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MINISTERUL SANATATII AL REPUBLICII MOLDOVA

ORDIN
mun. Chisiniu

OF (e 2024 N 7%

Cu privire la aprobarea Ghidului
wDiagnosticul de laborator al infectiilor fungice invazive”

in vederea standardizarii si asigurarii calitatii serviciilor medicale de laborator acordate
populatiei, in temeiul Hotdrarii Guvernului nr.148/2021 Cu privire la organizarea si functionarea
Ministerului Sanatatii,

ORDON:

1. Se aproba Ghidul ..Diagnosticul de laborator al infectiilor fungice invazive”, conform anexei.

2. Conducitorii prestatorilor de servicii medicale vor organiza implementarea si monitorizarea
aplicarii in practica a Ghidului ,,.Diagnosticul de laborator al infectiilor fungice invazive™.

3. Conducitorul Agentiei Medicamentului si Dispozitivelor Medicale va intreprinde masurile
necesare in vederea autorizarii si inregistrérii dispozitivelor medicale, consumabilelor, reagentilor si
echipamentelor incluse in Ghidul ..Diagnosticul de laborator al infectiilor fungice invazive™.

4. Conducatorul Companiei Nationale de Asigurari in Medicina va organiza ghidarea angajatilor
din subordine de prevederile Ghidului ,,Diagnosticul de laborator al infectiilor fungice invazive™ in
procesul de executare a atributiilor functionale, inclusiv in validarea volumului si calitatii serviciilor
acordate de catre prestatorii incadrati in sistemul asigurarii obligatorii de asistenta medicala.

5. Conducatorul Agentiei Nationale pentru Sanitate Publicd va organiza evaluarea respectarii
cerintelor Ghidului ,,Diagnosticul de laborator al infectiilor fungice invazive”, in contextul
controlului activitatii institutiilor prestatoare de servicii medicale.

6. Conducitorul Consiliului National de Evaluare si Acreditare in Sanatate va organiza evaluarea
implementérii Ghidului ..Diagnosticul de laborator al infectiilor fungice invazive™ in procesul de
evaluare si acreditare a prestatorilor de servicii medicale.

7. Directia managementul calitatii serviciilor de sanatate, de comun cu Agentia Nationala pentru
Sandtate Publicd, vor asigura suportul consultativ-metodic in implementarea Ghidului ., Diagnosticul
de laborator al infectiilor fungice invazive™ in activitatea prestatorilor de servicii medicale.

8. Rectorul Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ..Nicolae Testemitanu®, conducatorul
Centrului de excelenta in medicind si farmacie ..Raisa Pacalo” si conducatorii colegiilor de medicina
vor organiza implementarea Ghidului ,,Diagnosticul de laborator al infectiilor fungice invazive™, in
activitatea didactica a catedrelor respective.

9. Controlul executarii prezentului ordin se atribuie secretarilor de stat.

Ministru Mﬂﬂ/// : Z Ala NEMERENCO
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@ INTRODUCERE

A. Scopul si obiectivele ghidului

Scopul ghidului este de a reglementa activitatile de supraveghere si control asu-
pra infectiilor fungice invazive.

Obiectivele ghidului:

= Ameliorarea calitatii vietii pacientilor critici prin implementarea diagnosti-
cului etiologic corect si monitorizarea riguroasa pe baza acestuia a terapiei
antifungice

= Asistarea specialistilor in domeniul medicinei de laborator in procedurile
corecte de diagnosticare a infectiilor fungice invazive,

= Ghidarea medicilor clinicieni in optiunile de tratament.

Utilizatorii ghidului sunt:

= Prestatorii de servicii medicale la nivel de AMP (medici de familie si asis-
tentele medicale de familie);

= Prestatorii de servicii medicale la nivel de AMSA (medicii infectionisti, der-
matovenerologi, ginecologi, terapeuti, ftiziopneumologi, orelisti din institu-
tiile/sectiile consultative);

= Prestatorii de servicii medicale la nivel de AMS (sectiile de boli infectioase,
de terapie, de reanimare si de terapie intensiva din spitalele raionale/mu-
nicipale (specialisti in domeniul medicinei de laborator, medici epidemio-
logi, infectionisti, pediatri-infectionisti, pediatri, orelisti s.a.).

Nota. Ghidul, la necesitate, poate fi utilizat si de alti specialisti, inclusiv in procesul didac-
tic de formare a studentilor si a medicilor rezidenti, precum si la educatia medicala
continua a medicilor si a personalului medical cu studii medii.

Elaborat: 2024

Revizuire: 2029

Partea generala

Prezentul ghid include o varietate de tehnici de laborator validate, instructiuni
detaliate privind diagnosticul infectiilor fungice invazive ce permit obtinerea de
rezultate precise, fiabile, reproductibile si cu relevanta si utilitate clinica.

Standardizarea la nivel national a metodelor si a tehnicilor de diagnosticare a in-
fectiilor fungice va permite managementul consecvent si optimal al pacientilor cu
infectii fungice invazive.

°) GHID DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL INFECTIILOR FUNGICE INVAZIVE



Rezultatele evaluarii rapoartelor anuale de activitate a laboratoarelor microbio-
logice din tara au evidentiat unele provocari privind standardizarea metodologiei
de izolare a fungilor patogeni, de identificare si de testare a sensibilitatii lor la
antifungice.

Disponibilitatea metodelor standardizate de diagnostic de laborator al infectiilor
fungice invazive la nivel national descrise in acest ghid va imbunatati calitatea di-
agnosticului micozelor la om si utilizarea resurselor, va reduce costurile, va facilita
achizitiile centralizate, supravegherea si controlul epidemiologic al acestora.

Ghidul va contribui de asemenea la comunicarea si la colaborarea dintre speci-
alistii In domeniul medicinei de laborator implicati in activitatea de diagnostic al
infectiilor fungice, clinicieni, farmacisti si medici epidemiologi responsabili de pre-
venirea si controlul micozelor.

Ghidul include caracteristici generale ale fungilor care cauzeaza infectii fungice
invazive (Candida spp., Aspergillus spp., Cryptococcus spp., Pneumocystis jiro-
vecii, Histoplasma capsulatum, Mucorales s.a.), principii de clasificare, proceduri
de examinare micologica a biosubstratelor umane (microscopie, cultura fungica,
identificare, interpretarea si raportarea rezultatelor).

Ghidul va servi si ca suport metodologic laboratoarelor medicale in implementa-
rea, in validarea si in pregatirea documentatiei pentru acreditare.

B. Prezentarea infectiilor fungice invazive

Fungii sunt pretutindeni, iar dintre miile de specii cunoscute in prezent doar o
parte pot cauza afectiuni la om. In ultimele doud decenii, spectrul agentilor res-
ponsabili de infectii fungice s-a modificat ca raspuns la schimbarile din populatia
susceptibila precum cresterea numarului persoanelor imunocompromise, utiliza-
rea abuziva si neargumentata a preparatelor antifungice.

Limita dintre fungii patogeni si nepatogeni poate fi foarte greu de diferentiat, de-
oarece cei considerati nepatogeni acum unul-doua decenii, in prezent sunt recu-
noscuti ca agenti etiologici ai micozelor in cazul gazdelor imunocompromise.

Receptivitatea la infectiile fungice oportuniste este influentata de factorii intrin-
seci ai gazdei si extrinseci ambientali. Astfel, deosebit de susceptibili la aceste
infectii sunt persoanele cu diabet, cu leucemie, cu cancer, cu HIV si cu alte tipuri
de imunodeficienta.

Aparitia conflictului intre fungi si gazda este favorizata de o serie de factori care
fie induc gazdei o stare de imunosupresie, fie modifica cantitativ raportul existent
intre fungi si celelalte categorii de microorganisme. Factori favorizanti endogeni
sunt varsta (nou-nascuti prematuri, varsta a treia), starile fiziologice particulare
(graviditate), iar la factorii favorizanti exogeni se refera corticoterapia, terapia
imunosupresoare posttransplant, antibioterapia prelungita, intubatia endotrahea-
|a prelungita, dispozitivele protetice, radioterapia etc.
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Fungii pot fi izolati din probele biologice umane primite n laboratorul clinic in
urmatoarele situatii: infectia cu aceste microorganisme, colonizarea cu levuri a
tegumentelor, mucoaselor, cavitatilor si contaminarea probei prin manevre de-
fectuoase in cursul prelevarii. Astfel, interpretarea rezultatelor de laborator va fi
efectuata permanent in asociere cu simptomatologia clinica a pacientului.

Daca se detecteaza fungi in probe din zone normal sterile (cum ar fi sangele, li-
chidul cefalorahidian, lichidul din articulatii sau din cavitatea abdominala) si daca
toate masurile de prevenire a contaminarii au fost respectate in timpul prelevarii,
aceasta indica, de obicei, prezenta unei infectii fungice invazive. Pentru probele
provenite din zone nesterile, asocierea rezultatelor de laborator cu datele clinice
si epidemiologice este absolut necesara pentru interpretarea relevantei clinice a
fungilor.

Fungii pot dezvolta infectii superficiale (dermatofitice), invazive (sistemice) si
oportuniste. Infectiile dermatofitice sunt cauzate de infectarea straturilor superfi-
ciale ale pielii de catre agentii dermatofiti. Notiunea data este bazata de fapt pe
localizarea specifica a afectiunilor si nu pe apartenenta sistematica a agentilor
cauzali, majoritatea dermatofitilor facand parte din genurile Microsporum, Tric-
hophyton si Epidermophyton.

Infectiile fungice invazive (sistemice) au o incidenta mai mica decat cele superficia-
le, dar provoaca o ingrijorare mai mare, fiind asociate cu o rata de mortalitate ridi-
cata, evaluata anual la aproximativ un milion si jumatate de decese la nivel global.

Proportii impunatoare a atins numarul de pacienti receptivi la infectii invazive pro-
vocate de fungi filamentosi, intalniti in diverse habitate naturale (sol, substraturi
organice etc.). Cei mai cunoscuti agenti ai micozelor invazive fac parte din genurile
Aspergillus si Mucor, iar in ultimele decenii, lista a fost completata cu fungi filamen-
tosi mai rar intalniti in mediul ambiant, cum ar fi Fusarium spp. si Penicillium spp.

in legaturad cu constientizarea rolului fungilor oportunisti in dezvoltarea infectiilor
fungice, laboratoarele microbiologice trebuie sa dispuna de tehnici standardizate,
de reagenti pentru izolarea si identificarea fungilor, precum si de personal compe-
tent in diagnosticul micozelor umane.
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Caracteristica speciilor de fungi prioritari
implicati in etiologia infectiilor fungice
invazive (conform OMS)

Candida auris
Informatii-cheie
O Produce candidoza invaziva care poate fi fatala.
O La nivel mondial, a generat deja mai multe focare intraspitalicesti.

O In mod intrinsec, este rezistenta la majoritatea medicamentelor antifungi-
ce disponibile, iar unele tulpini sunt panrezistente.

O Este dificil de identificat prin tehnici conventionale. Desi recomandarile de
tratament sunt bine stabilite, antifungicele recomandate nu sunt disponi-
bile in multe tari.

O Masurile preventive nu sunt bine stabilite, specia fiind termorezistenta si
partial rezistenta la dezinfectantii de uz curent.

O Rata mortalitatii pentru candidoza invaziva este foarte mare.

O Rezistenta emergenta a speciei la azoli este ingrijoratoare.

Prezentare generala

Candida auris este un fung patogen distribuit pe larg la nivel global care poate
provoca candidoza invaziva (candidemie) cu afectarea inimii, sistemului nervos
central, ochilor, oaselor si organelor interne. Din cauza rezistentei la unele antifun-
gice, in special la triazoli, C. auris a generat focare spitalicesti de infectii micotice.

Mortalitatea prin candidoza invaziva cu C. auris variaza intre 29% si 53%. Pacientii
cu candidemie indusa de C. auris au o perioada mai indelungata de spitalizare in
stationar sau in terapie intensiva decat (46-68 de zile la pacientii adulti si de 70-140
de zile la copii) decat cei cu candidemie cauzatd de alte specii de Candida spp.

Candida albicans
Informatii-cheie

O Este un agent patogen fungic care poate face parte din microbiomul uman
normal, dar poate provoca si infectii ale mucoasei sau candidoza invaziva.

O Tratamentul candidozei invazive indusa de Candida albicans este posibil,
rezistenta antifungica fiind mai scazuta decat in cazul Candida auris.

Prezentare generala

Candida albicans este o specie de fungi patogeni raspandita la nivel global, un
membru comun al microbiotei umane (cavitate bucala, gat, intestin, vagin si piele)
care nu dauneaza cand organismul este sanatos.

Conform estimarilor spitalicesti ale incidentei si ale distributiei infectiilor cauzate
de speciile de Candida, infectiile cauzate de C. albicans sunt in scadere.
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Nakaseomyces glabrata (Candida glabrata)
Informatii-cheie
O Este un fung comensal care poate provoca candidoza invaziva.

O Mortalitatea prin candidoza invaziva cauzata de N. glabrata poate fi de
pana la 20-50%.

Prezentare generala

Nakaseomyces glabrata (Candida glabrata), un fung comensal cu potential pato-
gen distribuit la nivel global, este o cauza principala a candidozei, a doua dupa
C. albicans, ca incidenta. Poate provoca candidoza invaziva cu afectarea inimii,
sistemului nervos central, ochilor, oaselor si/sau a organelor interne.

Candida tropicalis
Informatii-cheie

O Este un fung care poate face parte din microbiomul uman sanatos, dar
capabil sa provoace infectii invazive.

O Infectia invaziva provocatda de Candida tropicalis pune viata n pericol,
mortalitatea variind de la 55% pana la 60% la adulti si de la 26% pana la
40% la copii si adolescenti.

Prezentare generala

C. tropicalis poate produce infectii invazive ale inimii, ale sistemului nervos central,
ale ochilor, ale oaselor, ale organelor interne si candidemie. Datele privind com-
plicatiile si sechelele infectiei invazive cauzaté de aceasta specie lipsesc. intrucat
printre factorii de risc se numara si scaderea imunitatii gazdei, acestei infectii sunt
expusi si pacientii din unitatile de terapie intensiva neonatale. Tendintele din ulti-
mii zece ani arata o crestere a incidentei infectiilor cauzate de C. tropicalis.

Candida parapsilosis
Informatii-cheie
O Este o specie de fungi care poate face parte din microbiomul uman sana-
tos, dar care provoaca si infectii invazive. Abilitatea acestui fung este de a
forma biofilme, in special in infectiile cateterelor venoase centrale.

