului de inox. Intrucit particulele de dimensiuni mari
exercitd forte gravitationale sporite acestea nu sunt deviate, fiind capturate la baza
selectorului (filtrului).
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3. Selectorul de particule destinat fractiilor inhalabile

CIP 10 I sau CIP 10 MI servesc selectiei particulelor inhalabile prin
directionarea supapei de admisie si prezenta orificiilor de selectie, tubul conic
ghidandu-le in continuare spre cupa rotativa de colectare.

4. Un nou selector destinat fractiilor inhalabile

O noud metodad de selectare a fractiilor inhalabile a fost dezvoltatd pentru a
diminua depunerile nedorite pe suprafata interioard / superioara a peretelui capsulei de
colectare si pentru o mai bund satisfacere a cerintelor standardului EN 481. Fluxul de
aer va fi fortat sd urmeze un traseu concentric convergent spre un punct de retur care sa
imprime apoi o directionare verticala.

5. Selectorul de praf total — fractii maximale

Cu ajutorul dispozitivului CIP 10 se pot aprecia fractiile maximale / praful
total, in acest scop fiind indicatd utilizarea unui cap alveolar cu pastrarea camerei de
recoltare si a duzei aferente. Astfel, toate particulele suspendate in aer, inclusiv cele
recent depuse vor fi aspirate de dispozitiv.

Prelevarea probelor

CIP 10 include o cupd de rotatie echipata cu un filtru poliuretanic montat pe
axul de rotatie al motorului ce functioneaza la turatie mare intr-o incinta, cu fluxul de
intrare axial si cel de iesire tangential. Datorita rotatiei cupei, se genereaza un flux de
aer asemanator cu efectul unui ventilator, asigurandu-se astfel captura particulelor ce
au scapat de selectia filtrelor anterioare.

Motorul este actionat de acumulatori, iar viteza sa este setatd de catre un
circuit de control electromagnetic. Debitul de aer este direct proportional cu viteza de
rotatie. Aerul este aspirat prin supapa omnidirectionald, iar in interior acesta urmeaza o
cale sau alta in functie de dimensiunea particulelor ce urmeaza a fi studiate. Fractiile
nedorite din punct de vedere dimensional vor fi oprite de selectoarele superioare.
Particulele care strabat selectorul raman in suspensie in lichidul de eluare, iar aerul
astfel filtrat se reintoarce in atmosfera prin fantele laterale ale cupei de rotatie.

Dispozitivul CIP 10M este dotat cu o cupd de rotatie prevazutd in partea
superioara cu lame orizontale care in migcare imprima aerului aspirat efectul de rotatie
centrifugald. Frecarea aerului de partea superioara a lichidului continut de cupa,
precum si de peretii laterali ai acesteia va genera o zond de presiune scazutd ce
faciliteaza directionarea aerului dincolo de lichidul de recoltare. In acest mod, aerul
astfel aspirat va urma o miscare de rotatie helicoidala pentru captarea usoara a celulelor
in lichidul colector, garantandu-se astfel viabilitatea acestora. Inaintea inceperii
colectdrii cupa trebuie sterilizatd prin autoclavare sau tratare cu solventi speciali si
alimentata cu 2-2,5 cm’ lichid de colectare - apa distilata sau solutie peptonata etc.
Daca solutia este adaugata in exces, aceasta va fi eliminatd in momentul inceperii
recoltarii.
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Colectarea probelor in atmosfera uscata

Umiditatea relativa scazuta a mediului ambiant poate limita eficienta recoltarii
in sensul epuizarii rapide a lichidului de recoltare, reducandu-se astfel si perioada de
recoltare.

Colectarea sporilor sau a miceliului

Luand in considerare natura hidrofobd a sporilor sau a miceliului, se poate
anticipa o ratd scazuta de capturare a acestora, de aceea este recomandatd addugarea in
lichidul colector a wunui agent surfactant tensioactiv pentru fortarea mixarii
bioaerosolilor cu lichidul camerei de compactare (de obicei Tween 80 in proportie de
0,05-0,1%o).

Transportul probelor

CIP 10 nu necesitd precautii speciale privind transportul probelor. Este
recomandata totusi, transportarea in pozitie verticala a dispozitivului atunci cand cupa
de recoltare nu a fost indepartata.