O Candidoza invaziva provocata de aceasta specie pune viata in pericol,
mortalitatea fiind cuprinsa intre 20% si 45%.

Desi exista unele provocari legate de RAM, sunt disponibile tratamente eficiente a
candidozei invazive indusa de Candida parapsilosis. Deoarece infectia este asoci-
ata cu cateterele venoase centrale, pentru a reduce incidenta acestei infectii sunt
importante masurile de ingrijire a adecvata acestora.

Prezentare generala

Candida parapsilosis face parte din microbiota umana si animala normala. La paci-
entii grav bolnavi si imunocompromisi, cum ar pacientii cu cancer sau cu transplant
de organe si de maduva osoasa, poate produce infectie invaziva a inimii, a siste-
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mului nervos central, a ochilor, a oaselor si a organelor interne, candidemie. Acest
patogen este deosebit de periculos in sectiile de terapie intensiva neonatala. S-a de-
monstrat ca indepartarea timpurie a cateterelor centrale reduce incidenta infectiei.

Pichia kudriavzeveii (Candida krusei)
Informatii-cheie

O Este un agent patogen fungic care poate provoca infectii ale mucoaselor
sau candidoza invaziva.

O Tratamentul candidozei invazive generata de aceasta specie este posibil,
dar rezistenta antifungica este ingrijoratoare, deoarece accesul la un tra-
tament eficient este nca limitat.

Prezentare generala

Pichia kudriavzeveii (Candida krusei) este o specie de fungi patogena oportunista
distribuita la nivel global. Desi este un membru obisnuit al microbiotei umane, poate
invada mucoasele provocand diferite tipuri de candidoza (orofaringiana, esofagia-
na, vulvovaginala si cutanata), inclusiv candidoza invaziva. La pacientii adulti, mor-
talitatea globala indusa de P. kudriavzeveii este cuprinsa intre 44% si 67%.

Aspergillus fumigatus
Informatii-cheie

O Este un fung omniprezent, cu implicatii semnificative in sanatatea uma-
na, cauzand predominant boli pulmonare (aspergiloze) prin inhalare din
mediul inconjurator si avand capacitatea de a se disemina in alte zone,
inclusiv in creier.

O Aspergiloza este un termen generic folosit pentru un spectru larg de infec-
tii cauzate de fungi din genul Aspergillus care variaza de la reactie alergi-
ca, colonizare si infectie semiinvaziva pana la aspergiloza acuta invaziva.

O Aspergiloza invaziva rezistenta la azoli este o boala care pune viata in peri-
col, cu o mortalitate Tnalta. Rezistenta emergenta a speciilor de Aspergillus
la azoli este ingrijoratoare.

Prezentare generala

Aspergillus fumigatus, un fung omniprezent, distribuit la nivel mondial, cu potenti-
al patogen, poate produce infectii invazive (aspergiloza invaziva (Al)), in principal
in sistemul respirator, dar se poate disemina si in alte organe, cum ar fi sistemul
nervos central.

Al este o infectie grava care afecteaza, in special, persoanele grav bolnave, cu
boli pulmonare cronice si imunocompromise (cu cancer sau cu transplant). Printre
factorii de risc pentru dezvoltarea Al se numara malignitatea hematologica croni-
ca, boala pulmonara cronica, transplantul (atat solid, cat si de maduva osoasa),
terapia cu corticosteroizi, neutropenia si boala hepatica cronica.
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Rata mortalitatii in infectia cauzata de A. fumigatus rezistenta la azoli este destul
de ridicata (47-88%, dar poate ajunge si la 100%). Durata spitalizarii pentru Al
este limitata si variaza pe scara larga (de la 21 pana la 532 de zile).

Prevalenta Al este variabila din punct de vedere geografic de la < 1% pana a 5-10%,
la fel si incidenta anuala. Infectia cu A. fumigatus rezistenta la azoli continua sa
creasca, tendintele din ultimii zece ani nu au putut fi stabilite din lipsa de date.

Cryptococcus neoformans
Informatii-cheie

O Este un agent patogen fungic oportunist. Criptococoza, infectie cauzata de
aceasta specie, este dobandita pe cale respiratorie atunci cand aceasta
este inhalata din mediu.

O Mortalitatea in criptococoza cerebrald este ridicatd, in ciuda terapiei anti-
fungice.

O Desi ghidurile de tratament al criptococozelor sunt bine stabilite pentru
grupurile cu risc major (pacienti cu HIV), antifungicele recomandate nu
sunt disponibile in multe tari. Pentru grupurile de risc non-HIV, nu exista
recomandari clare de tratament.

Prezentare generala

Cryptococcus neoformans este un fung patogen distribuit la nivel global in diferi-
te medii (sol, lemn in descompunere). Dupa inhalarea din mediu, C. neoformans
poate infecta initial plamanii, dar se poate raspandi si in sistemul nervos central
(meningita criptococica) si in sange (criptococemie).

Acest fung nu se transmite de la om la om, iar factori de risc pentru boala cripto-
cocica invaziva sunt infectia cu HIV, imunosupresia iatrogena, bolile autoimune si
ciroza hepatica decompensata.

Criptococoza cauzata de C. neoformans este o boala foarte grava, cu o mortalitate
de la 41% pana la 6%, indeosebi la pacientii cu infectie HIV. Durata spitalizarii la
pacientii cu infectie cu C. neoformans variaza de la 18 pana la 39 de zile, raportata
predominant pentru pacientii HIV-pozitivi.

Complicatiile cauzate de infectia cu C. neoformans si tratamentul acesteia sunt
insuficienta renala acuta, cresterea presiunii intracraniene si orbirea.

Cryptococcus gattii
Informatii-cheie
O Este un agent patogen fungic distribuit la nivel global, mai frecvent in zonele
tropicale si subtropicale, desi se poate adapta la diferite conditii climatice.
O Infectia invaziva cauzata de aceasta specie pune viata in pericol, mortali-
tatea variind intre 10% si 25%. Unui risc mai mare sunt expuse persoanele
imunocompromis.
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O Ghiduri de tratament pentru infectia cu C. gattii exista, dar medicamen-
tele-cheie sunt frecvent indisponibile in tarile cu venituri mici sau medii.
Rezistenta speciei la antifungice ramane scazuta,

Prezentare generala

Cryptococcus gattii este un fung patogen raspandit pe larg in mediul inconjurator
(sol, anumiti copaci etc.) din zonele tropicale si subtropicale.

Infectarea omului are loc dupa inhalarea sporilor care ajung initial in plamanii, dar
pot patrunde si in sistemul nervos central (meningita criptococicd), in sange (crip-
tococemie) si in alte parti ale corpului. Nu se transmite de la om la om.

Criptococoza invaziva cauzata de C. gattii afecteaza, de obicei, pacientii imunocom-
petenti (spre deosebire de C. neoformans). Factorii de risc sunt boala cronica, var-
sta fnaintata si imunosupresia preexistenta (de ex., utilizarea corticosteroizilor orali,
disfunctie a organelor). Sechele neurologice au fost prezente la 27% din pacienti.

Criptococoza invaziva cu C. gattii este o boala foarte grava, cu o mortalitate rapor-
tata de 43% in cazul infectiilor in sange, desi aceasta cifra a fost obtinuta pe baza
unor date limitate. Ratele de mortalitate pentru infectiile sistemului nervos central
si infectiile pulmonare au variat intre 10-23% si 15-21%, respectiv.

C. gattii a fost depistat in 11-33% din infectiile criptococice, distributia variind in
functie de tipurile moleculare. Incidenta anuala generala este scazuta, desi unele
zone (si populatii) endemice au rate mai mari si apar focare noi.

Pneumocystis jirovecii
Informatii-cheie

O Este un agent fungic patogen oportunist care se transmite de la om la om
prin aer.

O Pneumonia cu P. jirovecii pune viata in pericol, cu o mortalitate substanti-
ala, dar foarte variabila.

O Tratamentul pneumoniei cu P. jirovecii este bine stabilit, dar antifungicele
recomandate nu sunt disponibile in multe tari.

Prezentare generala

Pneumocystis jirovecii este un fung patogen oportunist, distribuit la nivel global.
Pneumonia cu acest fung (PP)) se transmite de la om la om prin aer, iar purtatori
ai agentului patogen pot fi persoane sanatoase, de obicei asimptomatice.

P. jirovecii poate afecta indivizii sanatosi, precum si pacientii imunocompromisi,
cum ar fi cei cu HIV/SIDA, cu transplant de organe solide (in special, renale), cu
boli autoimune si inflamatoare, cu sindrom nefrotic si cei care administreaza me-
dicamente imunosupresoare.

PP) este o boala foarte grava, mortalitatea variind de la 0% pana la 100%. Durata
spitalizarii pacientilor cu PP) variaza intre 0-123 de zile (media fiind de 6,6-30 de
zile). Complicatiile includ insuficienta respiratoare, insuficienta organului trans-
plantat pe termen lung si insuficienta renala.
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Histoplasma spp.
Informatii-cheie

O Speciile din genul Histoplasma spp. sunt agenti patogeni distribuiti la nivel
global care provoaca histoplasmoza.

O Speciile din genul Histoplasma spp. au potentialul de a produce focare.

O Histoplasmoza diseminata este o boala care pune viata in pericol, morta-
litatea la pacientii cu HIV fiind cuprinsa intre 21% si 53%. Mai afectati de
histoplasmoza diseminata sunt pacientii cu imunosupresie.

O Tratamentul histoplasmozei diseminate este posibil, RAM ramane modera-
ta, dar putin studiata.

Prezentare generala

Speciile din genul Histoplasma spp. sunt fungi dimorfi distribuiti la nivel global
care traiesc ca mucegai in diferite mediu (sol si excremente de pasari si de lilieci)
si ca o forma asemanatoare levurilor la temperatura corpului uman.

Histoplasmoza afecteaza, in principal, pldmanii, dar se poate extinde si la sistemul
nervos central, sange si alte parti ale corpului. Nu se poate transmite de la om la om.

Majoritatea persoanelor care inhaleaza spori de Histoplasma spp. nu se imbol-
navesc. Persoanele sanatoase se recupereaza, de obicei, fara medicamente, iar
pacientii grav bolnavi si imunocompromisi, cum ar fi cei cu HIV, cu cancer si cu
transplant de organe, pot dezvolta forme severe ale histoplasmozei. Un numar
de celule T CD4 = 50-75 celule/uL este un factor de risc pentru pacientii cu SIDA.

Rata mortalitatii prin histoplasmoza la copiii poate ajunge la 2,7%. Durata sederii
n spital este de aproximativ 5-7 zile la adulti si copii, cu o variabilitate in limite
mari, la pacientii cu meningita fungica spitalizarea medie fiind de o luna. Incidenta
complicatiilor si a sechelelor este necunoscuta.

Mucorales
Informatii-cheie

O Mucorales reuneste mai multe specii de fungi din diferite genuri distribuite
la nivel global si care provoaca un spectru larg de infectii numite mucormi-
coze.

O Mucormicozele afecteaza, in special, pacientii imunocompromisi, precum
si cei cu diabet zaharat slab controlat si cu traumatisme, in special leziuni
ale pielii si ale tesuturilor moi.

O Mucormicoza invaziva este o boala care pune viata in pericol, mortalitatea
fiind ridicata. In prezent sunt disponibile tratamente ale mucormicozelor
precum interventii chirurgicale si preparate antifungice.

Prezentare generala

Mucorales este un ordin de fungi patogeni distribuiti la nivel global. Cele mai cu-
noscute sunt speciile din genurile Rhizopus spp., Mucor spp., Lichthiemia spp.
/s.a. Infectarea omului are loc dupa inhalarea sporilor, care patrund mai intai in
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plamanii si in sinusuri, raspandindu-se apoi la nivelul ochilor, sistemului nervos
central si tractului gastrointestinal. Invazia fungica a corpului se poate produce si
prin rupturi ale pielii, dupa arsuri sau alte leziuni traumatice.

Agentul cauzal al eumicetomului
Informatii-cheie

O Eumicetomul este o infectie profunda a tesuturilor asociata cu dizabilitati
semnificative. Poate fi cauzata de diversi agenti patogeni fungici care pa-
trund in organism prin leziuni ale pielii.

O Incidenta globala a eumicetomului nu este cunoscuta si pare sa aiba o va-
riabilitate geografica semnificativa. Mai afectata este populatia saraca din
tarile cu venituri mici si medii .

O Interventiile comportamentale sunt cel mai bine descrise in termeni de
prevenire a infectiilor, dar impactul lor nu a fost evaluat In mod cuprin-
zator. Desi sunt disponibile tratamente antifungice si rezistenta nu este
considerata o problema majora, amputarea zonei afectate este frecvent
necesara.

Prezentare generala

Eumicetomul este o infectie a tesuturilor profunde cauzata de fungi prezenti in
sol si in apad, si care patrund in organism prin pielea lezata. Agentii cauzali sunt
speciile din genurile Madurella spp., Acremonium spp. si Fusarium spp., precum
si speciile Falciformispora senegalensis, Curvularia lunata, Scedospmai afectata
orium spp., Zopfia rosatii,., desi datele microbiologice sunt limitate.

Eumicetomul afecteaza, in special, persoanele cu venituri mici, cu multe complicatii
si cu sechele. Pana la 60-80% dintre pacientii cu eumicetom raporteaza un impact
semnificativ asupra vietii lor de zi cu zi, rata de amputatie ajungand pana la 39%.

Prevenirea eumicetomului consta frecvent in interventii educationale si de igiena
comportamentala (in special utilizarea pantofilor), desi datele privind impactul si
rentabilitatea sunt limitate.

Fusarium spp.
Informatii-cheie

O Fusarium spp. este un gen de fungi filamentosi distribuiti la nivel global in
diferite medii si care pot infecta oamenii provocand boala fuzarioza.

O Fuzarioza invaziva este o boala infectioasa care pune viata in pericol, mor-
talitatea variind intre 43% si 67%.

O Tratamentul fuzariozei este dificil din cauza rezistentei intrinseci a agentu-
lui patogen la multe dintre preparatele antifungice disponibile in prezent.

Prezentare generala

Fusarium spp. este un gen de fungi patogeni mai raspanditi in regiunile tropicale,
predominant in sol, in materie organica descompusa si pe plante. Aceste specii
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pot provoca boli invazive (fuzarioza invaziva), in principal ale sistemului respirator
si ale ochilor (keratitd), dar se pot disemina si in sistemul nervos central, precum
si in alte organe. La baza fungemiei speciilor de Fusarium sta capacitatea lor de
sporulare adventitiala.

Fuzarioza invaziva este o infectie grava care afecteaza, in special, pacientii imu-
nocompromisi, cum ar fi cei cu afectiuni maligne hematologice sau posttransplant
de celule stem hematopoietice (HSCT). Factori de risc pentru fuzarioza invaziva
sunt leucemia mieloida acuta, HSCT alogena, reactivarea citomegalovirusului si
prezenta leziunilor cutanate pozitive cu Fusarium spp.

Ratele de mortalitate (timp de 30 de zile) in fuzarioza invaziva variaza intre 43% si
67%, fiind mai Tnaltd pentru infectiile care implicd complexul de specii F. solani si
F. proliferatum. Nu exista date privind durata spitalizarii pentru fuzarioza invaziva.
Endoftalmita endogena poate complica fuzarioza invaziva, dar este mai putin frec-
venta (< 10%), provocand rareori pierderea vederii.

Scedosporium spp.
Informatii-cheie

O Speciile din genul Scedosporium spp. sunt agenti patogeni fungici distribu-
iti la nivel global in diferite medii si care pot infecta oamenii cu dezvoltarea
de scedosporioza.

O Scedosporioza invaziva este o boald infectioasa care pune viata in pericol,
cu rate de mortalitatii de 42-46%.

O Tratamentul scedosporiozei invazive este amenintat de ratele ridicate ale
RAM.

Prezentare generala

Scedosporium spp. este un gen de fungi patogeni oportunisti distribuiti la nivel
global si care pot produce infectie invaziva (scedosporioza invaziva), in principal a
sistemului respirator, dar si la nivelul sangeui, sistemului nervos central si a altor
organe, precum si infectii sistemice, care pot fi mortale. Printre factorii de risc
pentru scedosporioza se numara prezenta malignitatii, HSCT si a infectiilor severe.
Ratele de mortalitate sunt de pand la 42-46% la adulti si copii, un studiu recent
efectuat in Franta raportand rate mai scdzute ale mortalitatii (mortalitate la 30 de
zile de 9%, mortalitate la 3 luni de 19%).

Durata spitalizarii in scedosporioza, complicatiile si sechelele sunt necunoscute
din lipsa de date, tendintele din ultimii zece ani fiind stabile.

in prezent nu este disponibil niciun vaccin contra scedosporiozei, iar datele privind
masurile preventive lipsesc.

Accesul la diagnosticarea scedosporiozei este moderat, iar disponibilitatea si ac-
cesibilitatea tratamentelor bazate pe dovezi sunt scazute. Scedosporioza invaziva
este, de obicei, tratata cu Voriconazolum in asociere cu alte medicamente antifun-
gice. In multe cazuri, este necesara o interventie chirurgicald pentru a indepéarta
tesutul infectat.
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Rezistenta antifungica a agentilor patogeni ai scedosporiozei este mare, valori
de interpretare farmacologice lipsind. Sensibilitatea redusa la Amphotericinum
B*, itraconazol, Isavuconazolum* si echinocandine este frecventa. Voriconazolum
este cel mai activ antifungic impotriva acestor specii de fungi.

Lomentospora prolificans
Informatii-cheie

O Este un agent patogen distribuit la nivel global care poate provoca lomen-
tosporioza invaziva la pacientii imunocompromisi.

O Lomentosporioza invaziva este o boala care pune viata in pericol, morta-
litatea variind de la 50% pana la 71% la adulti si 50% la copiii imunocom-
promisi.

O Tratamentul lomentosporiozei invazive este amenintat de ratele ridicate
ale RAM,

Prezentare generala

Lomentospora prolificans este un agent patogen fungic oportunist, distribuit la
nivel global. Poate produce infectii invazive (lomentosporioza invaziva) la nivelul
sistemului respirator, sangelui, sistemului nervos central si a altor organe, precum
si infectii sistemice, de obicei mortale. Lomentosporioza invaziva este o infectie
nosocomiala grava care afecteaza, in special, pacientii grav bolnavi si imunocom-
promisi, indeosebi pe cei cu cancer. Mortalitatea in lomentosporioza invaziva va-
pacientului cu lomentosporioza, complicatiile si sechelele sunt necunoscute din
lipsa de studii.

* Produsele marcate cu asterix nu sunt fnregistrate in Nomenclatorul de stat al
medicamentelor, fiind incluse in ghid conform recomandarilor EUCAST

Coccidioides spp.
Informatii-cheie
O Speciile din genul Coccidioides spp. sunt unii dintre cei mai virulenti agent;i
patogeni fungici care provoaca coccidioidomicoza. Aceasta este dobandita
pe cale respiratorie atunci cand fungii sunt inhalati din mediu.
O Coccidioidomicoza invaziva pune viata in pericol, mai ales la pacientii vul-
nerabili, dar poate infecta si persoane sanatoase.

O Tratamentul coccidioidomicozei invazive este bine stabilit, fiind insa peri-
clitat de ratele ridicate ale RAM.

Prezentare generala

Coccidioides este un gen de fungi dimorfi patogeni raspanditi in America de
Nord si de Sud ca mucegaiuri in diferite medii. Dupa inhalare, celulele fungice
afecteaza initial plamanii, dar se pot extinde la sistemul nervos central, sange,
oase si alte parti ale corpului. Nu a fost descrisa transmiterea agentului patogen
de la om la om.
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Desi poate afecta indivizii sanatosi, mai expusi coccidioiicozei sunt pacientii imu-
nocompromisi, cum ar fi cei cu cancer, cu HSCT sau cu transplant de organe. Fac-
torii de risc includ persoanele de origine africand, inclusiv afroamericani, varsta
peste 40-60 de ani, ocupatia si expunerea la praf/sol din mediu.

Coccidioidomicoza invaziva este o boala foarte grava, cu rata mortalitatii cuprinsa
intre 2% si 13%, mai mare la pacientii vulnerabili. Durata spitalizarii la pacientii cu
infectia cauzata de Coccidioides spp. variaza de la trei-sapte zile pana la 22,7 zile
in meningita coccidioida.

Talaromyces marneffei
Informatii-cheie

O Talaromyces marneffei se transmite pe cale respiratoare, provocand ta-
laromicoza.

O Talaromicoza invaziva este o boala care pune viata in pericol, in special la
adultii cu infectie HIV, dar poate infecta si persoane sanatoase.

O Tratamentul talaromicozei este bine stabilit, dar antifungicele eficiente in
aceasta infectie nu sunt disponibile Tn multe tari.

Prezentare generala

Talaromyces marneffei este un fung dimorf patogen endemic in Asia de Sud-Est
si in unele regiuni din China. Populeaza diferite medii (sol, lemn in descompune-
re etc.), infectatrea omului producandu-se dupa inhalarea sporilor. Talaromicoza
afecteaza plamanii, dar se poate extinde si la sistemul nervos central, la fluxul
sangvin si alte parti ale organismului. Transmiterea agentului patogen al talaromi-
cozei de la om la om nu a fost consemnata.

Talaromicoza invaziva afecteaza, in special, pacientii gravi si imunocompromisi,
cum ar fi cei cu HIV (factorul de risc fiind numarul scazut de CD4), pacientii cu
cancer sau cu transplant de organe.

Talaromicoza invaziva este o boald grava, mortalitatea variind intre 12-21% la
adultii cu infectie HIV. Durata spitalizarii la pacientii cu infectati cu T. marneffei
este de aproximativ 27 de zile. Infectarea cu T. marneffei genereaza un sir de
complicatii, inclusiv insuficienta respiratorie, casexie.

Paracoccidioides spp.
Informatii-cheie

O Speciile din genul Paracoccidioides spp. sunt agenti patogeni fungici inha-
lati de om pe cale respiratorie din mediu.

O Paracoccidioidomicoza este o boala care pune viata in pericol, cu o morta-
litate medie, in ciuda terapiei antifungice. Persoanele imunocompromise
prezinta un risc mai mare de infectare, dar agentul patogen poate infecta
si persoanele sanatoase.

O Tratamentul paracoccidioidomicozei este bine stabilit, dar antifungicele re-
comandate nu sunt disponibile In multe tari.
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Prezentare generala

Speciile de Paracoccidioides spp. sunt fungi dimorfi patogeni endemici in America
Centrala si de Sud care traiesc in diferite medii. Ratele globale de incidentd anuala
a acestor specii nu pot fi evaluate din lipsa de studii. Tendintele din ultimii zece
ani sunt stabile.

Infectarea omului are loc dupa patrunderea sporilor sub piele. Paracoccidioido-
micoza afecteaza, in principal, plamanii, membranele mucoase si pielea, dar se
poate extinde si la ganglionii limfatici, si la alte organe ale sistemului reticuloen-
dotelial. Majoritatea persoanelor infectate cu specii de Paracoccidioides spp. nu
dezvolta niciodata simptome. Transmitere acestor agenti patogeni de la om la om
nu a fost inregistrata. actorii de risc includ varsta >40 de ani si sexul masculin.

Paracoccidioidomicoza este o boalad grava. Mortalitatea variaza de la 3% pana la
23%, in special la pacientii cu HIV, iar durata spitalizarii pacientilor infectati nu a
putut fi evaluata din lipsa de date. Complicatiile generate de infectia cu Paracoc-
cidioides spp. si de tratamentul acesteia includ rezerva suprarenala scazuta si
limfedem.

Biosiguranta, cerinte specifice laboratorului
de diagnostic microbiologic/micologic

Fiecare laborator microbiologic care prelucreaza probe suspecte la infectii fungice
va evalua riscurile pentru a se asigura ca poate efectua testari in conditii de bio-
siguranta si biosecuritate.

Prelucrarea probelor biologice suspecte la infectii fungice trebuie efectuata res-
pectand regulile de bune practici de laborator, conform procedurilor stabilite.

Masurile de biosiguranta, ce trebuie intotdeauna respectate la prelucrarea probele
suspecte la prezenta agentilor fungici, impun ca laboratorul microbiologic/micolo-
gic sa functioneze cu circuit in sens unic (separarea in timp si spatiu a circulatiei
probelor pentru evitarea contamindrilor incrucisate), iar accesul in incinta labora-
torului sa fie limitat sau controlat.

Fiecare proba trebuie considerata potential suspecta la prezenta fungilor patogeni
si, respectiv, procesata in hote de protectie biologica, in special cele care provin
din regiuni cu infectii fungice endemice cauzate de fungi dimorfi sau de la pacienti
cu suspectie la infectie sistemica.

Culturile fungice, in special cele cu miceliu aerian sporulat si probele clinice, se
vor procesa in interiorul unei hote de protectie biologica clasa Il pentru evitarea
contaminarii personalului si laboratorului.

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL INFECTIILOR FUNGICE INVAZIVE GHID (@



Placile inoculate se vor inchide si se vor aseza cu capacul in jos pentru evitarea
deschiderii accidentale si contaminarii mediului. Incubarea placilor se va face in
termostate cu umidificatoare (preferabil). In cazul utilizarii mediilor de cultura re-
partizate n tuburi, acestea trebuie sa se inchida etans. Deschiderea placilor si tu-
burilor pentru examinarea ulterioara se va efectua in interiorul hotei de protectie
biologica clasa Il.

Investigarea fungilor dimorfi (Histoplasma spp.) se va efectua in hote de protec-
tie biologica clasa lll. Placile cu astfel de culturi se etanseaza obligator cu banda
adeziva sau sigilata cu parafilm in jurul marginii, pentru a preveni eliberarea acci-
dentala a particulelor infectioase.

Pentru a lucra in siguranta, trebuie respectate regulile de functionare a hotelor:
pornire conform instructiunilor, asteptarea stabilizarii fluxului.

Nu se recomanda fncarcarea excesiva a spatiului de lucru, pentru a nu impiedica
circuitul fluxului de aer, si miscarile excesive din jurul hotei care i perturba fluxul.
Persoana care lucreaza la hota trebuie sa efectueze miscari lente. Pentru a redu-
ce numarul intrarilor/iesirilor, trebuie puse la indemana toate cele necesare, iar
obiectele pentru activitatea sub hota trebuie dislocate cat mai in spate.

Recipientul pentru deseuri mici prevazute cu saci se amplaseaza in interiorul ho-
tei, pentru a evita scoaterea si introducerea repetatda a mainilor in hota si pertur-
barea fluxului de aer.

in cazul incidentelor sau accidentelor prin stropire in incinta hotei, hota trebuie
dezinfectata imediat.

Probele biologice de la pacientii suspectati/confirmati cu infectii fungice trebuie
transportate ca si substante biologice de categoria B.

Echipamentul de protectie personala conform riscului estimat este esential in asi-
grarea managementului riscului biologic. In zonele de lucru ale laboratorului se
poarta halate cu maneci lungi, cu manseta elastica care se fixeaza in jurul incheie-
turii mainii, suficient de lung ca sa acopere genunchii, rezistent la lichide.

Echipamentul de protectie, cu care se lucreaza in zonele de lucru cu risc biologic,
dupa utilizare se va pastra intr-o zona amenajata cu spatii (dulapuri), separat de
hainele si lucrurile personale.

Este interzis de a purta halatele cu care se lucreaza in laborator in afara zonei de
lucru, cum ar fi sala de odihna.

De fiecare data cand se lucreaza cu probe biologice, se vor purta manusi. La fi-
nalizarea lucrului, acestea se vor scoate respectand regulile, pentru a se evita
contaminarea mainilor, si se vor arunca in recipiente speciale. Dupa indepartarea
manusilor, mainile se igienizeaza.

In vederea stabilirii necesitatii protectiei respiratorii, trebuie evaluate riscurile biologi-
ce, in special in timpul procedurilor care se efectueaza in afara hotei de biosiguranta
si a celor generatoare de aerosoli (centrifugarea, manevrarea unor probe scurse).
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in caz de incidente, accidente la locul de munca (deteriorarea recipientelor cu scur-
gerea continutului ce prezinta risc biologic), materialul scurs se acopera cu prosop
de hartie, peste care se aplica dezinfectantul si se lasa pe durata timpului de con-
tact, conform instructiunii de la producator, apoi prosopul se indeparteaza. Pe toatd
durata inlaturarii incidentului sau accidentului, se vor purta manusi de protectie.

Decontaminarea deseurilor sau materialului infectios rezultat din procesarea pro-
belor se va realiza prin autoclavare.