Manipularea in laborator dupa colectare

Dupa recoltare, aparatul CIP 10 (sau CIP 10M) este mentinut in pozitie
verticald, i se indeparteaza capacul si se scoate cupa colectoare cu un extractor special.
Se recolteaza lichidul din cupa, cupa spalandu-se de trei ori, lichidul de spalare
pastrandu-se de asemenea in vederea analizarii prin culturda, identificare PCR,
determinare ATP, epifluorescenta.

Ajustarea si controlul debitului de aer

Reglarea debitului de aer intre 7 si 10 I/minut, in functie de necesititi,
reprezintd singura ajustare necesard pentru functionarea dispozitivului CIP 10M si se
realizeazd cu ajutorul unui potentiometru plasat in interiorul carcasei. Operatiunile
procedurale implicad urmatorii pasi: verificarea gradului de incarcare a bateriilor,
indepartarea clemelor de fixare ale cupei de rotatie si indepartarea acesteia pentru a
avea acces la locatia potentiometrului.

Se plaseazd apoi cupa de rotatie ce contine filtrul poliuretanic deasupra
motorului, se aseazd capacul, se porneste aparatul, potentiometrul ajustandu-se pentru
ca cititorul manometrului s indice 0 Pa si astfel sa existe un echilibru intre debitul de
aer ce patrunde in aparat si cel evacuat, fara pierderi de aer, urmarindu-se gradul de
etangeizare al aparatului. Cu ajutorul unui tahometru se va aprecia, dupa indepartarea
capacului, viteza cupei de rotatie fara ca aceasta sa fie atinsa de dispozitiv pentru a se
evita incetinirea acesteia (intre 6800 - 7000 rpm in functie de varianta constructiva).
Doar in cazul in care se observa o deviatie mai mare de 150 rpm de la standard se poate
interveni cu ajustari suplimentare asupra dispozitivului. In caz contrar orice valoare
observatd sub cea amintita este consideratd valoare nominala.
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Determinarea greutatii probei recoltate

Determinarea masei prafului colectat se realizeaza prin cantirirea cupei de
rotatie ce contine filtrul poliuretanic, atit inainte cat si dupa colectarea probelor,
utilizdndu-se o balanta electronica de laborator cu o deviatie standard admisa de maxim
0,1 mg. Filtrul poliuretanic este sensibil la umiditatea aerului, de aceea formula finala
de calcul va tine cont de schimbarile majore privind umiditatea relativa a zonei de
microclimat unde are loc recoltarea.

INRS recomanda urmdtoarea succesiune procedurald:

- Pregdtirea cupei se va realiza cu atentie: va fi spalata cu o solutie decontaminanta
fierbinte si clatitd de mai multe ori, de preferat numai cu apa distilata sterila;

- Va fi lasata 12 ore sa se usuce la temperatura de 50°C - 60°C;

- Filtrul se va pregiti separat si se va pastra intr-un loc uscat ferit de praf sau alte
impuritati;

- Se vor purta manusi de protectie pe toatd durata desfasurdrii manoperelor de
recoltare.

Procesarea probelor dupad recoltare

Dupa recoltare, cupele sunt reconditionate de maniera amintita anterior, fiind
totusi recomandata plasarea lor, dupa inlaturarea capacului protector, intr-un termostat
la 50 — 60°C timp de 4 ore, dacd prelevarea a avut loc intr-un spatiu cu umiditate
relativa prea ridicatd. Dupd conditionare, se determind masa probei colectate cu
formula:

M =M, — M,
unde:

M,,, - reprezinta diferenta de greutate a cupelor inainte si dupa recoltare;

M, - reprezinta cea mai mare valoare de diferenta inregistrata intre cele doud cantariri,
inainte si dupa recoltarea probelor.

Determinarea concentratiei particulelor

Capitolul 11

Concentratia se calculeazi in mg/m’ fiind determinati prin formula :
c (29— M
m3 |4

unde :
M - reprezintd masa probei colectate, dupa specificatiile amintite (in mg);
V - reprezintd volumul de aer filtrat (in m®).
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Manipularea filtrului poliuretanic al dispozitivul CIP 10

Filtrul poliuretanic este deosebit de rezistent la actiunea agentilor chimici si
stabil din punct de vedere structural. Poate fi spalat prin metode uzuale, incinerat sau
mineralizat functie de tipul analizei ce urmeaza a fi realizata.

Urmatoarele operatiuni de spalare sunt permise asupra filtrului poliuretanic, in
vederea recuperdrii prafului recoltat:

- Se lasa filtrul intr-o solutie calda de spalare,15 minute;

- Se extrage din solutie cu ména protejata de manusi;

- Se clateste cu apa distilatd de mai multe ori pana cand solutia de spélare raméne
clara;

- Se recupereaza si praful depus la baza cupei de recoltare tot prin spalare si se
adauga lichidului deja obtinul prin spalarea filtrului;

- Urmeaza filtrarea si centrifugarea in vederea recuperarii depozitului de analizat,
pierderile ce apar pe parcursul desfasurarii manoperelor fiind neglijabile

11.8. Aprecierea incdarcaturii fungice aeropurtate
prin tehnica sedimentdrii Koch

Se utilizeaza placi Petri sterilizate, cu diametrul de 90 mm, in care se
repartizeazd cate 15-20 ml mediu agarizat special destinat cultivarii fungilor
(Sabouraud cloramfenicol agar, PDA, Agar cu extract de malt). Se opreste instalatia de
climatizare si In absenta personalului de lucru se expun placile cu mediu, fara capac, in
anumite puncte prestabilite, un interval de timp variabil intre 5 si 15 minute.

In fiecare punct de recoltare se expun cite 2 plici din fiecare mediu. Pe
capacul fiecarei placi se inscriptioneaza tipul de mediu, data si ora recoltarii, pozitia
placii, timpul de expunere. Dupa expirarea timpului de expunere stabilit, placile se
acopera cu capacele proprii, se invelesc in hartie si se transportd in caserole de plastic
la laborator, unde se incubeazd, la temperatura de 25°C. Obligatoriu, in paralel se
incubeaza cate o placa martor continand aceleasi medii, fara a fi deschise in prealabil.

Dupa 5 zile se monitorizeaza eventuala dezvoltare a coloniilor si se calculeaza
nr. UFC /m’ aer.

Nr.UFC _ N x10 000
m3aer  SXK

N - media numarului de colonii dezvoltate pe suprafata mediului din cele 2 placi
expuse;

S - suprafata placii (cm®) — (3,14 x R?);

K - coeficientul timpului de expunere: pentru 5 minute este egal cu 1, pentru
10minute este egal cu 2, iar pentru 15minute este egal cu 3.
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11.9. Tehnici de recoltare/examinare directa a probelor
de pe suprafete

Examinarea directd permite detectarea rapida a prezentei sporilor fungici intr-
un spatiu examinat precum si genurile incriminate intr-o astfel de contaminare,
contribuind astfel alaturi de alte metode de analiza la acuratetea rezultatelor obtinute.

11.9.1. Banda adezivi BIO TAPE™ (Zefon International)

Acest tip de bandd reprezintd varianta standardizatd de recoltare a
specimenelor de pe suprafete. Probele se mai pot recolta si prin utilizarea unei benzi
adezive tip scoth. In vederea examinarii microscopice a particulelor colectate, banda
adeziva trebuie sd aibd proprietiti optice superioare si sd suporte toate tipurile de
coloranti ce pot fi utilizati in practica de laborator functie de speciile suspectate.

Prelevarea probelor

1. Se pregateste lama prin exteriorizarea benzii adezive duble, evitandu-se
atingerea partii ce serveste pentru colectarea probei (fig. nr. 11-9);

Mijlocul zonei adezive,
de recoltare a probei

\ Bio-Tape

Serao00a0nl

Exp Date: XX/KX
|
Se indeparteaza celofanul Se inscriu elementele de
protector identificare a probei

Fig. nr. 11-9 Componentele lamei Bio-Tape

2. Se aplica zona centrald a benzilor pe suprafata de recoltare, prin apasare
moderata (fig. nr. 11-10);

3. Se desprind usor benzile §i se reataseaza una de alta
sau se lipesc de suprafata interioard a unui sac de
plastic steril (ziplock), avand grija ca acesta sa nu
prezinte cute;

4. In fiecare ambalaj va fi transportati o singurd prob.

Fig. nr. 11-10.