Spectrul de activitate antifungica (fungicida si fungistatica) a preparatelor dezin-
fectante este destul de limitat. Pentru decontaminare, se vor folosi preparatele
fnregistrate in RM si introduse in Registrul National al produselor biocide respec-
tand concentratia, timpul de contact recomandat de producator si termenul de
valabilitate.

Cerinte pentru probe, tehnici de

preexaminare
Generalitati:
1. Prelevarea probelor in conditii de asepsie si plasarea lor in recipiente steri-
le si etanse.

2. Transportarea specimenului la laborator in termen de 2 ore.

3. Transportarea rapida este esentiala pentru a asigura supravietuirea si izo-
larea microorganismelor pretentioase si pentru a preveni dezvoltarea ex-
cesiva a bacteriilor mai rezistente la factori de mediu.

4. Asigurarea prelucrarii probelor in termen de 2 ore de la primire. Daca pro-
cesarea va fi intarziata, probele se incubeaza (sange, maduva osoasa, LCR
sau material de leziune profunda) la 37°C sau la 35°C, daca nu este dispo-
nibil un incubator de 37 °C). Probele potential contaminate cu microbiota
bacteriana (de ex., aspiratii transtraheale, aspiratii ale urechii interne) se
refrigereaza la 4°C.

CERINTE PENTRU PROBE

Specimenele trebuie trimise in recipiente inchise, fara conservanti. Toate probele
trimise la laborator sunt initial examinate macroscopic, iar partile reprezentative
sunt selectate pentru investigatii ulterioare. Specimene precum sputa si tesutu-
rile sunt examinate pentru orice semne evidente de purulentad, de sange sau de
necroza/cazeoasa, zonele respective fiind selectate pentru microscopie si cultura.

Probele trimise la laborator, pe langa informatiile demografice, trebuie sa fie inso-
tite si de urmatoarele date:
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Sursa si/sau locul anatomic de recoltare;

Cum si cand a fost recolectata;

Cum a fost transportata;

Cum a fost pastrat specimenul in laborator dupa primire.

Comunicarea de catre clinician a detaliilor zonei de resedinta a pacientului, a isto-
ricului calatoriei, a contactului cu animalele si a terapiei anterioare cu preparate
antibacteriene, antifungice sau imunosupresoare poate ghida laboratorul catre
procesarea probei pentru un anumit patogen fungic. intrucét astfel de informatii
se obtin cu greu de la medicul care transmite specimenul, toata informatia ne-
cesara se va nota in formularul de trimitere/solicitare pe suport de hartie sau in
forma electronica.

Specimenele pot fi obtinute atat din surse sau din zone anatomice sterile, cat si
nesterile.

1. Specimene colectate din surse considerate sterile:
- LCR
- sange
- maduva osoasa
- tesut chirurgical
- fluide corporale
- urina din cateter

2. Specimene obtinute din surse considerate nesterile:
- sputa
- aspirat traheal
- lavajul si periajul bronhiilor (LBA, PBA)
- urina din jetul mijlociu
- lichid de lavaj gastric
- tampoane pentru rani
- material mucocutanat al faringelui, cavitatii bucale sau nazofaringelui
- material otic
- material vaginal sau cervical
- materii fecale

Specimenele primite pe tampoane, desi sunt inferioare probelor de tesut sau de
lichid, nu trebuie respinse pentru cultura, decat daca tamponul este uscat sau fara
mediu de transport. Daca circumstantele permit, laboratorul poate solicita o proba
mai buna.

Rebutare

Specimene necorespunzatoare sunt considerate cele ce includ material primit in
fixativ, urina de 24 de ore, specimene primite in recipiente cu scurgeri si cu mate-
rial insuficient. In aceste cazuri, laboratorul trebuie sa solicite recoltarea unui alt
specimen, daca este posibil.
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TEHNICI DE PREEXAMINARE
1. Sange

Tehnica filtrului bifazic

Recuperarea fungilor din sange poate fi imbunatatita prin utilizarea unui flacon bifazic
care contine agar in panta, cu 60-100 ml de bulion infuzie cord-creier (BHI). Se reco-
manda un raport de la 1:10 pana la de 1:20 (sange-bulion), fiind necesar minim 5,0
ml de sange pentru fiecare flacon de cultura. Flaconul de cultura bifazica este men-
tinut cu aerisire si inclinat zilnic pentru a permite bulionului sa curga peste suprafata
agarului. Aceste culturi trebuie verificate pentru crestere zilnic si cu atentie. Deoarece
levurile nu vor transforma bulionul foarte tulbure, este imperativ de efectuat din con-
tinutul flaconului frotiu Gram pentru a detecta elementele fungice. Culturile trebuie
incubate la 30°C si mentinute timp de patru saptamani (pentru toti fungii).

Tehnica filtrului cu membrana

Este o tehnica superioara flacoanelor bifazice ventilate, utilizata pentru concen-
trarea si cultivarea probelor de sange si de LCR. Probele sunt tratate secvential
cu Triton-X si cu solutii de carbonat de sodiu, pentru a liza celulele sangvine, si
apoi filtrate prin vid printr-o membrana de 0,45 um. Aceasta membrana este apoi
plasata pe medii agarizate.

Sistem izolator de centrifugare-liza

Sistemul Wampole Isolator Tmbunatateste In mod semnificativ recuperarea fun-
gilor din sange. Izolatorul utilizeaza un tub care contine componente ce lizeaza
leucocitele, eritrocitele si inactiveaza complementul plasmatic si anumite antibi-
otice. Odata lezate, celulele elibereaza microorganismele continute, iar etapa de
centrifugare asigura concentrarea microorganismelor in proba de sange. Acest
concentrat este apoi inoculat pe suprafata mediilor de cultura adecvate. Pentru
fiecare tub sunt necesari zece mililitri de sange, iar culturile trebuie incubate la
30°C si mentinute timp de patru saptamani.

Sisteme automatizate (hemoculturi)

Unii furnizori produc mediu de cultura special pentru imbunatatirea culturii fungi-
ce din sange, folosind instrumentele automatizate. Celulele sangvine sunt lezate
de mediu pentru a imbunatati recuperarea fungilor, iar pentru a limita cresterea
bacteriilor au fost adaugate si antimicrobiene

2. Fluide corporale (LCR; urina; lichide pericardice, pleurale si

peritoneale; ascita)

a) Se centrifugheaza cantitati > de 2 ml.

b) Pana la 0,5 ml de specimen pot fi inoculate prin striere pe fiecare tip de
mediu.

¢) Urina poate fi inoculata si striata cu o ansa calibrata, daca se doreste cuan-
tificarea.

d) Se inoculeaza LCR pe medii fara cicloheximida (inhibitor al Cryptococ-
cus neoformans). Supernatantul din preparatul probei poate fi indepartat
aseptic si utilizat pentru testarea antigenului.
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3. Aspirat de maduva osoasa
a) Se aplica 3-5 picaturi pe fiecare placa de mediu si se striaza inoculul.
b) Centrifugarea prin liza, folosirea izolatorului pediatric (1,5 ml) poate imbu-
natati recuperarea.

4. Periaj bronsic
a) Se vortexeaza peria in apa distilata sterila.
b) Seinoculeaza de la trei pana la cinci picaturi pe fiecare placa de mediu.
¢) Se aplica peria pe suprafata mediului selectiv.

5. Probe respiratoare

Pentru populatia generala, cu intentia de a obtine o proba omogena a probelor
vascoase, cum ar fi sputa, se recomanda lichefierea cu ajutorul unui agent muco-
litic precum Pancreatin, Sputolysin sau prin sonicare si 1,4-ditiotreitol. Este reco-
mandata si centrifugarea LBA sau a aspiratelor bronsice. Pentru a obtine o recu-
perare optima a Aspergillus din LBA prin centrifugare si investigarea sedimentului,
este esential sa se izoleze Aspergillus in functie de volumul de cultura. Sputa
recoltata si pastrata 24 de ore nu este acceptabila pentru cultura fungica.

6. Tesut

Mai multe bucati de tesut se maruntesc si se pun pe fiecare placa cu mediu, iar
daca se suspecteaza contaminarea bacteriana poate fi inclus si mediu inhibitor.
Suprafata se zgarie si se incorporeaza o portiune de tesut in zgarietura (aceasta
metoda ofera un gradient de tensiune a oxigenului, care faciliteaza initierea cres-
terii fungice).

Particularitatile diagnosticului de laborator
al infectiilor fungice invazive

A. Candidoza invaziva (C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. auris etc.)

1. Generalitati

Infectiile cauzate de speciile Candida sunt cauze majore de morbiditate si de mor-
talitate la om, provocand un spectru divers de boli clinice, de la infectii superfici-
ale si ale mucoaselor pana la boli invazive asociate cu candidemie si implicarea
metastatica a organelor.

Candidemia este a treia sau a patra cea mai frecventa cauza de infectii ale fluxului
sangvin asociate asistentei medicale. Printre agentii patogeni ai candidemiei si
a altor forme de candidoza invaziva, speciile de Candida non-albicans constituie
aproximativ 50% din toate izolatele relevante, reprezentand o tendinta constanta
in multe regiuni din lume pentru mai mult de un deceniu.
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Candidemia este asociata cu pana la 47% de mortalitate atribuibila, fiind mai mare
in randul persoanelor cu soc septic. Mai multi autori au demonstrat ca mortalitatea
este strans legata atat de momentul terapiei, cat si/sau de controlul sursei. Ast-
fel, interventia mai timpurie cu terapie antifungica adecvata si indepartarea unui
cateter venos central (CVC) contaminat sau drenajul materialului infectat sunt
asociate cu rezultate generale mai bune.

Cateterele venoase centrale sunt, de obicei, legate de candidemie, dar nu sunt
Tntotdeauna sursa, in special in randul pacientilor neutropenici la care sistemul
gastrointestinal este o sursa comuna. Managementul precaut al CVC-ului specific
pacientului este critic in gestionarea infectiei.

Dependenta continua de hemoculturi, care sunt notoriu insensibile ca markeri ai
bolii, ramane un obstacol semnificativ in calea interventiei timpurii pentru can-
didemie. Dezvoltarea de teste nonculturale fiabile este esentiala pentru a oferi
oportunitatea unei interventii mai timpurii si a unei terapii antifungice directionate
n randul unui numar mare de pacienti la care hemoculturile traditionale sunt in-
sensibile sau ofera rezultate preliminare incerte.

Candidoza nu este una, ci mai degraba mai multe boli, fiecare specie de Candida
prezentand propriile caracteristici unice in ceea ce priveste tropismul tisular, ten-
dinta de a provoca boli invazive, virulenta si sensibilitatea antifungica. O cunoas-
tere a epidemiologiei locale si a ratelor de rezistenta antifungica este esentiald in
luarea unor decizii terapeutice empirice.

Agentii patogeni ai candidozei, infectiei micotice primare sau secundare, sunt spe-
ciile din genul Candida si din alte genuri inrudite (Debaryomyces, Kluyveromyces,
Meyerozyma, Pichia etc). Manifestarile clinice ale candidozei pot fi acute, suba-
cute sau cronice pana la episodice. In proces pot fi implicate: cavitatea bucals,
esofagul, pielea, scalpul, vaginul, degetele, unghiile, bronhiile, plamanii, tractul
gastrointestinal. Infectia poate deveni sistemica, cauzand sepsis (candidemie),
endocardita si meningita.

La indivizii sanatosi, infectiile cu Candida afecteaza functiile barierei epiteliale si,
de obicei, apar la toate grupele de varsta, dar cel mai frecvent la nou-nascuti si la
varstnici. Deseori aceste infectii raman superficiale si raspund rapid la tratament.
Candidoza sistemica este observata la pacientii cu deficienta imunitara mediata
celular si la cei care primesc tratament agresiv pentru cancer, imunosupresiv sau
terapie de transplant.

2. Factori de risc pentru candidoza invaziva

Candidemia se refera la prezenta speciilor de Candida in sange. Candida intr-o
hemocultura nu trebuie privita ca un contaminant, ci ca un indiciu de evaluare a
infectiei metastatice.

Candidoza invaziva este o infectie sistemica cu Candida, in prezenta sau absen-
ta candidemiei, de exemplu infectia osteoarticulara si candidoza hepatosplenica.
Candidemia este cea mai frecventa manifestare a candidozei invazive.
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Factorii de risc asociati candidozei mucocutanate, invazive sau sistemice, sunt:

catetere venoase centrale pe termen lung

neutropenie sau agranulocitoza

diabet

interventii chirurgicale abdominale

tumori maligne hematologice

expunere la antibacteriene cu spectru larg (>7 zile)

utilizare de steroizi

imunosupresie

transplant de organe

insuficienta renala, hemodializa

arsuri

interndri prelungite in terapie intensiva (>15 zile),

colonizare cu levuri (=3 locuri)

ventilatie mecanica mai mult de trei zile

pacienti cu risc ridicat de transplant de celule stem hematopoietice
citarabina in doze mari

mucozita severd sau colonizare de catre levuri la > 1 situs in neutropenie
pacientii cu HIV/SIDA

nutritie parenterala

nou-nascuti prematuri

catetere Foley

neoplazii solide

chimioterapie sau radioterapie recenta

corticoterapie, inhibitori TNF-a si produse biologice care vizeaza IL-17
infectie cu Clostridioides difficile

consumatorii de droguri intravenoase (predispusi la candidoza invaziva,
in special pentru infectii ale fluxului sangvin, valvelor cardiace, oaselor si
articulatiilor).

Primul pas in dezvoltarea unei infectii candidozice este colonizarea suprafetelor
muco-cutanate. Caile de invazie includ dereglarea unei suprafete colonizate (piele
sau mucoasad), permitand accesul microorganismelor in fluxul sangvin si persorb-
tia prin peretele gastrointestinal, care poate apdrea in urma unei colonizari masive
cu fungi care trec direct in fluxul sangvin.

Patofiziologia. Speciile de Candida contin propriul lor set de mecanisme de viru-
lenta bine recunoscute, dar slab caracterizate, care contribuie la capacitatea lor
de a provoca infectii. Printre principalii factori de virulenta se numara:

Moleculele de suprafata care permit aderenta microorganismului la alte
structuri (celule umane, matrice extracelulara, dispozitive protetice).
Proteaze acide si fosfolipaze care asigura penetrarea si deteriorarea inve-
lisurilor celulare.