Recomandari
Recoltarea probelor

* Benzile se vor utiliza doar in scopul pentru care au fost
concepute si nu la temperaturi mai mici de 5°C;
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Tehnici de aeromicologie

* Nu se vor trimite catre laborator, benzi atagate unei lame sau acoperite cu o
lameld, ci doar in ambalajul special destinat transportului, furnizat odata cu
pachetul standard.

11.9.2. Recoltarea fragmentelor inerte

Aceste probe sunt reprezentate de portiuni din diverse materiale ce ar putea fi
contaminate, constituind astfel substrat al dezvoltarii fungice (sectiuni de tapet,
covoare, mochete, filtre de aer, fragmente de mobilier, de instalatie sanitard ). Daca
specimenul are dimensiuni mari, se vor alege fragmente de recoltat reprezentative,
evitandu-se contaminarea prin manopere suplimentare.

Scopul acestui tip de recoltare este acela de a obtine portiuni din materialele de
analizat, suficient de mici pentru a putea fi usor transportate si manipulate, dar
reprezentative sub aspectul incarciturii fungice. Analiza probelor se va realiza prin
cultivarea pe medii speciale sau prin microscopie directa.

11.9.3. Recoltarea cu ajutorul tamponului tip exsudat

Principiul de lucru este foarte asemanator cu cel al benzii adezive. Tija cu
tamponul steril este gadzduitd de o eprubetd / un tub cu solutie tampon pH 7,0 sau
solutie de eluare a sporilor (ser fiziologic cu 0,05% Tween 80). Probele astfel obtinute
pot fi analizate prin cultivare sau prin microscopie directa.

Beneficii

» Examinarea directad este necostisitoare si poate fi rapid efectuata.

* Reprezintd un test preliminar de valoare si poate indica sursele generatoare de
spori aeropurtati.

Dezavantaje

* Zona de recoltare fiind redusa ca dimensiuni, nu va oferi o imagine de ansamblu
asupra gradului de contaminare fungica a unui habitat, de aceea se recomanda
recoltarea din mai multe puncte.

* Problemele de sanatate cauzate de multiplicarea fungica din habitate sunt corelate
cu inhalarea unui numar substantial de spori aeropurtati, uneori perioade
indelungate de timp. Prezenta microorganismelor sub forma de depozite pe
diverse suprafete nu poate constitui un indicator direct al aeropoluarii.

* Prin intermediul acestor tehnici se pot detecta atdt sporii viabili, cat si cei
neviabili, fard a se putea face o distinctie intre cele douad tipuri. Daca testarile
intereseaza in mod special cunoagterea viabilitdtii recoltatului este indicata
combinarea tehnicilor directe cu cele de cultivare.

* De cele mai multe ori, fungii nu pot fi identificati la nivel de specie si nici chiar la
nivel de gen prin intermediul tehnicilor directe, In absenta corpilor de
fructificare.
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Norme generale de biosecuritate in
laboratoarele de micologie medicala

Luminita-Tuliana Malic
12.1. Clasificarea fungilor in functie de clasele de risc biologic

i n functie de gradul de risc biologic pe care microorganismele il prezinta

pentru om, acestea se clasifica in trei clase:

- Clasa I — cuprinde acele microorganisme care rareori pot manifesta risc de
imbolnavire la om si animale;

- Clasa II — cuprinde acele microorganisme care pot cauza aparitia de afectiuni la
om si animale si pot reprezenta un pericol pentru personalul din laborator — risc
individual redus, risc colectiv neglijabil. Profilaxia si tratamentul folosite in
afectiunile cauzate de aceste microorganisme sunt eficace. Cuprinde
majoritatea fungilor de interes clinic (tabelul 12-1);

- Clasa III — cuprinde acele microorganisme care pot cauza afectiuni la om si care
reprezintd un real pericol pentru personalul din laboratoarele de micologie —
risc individual mare, risc colectiv semnificativ. De asemenea, exista riscul
diseminarii in colectivitate. Tratamentul si profilaxia sunt eficace;