Capacitatea de a se transforma intr-o forma hifalica (schimbare fenotipica).
Cresterea numarului de cai alternative de utilizare a carbonului (adaptare
metabolica).

Inducerea unor raspunsuri diferentiate de rezistenta la stres (superoxid
dismutaze).

Mascarea componentelor peretelui celular pentru evitarea raspunsului imun.
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3. Aspecte clinice
Candidoza sistemica

Candidoza sistemica poate fi impartita in doua sindroame primare: candidemia si
candidoza diseminata (infectie a organelor cu Candida spp.). Infectiile profunde
ale organelor induse de speciile de Candida sunt, in general, parte a sindroamelor
de candidoza diseminata si pot implica unul sau mai multe organe.

Candidemia

Speciile de Candida sunt o cauza frecventa a infectiei de flux sangvin, al patrulea
cel mai frecvent microorganism izolat in hemoculturi. Infectia cu Candida este
consideratd o infectie asociatd asistentei medicale. In istoricul pacientului cu can-
didemie se constata:

- Cateva zile de febra care nu raspunde la antibiotice cu spectru larg; frec-

vent singurul marker al infectiei;

- Cateterizare intravenoasa prelungita;

- Unistoric al mai multor factori de risc cheie;

- Posibil asociat cu infectia multiorganica.

Rezultatele examenului fizic:
- Febrg;
- Leziuni cutanate macronodulare (aproximativ 10%);
- Endoftalmita cauzata de Candida (aproximativ 10%);
- Ocazional, soc septic (hipotensiune, tahicardie, tahipnee).

Alte cauze ale candidemiei fara boala invaziva:

- Candidoza legata de cateterul intravascular. Aceasta entitate raspunde, de
obicei, prompt la indepartarea cateterului si la tratamentul antifungic.

- Tromboflebita supurativa asociata cu cateterismul venos central prelungit.
Tromboflebita supurativa se manifesta cu febra si cu candidemie persis-
tentd, Tn ciuda terapiei antifungice adecvate si a indepartarii cateterului.
Se pot dezvolta sepsisul si socul septic.

- Endocarditaa. Cele mai frecvente cauze ale endocarditei fungice sunt spe-
ciile de Candida, in special C. albicans si C. parapsilosis cu implicarea valvei
aortice si mitrale. Endocardita poate fi exogena (rezultat al inocularii directe
in timpul interventiei chirurgicale) sau endogena (indusa de diseminarea
hematogena). Endocardita cauzata de Candida spp. este asociata cu patru
factori de risc principali, inclusiv consumul intravenos de droguri (asociata
frecvent cu C. parapsilosis), chimioterapia, proteze valvulare (aproximativ
50% din cazuri) si utilizarea prelungita a cateterelor venoase centrale.

Examenul fizic releva o gama larga de manifestari, inclusiv febra care nu raspunde
la antibiotice, hipotensiune arteriald, soc, suflu nou sau in schimbare si embolii
septice vaste ale organelor.

Candidoza diseminata

Aceasta forma de candidoza este asociata frecvent cu infectii profunde si multiple
ale organelor sau poate implica infectia unui singur organ. Din pacate, hemocul-
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turile sunt negative la 40-60% dintre pacientii cu candidoza diseminata. Istoricul
unui pacient cu candidoza diseminata prezumtiva releva o febra care nu raspunde
la antibiotice cu spectru larg si rezultate negative din hemocultura. Examenul fizic
evidentiaza febra (poate fi singurul simptom) declansata de un agent etiologic
necunoscut, sepsis asociat si soc septic.

Candidoza hepatosplenica (candidoza sistemica cronica)

Candidoza hepatosplenica, o forma de candidoza sistemica la pacientii cu o malig-
nitate hematologica subiacenta si neutropenie, se dezvolta in timpul fazei de recu-
perare a unui epizod neutropenic. Istoricul pacientului include urmatoarele:

- Febra care nu raspunde la antibiotice cu spectru larg;

- Durere in hipocondrul drept;

- Dureri abdominale si distensiune;

- Icter (rar).

Rezultatele examenului fizic includ sensibilitate in hipocondrul drept si hepatos-
plenomegalie (<40%).

Candidoza renala

Candidoza sistemica este frecvent o consecinta a candidemiei sau a candidozei
diseminate. Istoricul pacientului include febra care nu raspunde la antibiotice cu
spectru larg. Frecvent, pacientii sunt asimptomatici si lipsesc simptome care se
refera la sistemul renal.

Constatarile la examenul fizic sunt, in general, nesemnificative, diagnosticul stabi-
lindu-se pe baza analizei generale a urinei si a biopsiei renale. De cele mai multe
ori, afectiunea este diagnosticata la necropsie.

Infectii ale sistemului nervos central induse de specii de Candida

Infectiile sistemului nervos central (SNC) induse de specii de Candida sunt rare si
dificil de diagnosticat. Se disting doua forme primare de infectie: exogena si endo-
gena. Infectia exogena rezulta din infectia postoperatorie, traumatisme, punctie
lombara sau plasarea sunturilor. Infectia endogena este consecinta diseminarii he-
matogene, cu implicarea parenchimul cerebral si se asociaza cu multiple abcese
mici (de ex., candidoza diseminata).

Ca si in cazul altor infectii de organ cauzate de speciile de Candida, pacientii
au, de obicei, factori de risc de baza pentru candidoza diseminata. Infectiile SNC
determinate de specii de Candida sunt frecvent intalnite la pacientii cu internari
prelungite in terapie intensiva.

Spectrul infectiilor SNC include:
- Meningita;
- Vasculita granulomatoasa;
- Cerebrita difuza cu microabcese;
- Anevrisme micotice;
- Febra care nu raspunde la antibiotice cu spectru larg;
- Stare mentala alterata.
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La examenul fizic se constata urmatoarele:
- Febra;
- Rigiditate cervicala;
- Confuzie;
- Coma.

Artrita, osteomielita, costocondrita si miozita cauzate de Candida spp.

Infectiile musculoscheletice cauzate de Candida spp. nu sunt comune, dar posibile
din cauza frecventei crescute a candidemiei si a candidozei diseminate. Cele mai
frecvente locuri de implicare continua sunt articulatia genunchiului si coloana ver-
tebrald. Modelul de implicare este similar cu cel observat in infectiile bacteriene.

Infectia poate fi exogena sau endogena. Infectia exogena este rezultatul inocularii
directe a microorganismelor, cum ar fi infectia postoperatorie sau traumatismele.
Cele mai frecvente localizari sunt urmatoarele:

- Coastele si oasele membrelor inferioare (pacienti < 20 ani);

- Coloana vertebrald si abcesul paraspinal (la varsta adulta);

- Oasele plate (orice grup de varsta);

- Sternul, in general postoperator, dupa interventia chirurgicala cardiaca.

Pacientul este frecvent asimptomatic, iar istoricul releva factori de risc tipici can-
didozei diseminate, precum si durere localizata.

Rezultatele examenului fizic sunt frecvent neremarcabile, evidentiindu-se sensi-
bilitate in zona afectatd, eritem si deformare osoasa, ocazional in asociere cu un
tract fistulos drenant.

Artrita cauzatd de Candida spp. este, in general, o complicatie a candidozei disemi-
nate, dar poate fi cauzata de traumatisme sau de inoculare directa din cauza inter-
ventiilor chirurgicale sau a injectiilor cu steroizi. Majoritatea cazurilor sunt acute si
debuteaza ca o sinovita supurata. Un procent mare de cazuri evolueaza spre oste-
omielita. Artrita cauzata de Candida dupa inlocuirea articulatiilor se intalneste rar.

Osteomielita generata de Candida are originea fie exogena, fie endogena. Infectia
exogena este rezultatul inocularii directe a microorganismelor dupa interventii chi-
rurgicale, traumatisme sau injectii cu steroizi. Forma endogena este o complicatie
a candidemiei sau a candidozei diseminate. In cele mai multe cazuri, ca urmare
a diseminarii hematogene, sunt implicate discurile vertebrale si infectia progre-
seaza frecvent spre discita cu extindere contigud in corpul vertebrelor. Alte oase
afectate pot fi: oasele mainii, femurul, scapula si humerusul proximal.

Costocondrita este o forma necomuna de infectie si se prezinta prin doua mo-
duri de infectie. Costocondrita candidozica este, de obicei, rezultatul raspandirii
hematogene a infectiei sau a inocularii directe in timpul interventiei chirurgicale
(sternotomie mediana). Costocondrita este frecvent asociata cu durere localizata
in zona afectata.

Miozita cu Candida este mai putin frecventa, dar deseori asociata cu candidoza di-
seminata. Majoritatea pacientilor sunt neutropenici si raporteaza dureri musculare.
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Miocardita-pericardita cauzata de specii de Candida

Aceasta infectie este, de obicei, rezultatul raspandirii hematogene directe a agen-
tului patogen in asociere cu candidemie si mai rar a extinderii directe a acestuia din
stern sau din esofag. Miocardita-pericardita apare sub forma de abcese difuze ras-
pandite n intregul miocard, fiind inconjurate de tesut cardiac normal. La pacientii
cu candidoza diseminata, rata miocarditei-pericarditei este de pana la 50%. Istoricul
pacientului releva complicatii grave in 10-20% din cazuri fara afectiuni valvulare.

Examenul fizic evidentiaza febra, hipotensiune arteriala, soc, tahicardie si noi su-
fluri cardiace.

Peritonita cauzata de Candida

Istoricul pacientului releva frecvent o asociere cu interventia chirurgicala a tractu-
lui gastrointestinal, perforatia vascoasa sau dializa peritoneala. Peritonita cu Can-
dida tinde sa ramana localizata, diseminandu-se Tn sange in doar 15% din cazuri.
Gama de manifestari este larga si include febra, frisoane, dureri si crampe abdo-
minale, greata, varsaturi si constipatie. Izolarea speciilor de Candida din lichidul
peritoneal la pacientii operati trebuie evaluata cu atentie.

Examenul fizic poate evidentia urmatoarele:
- febra si frisoane;
- distensiune abdominala;
- durere abdominala de intensitate variabila;
- greata, vome;
- inapetenta.

Abces splenic si hipersplenism cauzate de Candida

Ambele sunt manifestari ale candidozei diseminate si sunt, de obicei, asociate si-
multan cu afectarea ficatului. Manifestarile hipersplenismului sunt frecvente (vezi
Candidoza hepatosplenica).

Colecistita cauzata de Candida

Aceasta forma a colecistitei este mai putin frecventa, fiind asociata mai des cu colan-
gita bacteriana si colangita ascendenta. In general, colecistita candidozica este dia-
gnosticata in momentul interventiei chirurgicale, cand este posibila obtinerea culturii.

4. Descrierea speciilor de Candida spp.

Candidoza reprezinta o infectie cauzata de specii din genul Candida, predominant
fiind Candida albicans. Speciile de Candida sunt levuri omniprezente care cel mai
des afecteaza oamenii, fiind considerate adevarati agenti patogeni oportunisti
care exploateaza progresele tehnologice pentru a invada fluxul sangvin si tesutu-
rile profunde. in prezent, speciile de Candida afecteaza tesuturile in mod normal
rezistente la invazie.

Speciile din genul Candida se caracterizeaza prin celule de forma diferita, de la
globuloasa pana la alungita. Pseudohifele si ocazional hifele adevarate pot fi, de
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asemenea, prezente. Pigmentarea coloniilor lipseste, formeaza blastospori. Se re-
produc prin inmugurire multilaterala cu baza ingusta. Reproducerea sexuata nu
este caracteristica. Glucoza poate fi fermentata, nitratii se asimileaza si nu sinte-
tizeaza compusi asemanatori amidonului.

Genul este foarte polifiletic, deoarece cuprinde specii mitosporice lipsite de carac-
teristici distinctive speciale. in urma unor revizuiri taxonomice, mai multe specii
din genul Candida au fost trecute in alte genuri. In special, Pichia kudriavzevii
(Candida krusei), Meyerozyma gquilliermondii (Candida guilliermondii), Clavispora
lusitaniae (Candida lusitaniae), Kluyveromyces marxianus (Candida kefyr), Diuti-
na catenulata (Candida catenulata), Diutina rugosa (Candida rugosa) si Wicker-
hamomyces anomalus (Candida pelliculosa). Candida glabrata si Candida parapsi-
losis sunt recunoscute ca specii complexe.

Mai multe specii de Candida sunt agenti etiologici ai infectiilor fungice, in special
Candida albicans, urmata de C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis si Pichia
kudriavzevii. Aceste cinci specii provoaca peste 95% din infectiile fungice umane.
Pe 1anga aceste cinci specii, sunt omniprezente si apar in mod natural la oameni
Si alte specii din acest gen.

Semnificative din punct de vedere medical sunt urmatoarele specii de Candida:
- Candida albicans, cea mai comuna specie identificata (50-60%);
- Candida glabrata (cunoscuta anterior ca Torulopsis glabrata) (15-20%);
- Candida parapsilosis (10-20%);
- Candida tropicalis (6 -12%);
- Candida krusei (1-3%);
- Candida kefyr (< 5%);
- Candida guilliermondi (< 5%);
- Candida lusitaniae (< 5%);
- Candida dubliniensis, recuperatad in primul rand de la pacientii infectati
cu HIv;
- Candida auris;
- Candida haemulonii.

C. albicans si C. glabrata reprezinta aproximativ 70-80% din speciile de Candida
recuperate de la pacientii cu candidemie sau cu candidoza invaziva.

Candida albicans este un comensal al membranelor mucoase si al tractului gas-
trointestinal, cel mai frecvent agent patogen fungic oportunist al oamenilor si cel
mai frecvent izolat din hemoculturi. Desi face parte din flora gastrointestinala nor-
mala, C. albicans are capacitatea de a coloniza aproape toate tesuturile si organe-
le umane, provocand infectii grave si invazive.

Fiind o specie polimorfa, C. albicans se poate dezvolta sub forma de celule levu-
rice, pseudohife si hife, acest dimorfism fiind necesar pentru o virulenta deplina.
Datorita adaptabilitatii largi, specia poate dezvolta rezistenta in urma unei expu-
neri prelungite la antifungice. Formarea de biofilme, care diminueaza accesibili-
tatea antifungicelor, selectia de mutatii spontane care cresc expresia sau scad
sensibilitatea tintei, anomaliile cromozomiale, supraexpresia pompelor de eflux
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multidrog si capacitatea de a ocoli apararea imunitard a gazdei sunt cativa dintre
factorii care pot contribui la toleranta si rezistenta la antifungice a C. albicans.

Candida glabrata complex

Recent, Candida glabrata a fost recunoscuta ca un complex de trei specii: C. gla-
brata, C. bracarensis si C. nivariensis. Aceste trei specii nu pot fi distinse din punct
de vedere fenotipic, fiind identificate prin metode moleculare sau MALDI-TOF MS.

Candida glabrata, desi este una dintre cele mai comune specii de levuri de pe
suprafata corpului, adesea este izolata incidental de pe piele si din urina. Specia
este 0 cauza ,oportunista” atat a infectiilor superficiale, cat si a celor sistemice,
n special la pacientii imunocompromisi, izolata de la pacientii cu sepsis, pielone-
frita, infectii pulmonare, cu endocardita si hiperalimentare. in prezent, specialistii
acorda o atentie deosebita C. glabrata ca urmare a cresterii incidentei acesteia la
nivel mondial, asocierii cu rezistenta la Fluconazolum de pana la 20% din probele

clinice si a sensibilitatii globale scazute la alti azoli si poliene.

Candida parapsilosis a fost recunoscuta ca un complex din patru specii: C. parap-
silosis, C. orthopsilosis, C. metapsilosis si Lodderomyces elongisporus. Aceste patru
specii nu pot fi distinse, recurgandu-se la secventierea sau analiza MALDI-TOF MS.

Speciile de Candida reprezinta majoritatea infectiilor sistemice fungice ale flu-
xului sangvin Tn unitdtile de terapie intensiva din intreaga lume. Desi cea mai
raspandita si invaziva specie este Candida albicans, in ultimele doua decenii
dominatia acesteia a scazut pe masura ce numarul de infectii invazive provocate
de specii de Candida non-albicans a crescut. Dintre acestea, Candida parapsi-
losis are o importanta deosebita, deoarece este capabila sa formeze biofilme
tenace pe cateterele venoase centrale si pe alte dispozitive implantate medical,
amenintand astfel pacientii care au fost supusi unor interventii medicale inva-
zive. C. parapsilosis se dezvolta rapid si In cazul nutritiei parenterale totale ad-
ministrata pacientilor de la terapie intensiva, expunand astfel la un risc crescut
copiii subnutriti si nou-nascutii cu greutate mica la nastere. Desi infectiile cu C.
parapsilosis determina, in general, rate mai mici de morbiditate si de mortalitate
decat infectiile cu C. albicans, s-a raportat ca mai multe izolate clinice ale acestei
specii sunt mai putin sensibile la echinocandine si, in unele regiuni, s-a observat
rezistenta si la tratamentul cu azoli, ceea ce complica alegerea tratamentului
empiric cu medicamente antifungice.

Candida tropicalis este o cauza majora a fungemiei si a candidozei diseminate,
fiind si o parte a florei mucocutanate umane, izolata din materii fecale, creveti,
chefir si sol. Specia este capabilad sa produca pseudohife, biofilme rezistente si
este foarte aderenta la celulele epiteliale si endoteliale. Conform datelor recente,
C. tropicalis este rezistenta la medicamentele antifungice precum derivatii azolici,
Amphotericinum B* si echinocandinele.

C. tropicalis este considerat un microorganism osmotolerant, iar aceasta capacita-
te de a supravietui la concentratii ridicate de sare poate fi importanta pentru per-
sistenta fungica in medii saline, contribuind la exprimarea factorilor de virulenta
in vitro si la rezistenta antifungica.
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Candida krusei este o ascomiceta diploida, care habiteaza pe membrana mu-
coasa a persoanelor sanatoase. Levura poate provoca infectii care pun in pericol
viata indivizilor imunocompromisi, cu malignitate hematologica si a celor care fo-
losesc profilaxia azolica prelungita. Specia prezinta interes prin rezistenta intrin-
seca la Ketoconazolum si Fluconazolum; si sensibilitate scazuta la toate celelalte
antifungice, inclusiv ltraconazolum si Amphotericinum B*.

Candida kefyr (anterior Candida pseudotropicalis) este o levura al carei tele-
omorf este recunoscut in prezent ca fiind Kluyveromyces marxianus. Candida
kefyr - o0 ascomiceta izolata ocazional din produse lactate, a fost izolata si dintr-o
varietate de probe clinice, inclusiv din probe invazive si de pe mainile lucratorilor
din domeniul sanatatii. Rapoartele recente sugereaza ca C. kefyr este un agent
patogen emergent la pacientii imunocompromisi, in special la cei cu boli oncohe-
matologice. C. kefyr a atras atentia prin sensibilitatea redusa la Amphotericinum
B* si a capacitatii sale de a dobandi rapid rezistenta la echinocandine.

Candida guilliermondii face parte din microbiota fungica normala a pielii si a
mucoaselor umane. in cea mai mare parte a lumii, este un izolat neobisnuit al
carui comportament ca fung de mediu, saprofit uman si agent de infectii grave a
fost evidentiat de-a lungul anilor. Bolile provocate de acest agent patogen implica
gazde oncologice compromise. Este ingrijorator faptul ca poate dobandi sau ex-
prima fn mod inerent o sensibilitate redusa in vitro la toate clasele de antifungice,
desi nu a fost inca descrisa o rezistenta generalizata, iar corelatia dintre CMI si
rezultatele clinice este slaba.

Candida guilliermondii, un complex eterogen din punct de vedere genetic, cuprin-
de mai multe specii, dintre care trei au fost raportate ca fiind cauza candidemiei
(C. guilliermondii sensu stricto [Meyerozyma guilliermondii ca forma teleomorfal,
Candida fermentati [Meyerozyma caribbica ca forma teleomorfa] si Candida car-
pophila).

Incidenta candidemiei cauzate de C. guilliermondii variaza intre 1% si 3%, in functie
de localizarea geografica, iar 95% sunt generate de C. guilliermondii sensu stricto.
Din cauza sensibilitatii scazute intrinseci la azoli si la echinocandine, tratamentul
fungemiei cu C. guilliermondii reprezinta o provocare din ce in ce mai mare.

Candida lusitaniae este un microorganism dimorf care produce celule levurice
ovoidale, elipsoidale sau alungite, asemanatoare altor specii precum Candida tro-
picalis, iar coloniile sunt de culoare si aspect cremos, moi si netede. Comparativ cu
C. albicans, cea mai studiata specie din acest gen, C. lusitaniae nu este capabila
sa dezvolte hife adevarate, ci doar pseudohife, care sunt o blastoconidie cu un tub
de inmugurire ingustat intre conidie si primul compartiment al tubului germinativ
emergent. Dimorfismul acestui microorganism a fost legat de rezistenta fungica
la Amphotericinum B*. Plasticitatea morfologica a speciei ofera posibilitatea ca o
celula-fiica sa supravietuiasca apararii imunitare a gazdei. Pe CHROMagar, colo-
niile genereaza o culoare roz spre purpurie, ceea ce permite diferentierea lor de
coloniile speciei C. tropicalis, deoarece ambele specii sunt similare din punct de
vedere morfologic.
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in calitate de agent patogen, C. lusitaniae este o levurd haploida oportunista ra-
portata ca fiind cauza etiologica a infectiei la om, cel mai frecvent la pacientii
imunocompromisi care au adesea comorbiditati. Chiar daca este considerat un
agent patogen nosocomial emergent cu frecventa redusa si sensibil |la terapiile an-
tifungice conventionale, C. lusitaniae a atras atentia, unele izolate fiind rezistente
la Amphotericinum B* si Fluconazolum. Dintre infectiile provocate de speciile de
Candida spp., C. lusitaniae este responsabila pentru aproximativ 19,3% din cazu-
rile de fungemie la pacientii cu cancer si aproximativ 1,7% din toate cazurile de
candidoza genitourinara la pacientii ambulatori.

Candida dubliniensis, |levura pozitiva pentru clamidospori si tuburi germinative
si foarte strans inrudita cu C. albicans, a fost descoperita in 1995 si recuperata,
n principal, din cavitatea bucald a persoanelor infectate cu HIV si a pacientilor cu
SIDA din locatii geografice foarte raspandite.

Candida auris este un fung emergent multidrog rezistent care provoaca infectii
invazive. Descris pentru prima data in 2009 in Japonia, de atunci au fost inregistra-
te infectii si focare cauzate de C. auris in spitale din mai multe tari. Dificultatea de
identificare a acestui fung, rezistenta la mai multe medicamente, ratele mari de mor-
talitate asociate si supravietuirea pe termen lung pe suprafetele din mediu, permit
acestui fung sa fie deosebit de problematic in mediul clinic. In multe tari, C. auris este
acum o infectie care trebuie notificata conform reglementarilor de sanatate publica.

Candida haemuloni este in prezent consideratd un complex de trei entitati fe-
notipic identice, dar genotipic distincte: C. haemuloni, C. duobushaemulonis si C.
haemuloni var. vulneris, bazata pe secventierea ITS si D1/D2.

Nota: C. haemuloni si C. haemulonis sunt variante ortografice, C. haemuloni fiind consi-
derat numele corect.

Candida inconspicua este 0 cauza rara a candidemiei.

5. Tehnici de diagnostic in candidoza

5.1 Examinarea si evaluarea culturilor primare
5.1.1 Examinarea cresterii fungice pe medii primare

Medii primare de izolare pentru fungi: (a) Agar dextroza Sabouraud cu cloramfeni-
col; se incubeaza culturi duplicate la 25-30°C si la 35-37°C si (b) Agar infuzie cord
creier (BHIA) suplimentat cu 5% sange de berbec si incubat la 35-37°C. Culturile
se mentin timp de patru saptamani.

Nota: culturile bacteriologice negative de la pacienti cu dovezi clinice de infectie
fungica trebuie sigilate cu banda si mentinute la 25-30°C timp de patru saptamani
pentru a exclude prezenta unor fungi cu crestere lenta.

Placile primare sunt citite zilnic in prima saptamana, la doua zile in a doua sapta-
mana si de doua ori pe saptamana in ultimele doua saptamani. Durata incubarii de
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patru sdptamani a fost contestata, deoarece putine culturi pozitive noi se dezvolta
in a patra saptamana. insd s-a observat c& culturile pozitive, semnificative din
punct de vedere clinic, uneori devin vizibile in a patra sdptamana, sugerand astfel
necesitatea de a pastra aceasta perioada de incubatie.

in zonele endemice, cu agenti patogeni dimorfi sistemici, trebuie luatd in consi-
derare incubarea timp de cinci saptamani, deoarece izolatele ocazionale de Histo-
plasma capsulatum si Blastomyces dermatitidis necesita mai mult timp pentru a
forma colonii evidente. In cazurile de eumicetom (micetom fungic), agentul etio-
logic poate sa nu fie evident pe cultura pana in a cincea sau a sasea saptamana.

Cand apare cresterea, este necesara diferentierea intre levuri si formele filamen-
toase (mucegaiuri) care pot necesita examinare microscopica. Se utilizeaza frotiu
umed sau colorat cu lactofenol coton bleu (LPCB, anexa 5). Daca izolatul sugerea-
za o actinomiceta, se examineaza cu coloratia Gram si coloratia acido-rezistenta
modificata.

Mai multe caracteristici-cheie ale unor fungi pot fi obtinute din culturi primare.
Pentru levuri, acestea includ prezenta unei capsule, caracteristicile de inmugu-
rire (unice, multiple sau catenate), dimensiunea, morfologia si culoarea coloniei.
Daca in cultura primara este utilizat CHROMagar sau alt mediu cromogen, poate
fi posibila o identificare prezumtiva a levurilor. Hemoculturile sau culturile fluide
incubate in bulion, care au elemente fungice la colorarea Gram, trebuie sa fie
subcultivate pe medii adecvate. Cand sunt observate levuri, setul de medii pentru
subcultura trebuie sa includa si agar cromogen sau un mediu diferential similar,
inclusiv tehnica de colorare India ink atunci cand morfologia levurilor este suspec-
ta pentru Cryptococcus spp.

5.1.2 Examinarea microscopica a levurilor/fungilor

Pentru vizualizarea mai multor specii de fungi pot fi utilizate urmatoarele tehnici:
- Examinarea coloniilor levurice cu agent de umezire Tween 80 de 0,05%;
- Tehnica LPCB;
- Tus de India (India ink);
- Coloratia Gram.

Nota: procedura acestor tehnici este descrisa in anexa 5.

5.1.3 Medii cromogene pentru identificarea levurilor din culturile primare

Medii cromogene

Mediile cromogene contin substraturi enzimatice legate de compusi cromogeni.
La scindarea de catre enzime specifice, substraturile cromogene se coloreaza.
Actiunea diferitor enzime produse de speciile de levuri are ca rezultat o variatie
de culori, utila pentru identificarea prezumtiva a unor levuri. Acest tip de mediu
este potrivit pentru C. krusei, C. albicans, C. tropicalis si Trichosporon spp. Mediul
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cromogen nu este insa unica solutie pentru o identificare definitiva a levurilor.
Pentru a inhiba contaminarea bacteriana a probelor primare, mediul contine clo-
ramfenicol. Grupul de levuri identificat pe mediu cromogen poate varia in functie
de furnizorii de agar.

Aplicatii

Mediile cromogene sunt utile pentru detectarea infectiilor mixte (in special la rani
si la probe considerate sterile) si ca test suplimentar pentru rezolvarea identifica-
rilor dificile.

Procedeu

Probele primare trebuie inoculate prin proceduri tipice pentru specimen, subcultu-
rile fiind striate pe placi pentru a obtine colonii izolate.

Pentru respectarea temperaturii si duratei de incubatie, se vor urma instructiunile
producatorului. Expunerea la temperaturi mai ridicate sau mai scazute pentru o
perioada prelungita va modifica culoarea finala a coloniilor si va duce la o posibila
identificare prezumtiv incorecta a unor specii de Candida.

Pentru a determina caracteristicile microorganismului, in scopul identificarii pre-
zumtive, se vor utiliza doar colonii izolate.

Nu se utilizeaza colonii izolate pentru a efectua teste ulterioare de screening sau
pentru sisteme de identificare biochimica. Este recomandabila subcultura pe un
mediu neselectiv inainte de a efectua teste suplimentare de identificare a izolatului.

Daca mediul este utilizat pentru a determina infectia mixta in probele primare si
pentru unele identificari dificile, trebuie efectuate teste suplimentare.