- Clasa IV — cuprinde acele microorganisme care pot cauza afectiuni grave la om si
care reprezintd un pericol pentru personalul din laborator — risc individual
crescut, risc colectiv crescut. De asemenea, existd riscul de contaminare a
colectivitatilor, iar de cele mai multe ori, nu existd un tratament eficace al
afectiunilor cauzate de aceste microorganisme
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Norme generale de biosecuritate in laboratoarele de micologie medicala

Tabel 12-1
Clasificarea principalelor specii de fungi in functie de grupa de risc biologic si
capacitatea alergizanta

Clasa de
risc
biologic

Capacitatea

alergizanta

2 X

Aspergillus fumigatus

Blastomyces dermatitidis

Candida albicans

Cladophialophora bantiana

Candida tropicalis

Coccidioides immitis

Cryptococcus neoformans var. neoformans

elialle

Cryptococcus neoformans var. gattii

Emmonsia parva var. parva

Emmonsia parva var. crescens

Epydermophyton floccosum

Fonsecaea compacta

Fonsecaea pedrosoi

Histoplasma capsulatum var. capsulatum

Histoplasma capsulatum var. duboisii

Madurella grisea

Madurella mycetomatis

Microsporum spp.

Paracoccidioides brasiliensis

Penicillium marneffei

Scedosporium apiospermum

Scedosporium prolificans

Sporothrix schenckii

DO D[ [D [P [WD[D [N [W[W (NN [W (D [W (DN |Ww

Trichophyton rubrum

12.2. Norme generale de biosecuritate

- Accesul 1n laborator este permis doar personalului autorizat;

- Personalul din laborator trebuie sd participe la implementarea si respectarea
normelor de biosecuritate;

- Pardoseala laboratorului va fi confectionatd din materiale rezistente acoperite cu
ragini epoxidice sau linoleu antistatic, neteda, usor lavabila;

- Pe usile de acces in Laboratorul de Micologie Medicala se va aplica semnul
international Pericol biologic (Biohazard) care, in cazul acestor laboratoare
corespunde nivelului 2 de securitate microbiologica (fig. nr. 12-1). Cu acelasi
semn se vor marca frigiderele si congelatoarele folosite pentru pastrarea
microorganismelor cu risc biologic 2;
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Fig. nr. 12-1. Semnul conventional pentru risc biologic (Biohazard)

- Usile si ferestrele laboratorului trebuie sa fie in permanentd inchise pentru
asigurarea izoldrii spatiului;

- Laboratorul va fi separat de zona de circulatie a personalului cu ajutorul unui sas;

- Laboratorul trebuie sa fie Tn permanenta ventilat fortat. Aportul de aer va fi de
cca. 60 m’ per persoani per ori;

- Toate suprafetele de lucru se vor spila si dezinfecta zilnic. Toate reziduurile vor
fi incinerate in incinte speciale, autorizate, iar depozitarea si transportul
acestora se va face in cutii inchise ermetic, rezistente si impermeabile, in
functie de fiecare tip de reziduu, marcate de asemenea cu semnul de risc
biologic;

- Laboratorul trebuie sa beneficieze de un lavoar pentru spalarea mainilor, care sa
functioneze prin actionarea cu ajutorul cotului sau cu o pedala;

- Transportul probelor de la si Intre laboratoare se va realiza cu ajutorul lazilor
izoterme, ermetice, rigide, rezistente la lovituri, usor de curatat si dezinfectat;

- Personalul din laborator va evita contactul direct cu materialele potential
patogene. In acest scop se va folosi echipament de protectie adecvat in
momentul manevrarii probelor sau a culturilor fungice. Echipamentul de
protectie va fi Indepartat in momentul parasirii zonei de lucru. Mainile se vor
spala in mod repetat cu sapun lichid antiseptic, dupd fiecare indepartare a
manusilor de protectie;

- Este interzisa pipetarea materialului patologic cu gura;

- In zona de lucru nu se vor depozita carti sau hartii, deoarece sunt dificil de
sterilizat;

- In laboratoarele de micologie medicali sunt strict interzise:

e Consumarea de alimente sau bauturi de orice fel;

e Depozitarea de alimente si bauturi;

e Folosirea lentilelor de contact;
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e Aplicarea de produse cosmetice;
- Plagile se vor acoperi cu bandaj inainte de aplicarea echipamentului de
protectie.