Limitari

Mediile cromogene permit doar identificarea prezumtiva pana la patru-cinci spe-
cii de levuri (C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata si C. dubliniensis).
Laboratoarele clinice ar trebui sa testeze cel putin cinci izolate din fiecare dintre
cele patru-cinci specii pentru a determina variatia de culoare care poate aparea.
Respectarea stricta a conditiilor de incubatie ale producatorului este imperativa.

Reactivitatea enzimatica este sensibila la temperatura. inainte de a efectua acest
test, este necesar de a consulta instructiunile producatorului.

Mediile cromogene au fost dezvoltate pentru a oferi o identificare prezumtiva a C.
albicans, dar aceste medii ar putea fi folosite si pentru detectarea infectiilor mixte.
Nici un mediu cromogen sau fluorogenic nu trebuie utilizat ca unic determinant al
identificarii speciilor.

5.2 Identificarea prezumtiva a levurilor izolate pe cultura primara

Testele descrise in tabelul 1 sunt considerate prezumtive, deoarece nu testeaza o
caracteristica unica a unei specii respective. Unele dintre teste au valori de speci-
ficitate ridicate, ceea ce ar face testul suficient in managementul medical al unor
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situatii clinice (de ex., candidoza intertriginoasa cauzata de C.albicans), dar insu-
ficient pentru altele (de ex., fungemia cauzata de C. albicans). Testele prezumtive
sunt, de asemenea, limitate in gama de specii pe care le identifica.

Rezultatele a doua teste diferite cu specificitate Thalta pentru o anumita specie
pot fi adecvate pentru identificarea prezumtiva a speciei. Cu toate acestea, exista
cazuri cand doua specii diferite provoaca reactii pozitive identice cu ambele teste.
Micologii si microbiologii clinici trebuie sa fie constienti de acest fapt, de ex. C.
albicans, cea mai des intalnita specie in cadrul clinic, si C. dubliniensis prezinta
rezultate pozitive atat la tubul germinativ, cat si pentru enzimele B-galactozamini-
daza si L-prolin aminopeptidaza.

Rezultatele obtinute cu un test prezumtiv trebuie sa fie in concordanta cu alte
informatii referitoare la levuri (culoarea coloniei si morfologia celulara) si la speci-
menul clinic. Astfel, testele prezumtive ar trebui efectuate numai pe izolate care
au caracteristici morfologice si culturale compatibile cu utilizarea unui anumit
test. Este important de stiut ca apar infectii mixte cu levuri, cum ar fi fungemia.
Testele de identificare prezumtiva presupun ca inoculul provine din culturi pure
sau din colonii unice, iar unele teste, precum cele de screening pentru C. albicans,
necesita colonii multiple in pregadtirea inoculului si, prin urmare, culturile mixte vor
furniza rezultate eronate.

Tabelul 1. Teste de identificare prezumtiva a levurilor pe cultura primara

Teste Microorganism

Mediu cromogen C. albicans, C. krusei, C. tropicalis,
Trichosporon spp.

Tub germinativ C. albicans complex (C. albicans,

C. dubliniensis, C. stellatoidea si
Candida africana)

Screening C. albicans C. albicans, C. dubliniensis

Test rapid ureaza Cryptococcus spp., Rhodotorula
spp., Trichosporon spp. (variabil),
C. krusei (variabil), Malassezia
pachydermatis, Candida lipolytica
(levuri bazidiomicete)

Test rapid nitrat reductaza C. albidus (+), C. neoformans (-),
C. terreus (+)
Disc cu acid cafeic C. neoformans
Test rapid de asimilare a trehalozei C. glabrata
Tus de India Cryptococcus spp.
Hibridizare in situ prin fluorescenta C. albicans, C. albicans/C. parapsilosis,

folosind sonde de acid nucleic peptidic |C. glabrata, C. glabrata/C. krusei,
(PNA FISH), doar pentru hemoculturi C. tropicalis
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5.2.1 Testul tub germinativ

Testul tub germinativ ofera una dintre cele mai rapide abordari ale identificarii
prezumtive pentru C. albicans si C. dubliniensis.

Procedeu:

1. Se atinge usor o colonie de micete levuriforme cu un aplicator de lemn.

2. Sesuspendeaza celulele de micete intr-un tub, etichetat corespunzator, cu 0,5
ml de ser fetal bovin, continand 0,5% glucoza. Ca alternativa, se pot utiliza mai
multe medii lichide (de ex., BHI, bulion de soia tripticaza, bulion nutritiv).

3. Seincubeaza la 35-37°C timp de 2,5-3 ore. Este esential sa nu se incubeze tes-
tul mai mult de 3 ore, deoarece in cazul unei incubatii prelungite pot dezvolta
tuburi germinative si alte specii.

4. Se pune o picatura de suspensie pe o lama de microscop, apoi se aplica o la-
mela peste suspensie.

5. Se examineaza preparatul la putere mare pentru prezenta sau absenta tu-

burilor germinative. Un tub germinativ apare ca o scurta prelungire laterala
de la celula levurica si nu are o constrictie (sept) unde se intalneste cu celula
levurica sau orice constrictie de-a lungul tubului (daca tubul este suficient de
lung pentru a produce un sept). Trebuie examinate cel putin cinci tuburi germi-
native inainte de a declara izolatul pozitiv.

La microscopie, productia de tuburi germinative de catre celule este prezumtiva
pentru C. albicans si C. dubliniensis (Fig. 1, Fig. 2a).

Fig. 1. Producerea de tuburi germinative de catre Candida albicans, baza de

tuburi germinative pozitive nu va avea constrictii

Fig. 2. Tub germinativ:
a) C. albicans si
b) C. tropicalis (pseudohife)
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Tuburile germinative sunt prelungiri tinere si cele adevarate nu au o constrictie
la baza, unde adera la celula-mama. S-a demonstrat ca C. dubliniensis produce
tuburi germinative adevarate. Desi C. dubliniensis este relativ rara, ar fi nevoie
de analize biochimice sau morfologice suplimentare pentru a o deosebi de C. albi-
cans. Daca exista o constrictie la baza unui tub germinativ, microorganismul este
altul decat Candida albicans/dubliniensis. Astfel de tuburi germinative septate, cu-
noscute sub numele de tuburi pseudogerminative, sunt mai frecvente la C. tropi-
calis (Fig. 2b). Izolatele de C. tropicalis vor fi identificate gresit ca fiind C. albicans
pand cand cercetdrile de laborator vor face distinctia intre tuburile germinative
reale si cele pseudo germinative.

5.2.2 Teste cu enzime preformate

Atunci cand este crescuta pe medii adecvate, C. albicans produce doua exoenzi-
me: L-prolin aminopeptidaza si B-galactozaminidaza. Detectarea acestor enzime
cu un disc impregnat cu substrat cuplat cu cromogen, timp de secunde sau minu-
te, permite identificarea prezumtiva a C. albicans. Sunt disponibile si kituri comer-
ciale C. albicans screen (Remel; Murex) care utilizeaza discul impregnat. Identifi-
carea prezumtiva a C. albicans bazata pe una dintre cele doua enzime preformate
mentionate prezinta un nivel inacceptabil de scazut al sensibilitatii.

Acest test, in combinatie cu testul tubului germinativ, a fost utilizat pentru a con-
firma un izolat ca C. albicans, insa C. dubliniensis va produce aceleasi rezultate.
Laboratoarele trebuie sa fie constiente ca C. dubliniensis poate fi izolata din san-
ge, din urina, din secretii vaginale si din alte probe, in special atunci cand pacien-
tul este imunocompromis sau pare refractar la terapia cu azoli.

Izolate rare ale altor specii de Candida, in special C. tropicalis, pot produce tuburi
germinative in testul tubului germinativ, desi sunt prezente putine tuburi germina-
tive si sunt mai inguste (constrictii) la baza. Testul enzimatic va ajuta la distingerea
acestor izolate de C. albicans. Acest test poate fi utilizat si in combinatie cu mediile
cromogene si cu testul rapid de asimilare a trehalozei pentru a obtine identificarea
prezumtiva a speciilor comune asociate cu infectiile fluxului sangvin (Fig. 3).

Procedeu:

a) Se vor utiliza numai culturi pure de 18-24 de ore ale microorganismelor
de control cultivate pe Sabouraud dextroza (glucoza) agar si numai culturi
pure ale microorganismelor de testare crescute pe agar-sange, Sabouraud
dextroza agar, Mycosel sau agar cu dextroza din cartofi.

b) Se scoate un disc din flacon si se pune intr-unul dintre tuburile furnizate.
Se adauga o picatura de apa sterila demineralizata (deionizata).

¢) Cu un aplicator, se ia o ,pasta” grea vizibila de cultura fungica si se aplica
pe disc. Se incubeaza la 35°C timp de cateva secunde sau minute (con-
form instructiunii producatorului).

d) Dupa incubare, se adauga o picatura de NaOH de 0,3% si se examineaza
pe un fundal alb pentru a detecta o culoare galbena distincta. Daca nu
apare nicio culoare, testul se considera negativ.
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e) Se adauga o picatura de reactiv cinamaldehida. Dezvoltarea unei culori
de la roz la rosu, timp de un minut se considera un rezultat pozitiv. Lipsa
culorii sau o culoare usor galbena este un test negativ.

Rezultate

Dezvoltarea unei culori galbene distincte la adaugarea de NaOH de 0,3% este un
test pozitiv pentru B-galactozaminidaza. Lipsa culorii galbene nu indica absenta
enzimei. Dezvoltarea unei culori rosii timp de un minut dupa adaugarea reactivului
cinamaldehida este un test pozitiv pentru L-prolin aminopeptidaza.

Interpretarea rezultatelor

Un rezultat pozitiv al testului, adica ambele enzime prezente, este o identificare
prezumtiva a C. albicans sau a C. dubliniensis. intrucat izolate rare de Candida ru-
gosa si de Candida tropicalis pot fi pozitive, se vor exclude aceste posibilitati prin
efectuarea unui test pe tub germinativ.
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Fig. 3. Identificarea celor mai frecvente specii de Candida,
importante din punct de vedere clinic, izolate din specimene sterile.
Algoritmul presupune ca a fost inclus ca mediul primar CHROMagar Candida

Nota. Daca levurile provin dintr-un fluid corporal steril sau din sange, doua teste trebuie sa
fie pozitive pentru a fi identificate C. albicans sau C. dubliniensis (de ex., daca C. al-
bicans screen a fost pozitiv, se va efectua un test pe tub germinativ). C. dubliniensis
este un agent patogen rar pana la ocazional (asociat, de obicei, cu catetere), in func-
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tie de densitatea sa endemica. Pentru diferentiere intre C. albicans si C. dubliniensis
se foloseste cresterea la 45 °C (prezumtiv, deoarece nu toate izolatele de C. albicans
tolereaza aceasta temperatura si nu toate izolatele de C. dubliniensis sunt inhibate
de aceasta). Daca flaconul de hemocultura este pozitiv pentru levuri (microscopic),
se vor face subculturi pe mediu cromogen pentru a verifica puritatea.

5.2.3 Testul ureaza pentru diferentierea levurilor

Testul disc/tub ureaza este un test de detectare rapida pentru a distinge levurile
bazidiomicete (de ex., Cryptococcus) de fungii levuriformi ascomiceti. Ureaza des-
compune ureea cu formare de amoniac si de dioxid de carbon, care creste pH-ul si
provoaca o schimbare a culorii indicatorului rosu fenol de la chihlimbar la rosu roz.
Cand un microorganism da un rezultat negativ al ureazei, dar exista o suspiciune
puternica ca acest microorganism ar trebui sa fie pozitiv, este necesar de a efec-
tua un test definitiv al ureazei (de ex., agar cu uree inclinata).

Procedura test disc ureaza

a) Se emulsioneaza o colonie de levuriin 0,5 ml de apa distilata sterila intr-un
tub de 16 x 125 mm.

b) Se adauga un disc de uree si se incubeaza la 28°C.
¢) Se verifica la 4 ore si zilnic timp de 72 de ore.

Rezultate:
a) Pozitiv, se transforma in roz-rosu.
b) Negativ, fara schimbare de culoare.

Activitatea ureazei la diferite specii:
C. albicans (-);
C. glabrata (-);
C. guillermondii (-);
C. kefyr (-);
C. krusei (+)%;
C. parapsilosis (-);
C. tropicalis (-);
Cryptococcus spp. (+), puternic pozitiv;
Geotrichum spp. (-);
Saccharomyces spp. (-);
Rhodotorula spp. (+);
Trichosporon spp. (+)%;
Malassezia spp. (+);

* Variabil, in functie de tulpina.
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5.2.4 Test rapid de trehaloza pentru C. glabrata

Bulionul de asimilare rapida a trehalozei, inoculat dens si incubat la 42°C, de-
tecteaza in 3 ore asimilarea trehalozei asociata cu C. glabrata. Aceasta reactie
este utilizata pentru identificarea prezumtiva a C. glabrata. Izolatele negative la
utilizarea tubului germinativ si care nu au pseudohife, microscopic sunt mici (com-
parativ cu C. albicans) si pot fi C. glabrata, iar acest test rapid ofera o identificare
prezumtiva.

Pentru a identifica prezumtiv C. glabrata sunt disponibile teste comerciale care eva-
lueaza in mod specific asimilarea sau fermentarea trehalozei (de ex., Hardy Dia-
gnostics Trehalose Fermentation cu Durham Tube si Remel Yeast Fermentation Broth
cu Durham Tube). Ca si in cazul testului cu bulion, incubatia are loc la 42°C, deoa-
rece aceasta ofera o selectivitate mai buna pentru C. glabrata fata de alte specii.

Procedeu:

a) Tuburile necesare pentru testare (depozitate la 2-8 °C), se lasa sa ajunga
la temperatura camerei.

b) Se prepara o suspensie de izolat intr-un tub de bulion etichetat corespun-
zator.

¢) Seincubeaza tuburile la 42°C.
d) Tuburile se monitorizarea timp de 3 ore pentru o schimbare a culorii in
galben.

Nota. Incubarea mai mult de 3 ore poate duce la rezultate fals pozitive. in cazul testelor
comerciale, se respecta instructiunile producatorului.
Rezultate:
a) Test pozitiv: o schimbare de culoare in galben in 3 ore de la incubatie.

b) Test negativ: culoare albastra, albastra-verzuie sau verde dupa 3 ore de
incubatie.