12.2.1. Tehnici de laborator folosite in zona de lucru

- Toate culturile fungice (in special la speciile cu miceliu aerian sporulat) si
prelevatele clinice se vor manevra de preferat in interiorul unei hote de
protectie biologica clasa II, pentru evitarea contaminariii personalului si
incintei laboratorului;

- Placile ce contin mediu de cultivare pentru fungi se vor inchide si se vor aseza cu
capacul in jos pentru evitarea deschiderii accidentale si contaminarii;

- Incubarea placilor se va face in termostate cu umidificatoare;

- In cazul utilizarii mediilor de cultivare repartizate in tuburi, acestea trebuie si
beneficieze de dopuri fixe, sigure;

- Deschiderea placilor si tuburilor ce contin medii de cultivare se va face doar sub
protectia unei hote microbiologice de clasa Il sau in vecinatatea flacarii unui
bec de gaz;

- In cazul fungilor dimorfici se impune analizarea acestora sub protectia unei hote
de securitate biologica grad III. Placile cu astfel de culturi se etanseizeaza
obligatoriu cu Parafilm.

12.3. Metode de protectie primard

Aceste metode se referd la echipamentele de protectie a personalului si la
aparatura utilizatd In vederea realizarii protectiei microbiologice.

12.3.1. Hote de protectie biologica

Hotele sau cabinetele de protectie sunt incinte in care fluxul de aer este filtrat
si dirijat astfel incét sa se obtina diferite grade de protectie biologica. Exista trei tipuri
de astfel de incinte specializate, in functie de domeniul in care sunt folosite: hote fizico
— chimice, hote cu flux laminar verical sau orizontal, hote de protectie biologica clasa
I, clasa I, clasa III si cabinete destinate aplicatiilor PCR.

Hotele fizico — chimice sunt folosite pentru retinerea fumului si vaporilor
chimici ce apar in urma manipularii diferitilor reactivi, dar nu realizeaza protectia
biologica.

Hotele cu flux laminar de aer sunt dotate cu filtre principale HEPA (High
Efficiency Particulate Air) aflate in spatele zonei de lucru, aerul fiind intotdeauna
filtrat inainte de a trece peste probe. Fluxul de aer poate fi verical sau orizontal. Aceste
hote ofera protectie doar pentru materialul care se afld in interior, operatorul nefiind
protejat microbiologic. Aceste hote sunt recomandate pentru protectia In momentul
manevrarii mediilor de cultivare si a reactivilor sterilizati.

Hotele de protectie biologicd sunt incinte puternic ventilate, destinate limitdrii
riscului de contaminare a personalului din laborator ce lucreazd cu agenti patogeni.
Aceste echipamente sunt destinate limitarii zonei de lucru si evitarii diseminarii
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particulelor patogene pe calea aerului spre operator si in spatiul laboratorului. Hotele
de protectie biologica dispun de doud sisteme care impiedicd diseminarea agentilor
patogeni: bariera de aer si filtrele. Bariera de aer se realizeaza prin recircularea aerului
din incinta hotei intr-o singurd directie, cu vitezd constanta, fara turbulente si poarta
numele de flux de aer laminar. Filtrele au ca scop retinerea particulelor existente in
fluxul de aer. Cele mai uzitate sunt filtrele tip HEPA care retin particulele cu diametrul
de péna la 0,3 microni, in proportie de 99,9%.

Exista trei tipuri de hote de protectie biologica: clasa I, clasa II si clasa III.

e Hotele de protectie biologica clasa I

Sunt incinte inchise, cu deschidere frontald, ce permit accesul bratelor
operatorului. Aerul patrunde frontal in spatiul de lucru si este evacuat in exterior dupa
trecerea prin filtrele HEPA. Viteza fluxului de aer este de cca. 4,4 m/s. Acest tip de
hotd este recomandat pentru manipularea microorganismelor de clasa 1, 2 si 3.
Dezavantajul acestui tip de hotd de protectie biologica este acela cd nu asigurd
protectia materialului biologic, existand riscul contaminarii acestuia. Din acest motiv,
hotele de protectie biologica clasd I nu se recomanda a fi folosite in laboratoarele de
micologie medicala.

e Hotele de protectie biologica clasa I1

Se diferentiazd de cele prezentate anterior prin gradul ridicat de protectie oferit
utilizatorului, mediului ambiental, dar mai ales materialului biologic analizat, fatd de
posibilii agenti contaminanti.

Spatiul de lucru este ventilat utilizindu-se aer filtrat prin filtrele HEPA. De
asemenea, evacuarea aerului se realizeazd dupa o filtrare ulterioard prin alte filtre
HEPA. Acest tip de hota este recomandat pentru manevrarea microorganismelor din
clasa de risc biologic tip 1, 2 si 3, in care sunt inclusi si fungii.

In functie de caracteristicile de fabricatie, fluxul de aer si sistemul de evacuare,
hotele de protectie biologica clasa II sunt clasificate in:

- Hote de protectie biologica clasa II-A: evacueazda aerul filtrat in incinta
laboratorului sau in afara acestuia. Aerul poate fi recirculat in proportie de

70%;

- Hote de protectie biologica clasa II-Bl: evacueaza aerul filtrat in afara

laboratorului. Recircularea aerului se realizeaza in proportie de 30%;

- Hote de protectie biologica clasa II-B2: evacueaza aerul filtrat in afara
laboratorului fara ca acesta sa fie recirculat;
- Hote de protectie biologica clasa II-B3: evacueazd aerul filtrat in afara

laboratorului dupd o recirculare in proportie de 70%.

12.4. Substante decontaminante folosite in laboratoarele de micologie medicala
Capacitatea antifungica (fungicida si fungistaticd) a substantelor
decontaminante este diferitd in functie de structura chimica a acestora si de clasa de

fungi asupra céreia dorim sa actiondm. Astfel, gama este destul de limitatd, existand
doar cateva optiuni utilizabile eficient (tabelul 12-2).
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Tabel 12 -2
icd a substantelor decontaminante
Nivelul

Capacitatea antifun

Sl.lbstanta . de Mod de actiune Concentratii
dezinfectanta c : recomandate
actiune
Actioneaza
Fenoli / Bi-fenoli | Lriclosan. - asupra 1-3%
Hexaclorofen membranei
citoplasmatice
. .. Hipoclorit de Na . 0,5-1%
2 + b .
Hipocloriti K. Ca Efect oxidant C1 activ
. Alcool etilic Nu manifesta 0
Alcooli Alcool izopropilic ) efect fungicid 60-90%
Actioneaza 2%
asupra peretelui | Stocarea la
Aldehide Glutaraldehida +++ fungic pH acid,
interactionand | potentare la
cu chitina pH alcalin
Efect fungicid
Formaldehida +4++ mat reilis decat 4%
glutaraldehidei
Actiune
- levuricida prin
Biguanidine Clorhexidina ++ coagularea 0,2-0,5%
gluconat : .
constituentilor
citoplasmatici
Actiune asupra
nucleotidelor,
Iodofori Povidona iod +4++ acizilor grasi si 1-10%
a unelor
proteine
. Clorura de Actiune prin
Compusi . .
. benzalkoniu dezorganizarea o
cuaternari de - + . 0,5%
. Clorura de membranei
amoniu e ge :
cetilpiridiniu plasmatice

- Zilnic, dupa terminarea programului, se va efectua curdtirea suprafetelor cu

hipocloriti, in concentratie de 0,5% CI activ.

- Suprafetele de lucru se vor sterge cu detergent lichid si prosoape de hartie pentru
indepartarea substantelor organice cu potential contaminant, dupa care pot fi
aplicati compusi pe bazd de iod. Datoritd coloratiei imprimate de iod
suprafetelor tratate, se recomanda utilizarea derivatilor iodoforici, de exemplu
povidona-iod (polivinilpirolidona-iod) in concentratie de 2%, datorita efectului
antifungic imediat, si cldtirea cu apd dupa cateva minute pentru eliminarea
coloratiei reziduale.
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- In cazul contaminirii accidentale cu suspensie fungica, suprafata respectiva se va
acoperi cu hartie de filtru pentru evitarea extinderii ei, se va pulveriza
hipoclorit cu o concentratie superioara fatd de concentratia uzuala. Timpul de
actiune va fi de minim 20 minute. De asemenea, pot fi folositi si compusi pe
baza iod. Toate materialele care intrd In contact cu suprafata contaminata vor fi
aruncate intr-o cutie speciald pentru materiale patogene si se trimit spre
incinerare.

12.5. Masuri de protectie impotriva substantelor chimice

- Hipocloritul de sodiu - produsele dezinfectante care contin Tn compozitia lor
hipoclorit de sodiu sunt agenti oxidanti puternici care elibereazad clor gazos;
eliberarea acestuia este acceleratd in mediul acid.

- Compusii cuaternari de amoniu - sunt substante incorporate in multiple produse
dezinfectante, datoritd gradului redus de periculozitate. Se va tine insa seama
de capacitatea iritativa pentru tegument si de cea alergizanta;

- Formaldehida si glutaraldehida - sunt produse cu un nalt grad de toxicitate;
formaldehida poate fi stocatd in laborator in forma gazoaza, lichida (solutie de
formalind) sau solidd (paraformaldehida). Aceste substante pot produce, in
urma contactului direct, iritatii oculare si ale tractului respirator superior, iar
contactul prelungit duce la aparitia dermatitelor, alergiilor cutanate si
respiratorii. Ambele substante posedd efect cancerigen. Din acest motiv,
manipularea acestora se va face doar cu masca si ochelari de protectie;

- Colorantii - sunt substante folosite pentru diagnostic, in cantititi foarte mici. Cu
toate acestea, se va evita contactul direct cu acestia, In special cu produsii
derivati din acridind cunoscuti ca substante cancerigene.
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Anexa

Anexd

Fig. nr. 2-1.

Zygomicoza cerebrald experi-
mentald; examen microscopic
direct; frotiu prin amprenta,
coloratie cu calcofluor, x 200.

Fig. nr. 2-2.
Frotiu secretie vaginala;
col. Gram, x 400.

Fig. nr. 2-3.
Frotiu sediment LCR; col. tus
de India, x 400.

Anexa
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Fig. nr. 2-4.

Frotiu maduva osoasa
hematogena;

Col. May-Grunwald-Giemsa,
x 400.

Fig. nr. 2-5.
Frotiu hemocultura;
necolorat, x 900.

Fig. nr. 2-6.

Preparat extemporaneu cu
banda adeziva; lactofenol cu
albastru de metilen, x 900.
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Fig. nr. 4-1.
Insamantarea hemoculturii 1n picatura.

Fig. or. 5-1.
Lutarea preparatelor extemporanee.

Fig. nr. 6-1.
Zygomicoza pulmonara;
Col. Fontana-Mason, x 400.

Anexa
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Fig. nr. 6-2.
Candidoza renala;
col. PAS, 400.

Fig. or. 8-1.
Testul de hidroliza a ureei — negativ
(stanga), pozitiv (dreapta)

Fig. or. 8-2.
Colonii de C. neoformans pe Agar cu
extract din seminte de Niger
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Fig. nr. 8-3.
Aspectul coloniilor apartinand
speciilor levurice identificabile

Candida albicans

Canclida tropicalis prin cultivare pe CandiSelect
™ 4,
'_ Candida glabrata
Candida krusei
Fig. nr. 8-4.

Aspectul coloniilor apartinand
speciilor levurice identificabile
prin cultivare pe CHROMagar

Candida.
-
C. glabrata .
. A Fig. nr. 8-5.
‘.‘ Ll .o A
of \c. - Aspe“ctul coloqnlqr apqr‘gmaqd
speciilor levurice identificabile
. . prin cultivare pe Chromogenic
. Candida Agar.
My
"
()
C. tropicalis =
<
C. krusei 2 C. parapsilosis
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Fig. nr. 8-6.
Kitul Auxacolor 2

Fig. nr. 8-7.
Aspectul galeriei Auxacolor 2
in cazul speciei C. tropicalis

Fig. nr. 8-8.

Aspectul galeriei de
identificare -Microplate
(Biolog)
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Fig. nr. 8-9.

Aspect microscopic, preparat
extemporaneu, x 1000 — fir de
par - organe perforatoare in
Vvitro.

Fig. nr. 8-10.
Culturd de M. canis pe boabe
decorticate de orez

Fig. nr. 8-11.

Candida albicans

Tubi germinativi, preparat
extemporaneu cu lactofenol si
albastru de anilina; x 400

Anexa
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