5.2.5 Control de calitate

a) Testul tub germinativ

Cand se efectueaza testul, trebuie incluse de fiecare data urmatoarele tulpini de
referinta:

1. Tub germinativ pozitiv, C. albicans ATCC 14053;

2. Tub germinativ negativ, Candida tropicalis ATCC 66029;

b) Testul cu enzime preformate (C. albicans screen sau CA-50).

Se selecteaza aleatoriu doua tuburi din fiecare lot de truse primite si se efectuea-
za testul folosind C. albicans ATCC 14053 (pozitiv pentru -galactozaminidaza si
L-prolina aminopeptidaza) si Cryptococcus laurentii ATCC 18803 (negativ pentru
ambele enzime).
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c) Testul ureaza - se testeaza fiecare lot nou folosind urmatoarele tulpini de
control:

- control pozitiv, Cryptococcus neoformans ATCC 6603;
- control negativ, C. albicans ATCC 60193;
- Control reactiv, neinoculat.

d) Test rapid cu trehaloza

Fiecare test trebuie sa includa controlul pozitiv, Candida glabrata ATCC 2001, pro-
ducand o schimbare de culoare in galben si un control negativ, C. albicans ATCC
10231, care produce o schimbare de culoare in albastru sau verde.

5.3 Teste de identificare completa a levurilor

intr-o epoca a rezistentei in crestere a levurilor la agentii antifungici si a unei game
tot mai largi de specii capabile sa provoace infectii, nu exista aproape nicio situa-
tie in care identificarea la nivel de specie nu este justificatd. Acest lucru este vala-
bil, in special, avand in vedere cresterea numarului de pacienti imunocompromisi,
ceea ce a oferit mai multe oportunitati pentru aparitia infectiilor fungice, pentru
complicarea si prelungirea perioadei de recuperare.

Metodele moleculare de identificare directa a fungilor in specimene si dupa cres-
terea In cultura sunt in curs de dezvoltare. Recent, tehnologia MALDI-TOF MS a
fost introdusa ca o metoda cu potential de a identifica 0 gama larga de bacterii si
fungi. Mai multe grupuri de cercetare au utilizat MALDI-TOF MS pentru a identifica
o varietate de fungi importanti din punct de vedere clinic, cu baza de date IVD
aprobata, enumerand un spectru vast de fungi.

5.3.1 Teste biochimice

Sunt disponibile comercial o varietate de sisteme fiabile de identificare a fungilor
API 20C AUX, API ID 32C, Biolog YT Station si Vitek 2 YST ID, etc. ce pot fi utilizate
doar pentru a identifica speciile din bazele de date respective, identificand uneori
gresit fungi care nu sunt reprezentativi.

5.3.2 Identificare moleculara

Sensibilitatea hemoculturii pentru diagnosticarea candidozei invazive este de apro-
ximativ 50%. Limita de detectie a hemoculturii este = 1 unitate formatoare de co-
lonii/ml. Limita de detectie pentru culturi este la sau sub cea a metodelor PCR. De
fapt, hemoculturile ar trebui sa fie pozitive in marea majoritate a infectiilor active
ale fluxului sangvin cu Candida. Acestea pot fi negative in cazuri de candidemie ex-
trem de scazuta, intermitenta, candidoza profunda rezultata din inocularea directa
cu Candida in absenta candidemiei. Hemoculturile sunt limitate de timp prin oferi-
rea de rezultat tardiv (timpul mediu pana la pozitivitate - 2-3 zile, variind de la una
la =7 zile) si de faptul ca pot deveni pozitive relativ tarziu in cursul bolii.
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Culturile de tesuturi sau de lichide recuperate din locurile infectate in timpul can-
didozei profunde prezinta, de asemenea, sensibilitate slaba (adesea < 50%), timp
de raspuns lent si necesita proceduri invazive de prelevare care pot fi periculoase
sau contraindicate din cauza afectiunilor medicale subiacente.

O limitare majora a studiilor PCR este lipsa metodologiilor standardizate si a vali-
darii multicentru a performantei testelor. Testul PCR multiplex in timp real cu san-
ge integral (SeptiFast, Roche), care detecteaza 19 bacterii si sase fungi (C. albi-
cans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei si Aspergillus fumigatus),
a fost investigat in mai multe studii legate de sepsis si febra neutropenica. Printre
pacientii cu candidemie, sensibilitatea testului a fost de 94%; singurul rezultat
negativ a fost observat cu C. famata. Exista si sisteme PCR multiplex rapid care
detecteaza unii fungi din flacoanele de hemocultura pozitiva si de LCR in timp
scurt, Tnsa spectrul de identificare este limitat.

Secventierea ITS este utila pentru identificarea majoritatii fungilor de importanta
clinica, prin analiza secventei interne transcrise spatial (ITS) si a regiunii D1/D2 a
subunitatii ribozomale mari.

intrucat echipamentele necesare pentru secventiere nu sunt disponibile pe scara
larga in laboratoarele de microbiologie, a fost dezvoltata o varietate de metode
de recunoastere genetica care utilizeaza echipamente disponibile. Aceste metode
includ analiza enzimelor de restrictie (REA), electroforeza in gel in camp pulsat
(PFGE), sondele si aplicatiile lor in PCR.

REA sau polimorfismul lungimii fragmentelor de restrictie (RFLP) a fost utilizat
pentru recunoasterea speciilor si tulpinilor, rezultatele depinzand de enzima de
restrictie utilizata.

Metoda necesita extragerea ADN-ului, urmata de digestia cu o0 enzima de restrictie
adecvata si electroforeza pentru a separa fragmentele de ADN. Modelul benzilor
de fragmente este apoi comparat pentru similitudine cu tulpinile de referinta sau
cu alte izolate din aceeasi specie. PFGE este o tehnica utilizata pentru a separa
fragmente mari de ADN si levura intreaga, cromozomi intregi ai levurilor care nu
se rezolva cu ajutorul electroforezei pe gel conventional. Metoda este diferita de
alte metode de extragere a ADN-ului, deoarece celulele levurice sunt expuse la
enzimele de digestie a peretelui celular si sunt lezate in timp ce sunt imobilizate
n interiorul unor blocuri de agaroza. Cromozomii in acest caz raman intacti si nu
sunt fragmentati de actiuni mecanice, ca si in caz de pipetare sau de vortexare.

Tehnica PCR a devenit un instrument puternic pentru identificarea speciilor, deoa-
rece necesita mai putin timp si poate fi efectuata pe probe care contin cantitati
foarte mici de ADN. PCR amplifica sectiuni specifice de ADN, care sunt determina-
te de alegerea primerilor (sondelor), iar produsele amplificate sunt separate prin
electroforeza sau se determina secventa lor de acid nucleic. Au fost conceputi
primeri care recunosc secvente comune tuturor fungilor, cum ar fi secventa inter-
na transcris spatial si secventele nucleare mici din regiunile ADN-ului ribozomal.
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5.4 Teste alternative
5.4.1 Detectarea antigenului si a anticorpilor

Detectarea antigenului Candida si a anticorpilor anti-Candida a castigat o accepta-
re mai mare in Europa. Au fost exprimate ingrijorari cu privire la fiabilitatea detec-
tarii anticorpilor la gazdele imunodeprimate, dar testele au avut rezultate bune la
pacientii cu neutropenie si cu defecte imunitare mediate celular (inclusiv cei care
primesc transplant de celule hematopoietice si organe solide).

Raspunsurile serice ale imunoglobulinei G (IgG) Tmpotriva antigenelor specifice
au fost, de obicei, mai bune decat raspunsurile imunoglobulinei M (IgM), ceea ce
sugereaza ca multi pacienti au raspunsuri amnestice sau au invazie tisulara sub-
clinica n curs. Cel mai studiat este testul combinat cu Ag mannan/Ac antimannan,
aprobat pentru utilizare in Europa (Platelia Candida Ag si Ab; Bio-Rad). intr-o me-
taanaliza a 14 studii, sensibilitatea/specificitatea pentru diagnosticul candidozei
invazive a Ag mannan si IgG antimannan individual a fost de 58%/93% si, respec-
tiv, 59%/83%. Valorile pentru testul combinat au fost de 83% si de 86%, cu cele
mai bune performante pentru infectiile cu C. albicans, C. glabrata si C. tropicalis.
Acest test nu este utilizat pe scara larga, iar rolul sau in diagnosticul si gestionarea
candidozei invazive este neclar.

5.4.2 Detectarea B-D-glucanului

B-D-glucanul este un component al peretelui celular al speciilor din genurile Can-
dida, Aspergillus, a speciei Pneumocystis jirovecii si a multor altor specii de fungi.
Un test seric de B-D-glucan (Fungitell) a fost aprobat de FDA ca adjuvant la cultura
pentru diagnosticarea infectiilor fungice invazive.

Rezultatele cu adevarat pozitive nu sunt specifice pentru candidoza invaziva, ci suge-
reaza mai degraba posibilitatea unei infectii fungice invazive. Din acest motiv, printre
pacientii expusi riscului de infectii invazive cu fungi filamentosi, cum ar fi beneficiarii
de transplant de celule hematopoietice, B-D-glucanul ofera un avantaj teoretic fata
de testele mai limitate pentru candidoza. Detectarea B-D-glucanului poate identifica
cazurile de candidoza invaziva cu cateva zile pana la saptamani inainte de hemocul-
turile pozitive si poate scurta timpul pana la initierea terapiei antifungice. Este posibil
ca tratamentul antifungic profilactic sau empiric sa afecteze performanta testului.
Pe de o parte, agentii antifungici pot reduce sensibilitatea diagnostica, dar scaderea
nivelurilor de B-D-glucan se poate corela si cu raspunsurile la terapia antifungica.

in studiile metaanalitice privind testul B-D-glucan, sensibilitatea si specificitatea
combinate pentru diagnosticarea candidozei invazive au fost de 75-80% si, re-
spectiv, 80%. O serie de probleme complica interpretarea acestor date, inclusiv
incertitudinile cu privire la cea mai buna valoare limita pentru un rezultat pozitiv,
numarul de teste pozitive necesare pentru a stabili un diagnostic, momentul optim
si frecventa testarii in randul pacientilor cu risc.

Preocuparea majora cu privire la detectarea B-D-glucanului este potentialul de
specificitate slaba si pozitivitate falsa. Cauzele pozitivitatii false includ alte infectii
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sistemice, cum ar fi bacteriemia Gram pozitiva si Gram negativa, anumite antibi-
otice precum amoxicilina-clavulanat intravenos, hemodializa, colonizarea fungica,
administrarea de albumina sau imunoglobuline, utilizarea de tifon chirurgical sau alt
material care contine glucan; mucozita sau alte tulburari ale mucoasei gastrointesti-
nale. Specificitatea B-D-glucanului poate fi imbunatatita prin necesitatea unor rezul-
tate pozitive consecutive decat a unui singur rezultat, pozitivitatea falsa ramanand
o limitare semnificativa daca factorii enumerati sunt comuni in populatia testata.

Rolul testarii B-D-glucanului, pe alte probe decat ser, in diagnosticul candidozei
invazive nu este bine stabilit. Studiile privind testarea B-D-glucanului din LCR au
raportat sensibilitate si specificitate de 100% si, respectiv, 95-98%, pentru dia-
gnosticul infectiilor fungice non-Candida ale SNC. Date limitate sugereaza ca va-
lorile predictive pozitive ale B-D-glucanului in lichidul de lavaj bronhoalveolar sunt
slabe pentru diagnosticarea pneumoniei fungice.

in prezent, nu se recomanda utilizarea testarii B-D-glucanului pentru a ghida lua-
rea deciziilor clinice la copii.

Hemoculturile sau cultura altor probe colectate in conditii sterile au fost mult timp
considerate standarde de aur pentru diagnosticare in candidoza invaziva. Testele
non-culturale de diagnostic, cum ar fi testele de detectie a antigenului, anticorpi-
lor sau B-D-glucanului si reactia de polimerizare in lant (PCR) intra acum in practi-
ca clinica ca adjuvant la cultura. Daca sunt utilizate si interpretate judicios, aceste
teste pot identifica mai multi pacienti cu candidoza invaziva, facand posibila o
terapie antifungica tintita. Pentru a realiza pe deplin beneficiile combinarii testelor
de cultura si non-cultura, clinicienii trebuie sa ia in considerare cu atentie tipurile
de candidoza invaziva, sa inteleaga punctele forte si limitarile fiecarui test si sa
interpreteze rezultatele testelor in contextul cadrului clinic.

5.4.3 Hibridizare in situ prin fluorescenta folosind sonde de acid
nucleic peptidic (PNA FISH), doar pentru hemoculturi pozitive

1. Procedeu

Sondele PNA marcate cu fluoresceina si rodamina hibridizeaza la secvente de
ARNTr specifice speciei din microorganismele tinta dupa ce peretele celular devine
suficient de permeabil.

a) Se va urmari insertul tehnic pentru pasi specifici.
b) Se prepara un frotiu din cultura fungica si se fixeaza pe lama de testare.

Dupa adaugare, amestecul de sonde este lasat sa hibridizeze la secventele tinta,
dupa care lamelele sunt spalate. Frotiul este apoi examinat la microscopul cu flu-
orescenta.

2. Rezultate:

a) Pentru C. albicans/C. glabrata, testul PNA FISH: C. albicans prezinta fluo-
rescenta verde, iar C. glabrata - fluorescenta rosie.
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b) Pentru testul Yeast Traffic Light PNA FISH: C. albicans si C. parapsilosis pre-
zinta fluorescenta verde, C. glabrata si C. krusei - fluorescenta rosie, iar C.
tropicalis - fluorescenta galbena.

6. Interpretarea rezultatelor

Unele teste descrise anterior sunt menite sa ofere informatii preliminare sau pre-
zumtive (fungi filamentosi, levuri incapsulate) despre identitatea unui microorga-
nism recuperat dintr-un specimen. in consecintd, raportarea ar trebui sa indice ca
informatiile de identificare a speciilor nu sunt definitive si ca sunt necesare teste
suplimentare pentru a obtine informatii de identificare definitiva (de exemplu, ,[spe-
cie] presupusa; sunt necesare teste suplimentare pentru identificarea definitiva”).
Izolatele semnificative trebuie identificate intotdeauna la nivel de specie. Cand sem-
nificatia clinica este pusa la indoiald, raportul prezumtiv ar trebui sa fie suficient.

Una dintre cele mai controversate probleme cu privire la culturile primare este
cuantificarea. Pentru levuri, cuantificarea este raportata folosind criterii similare
cu cele utilizate in bacteriologie pentru a decide semnificatia clinica. La abordarea
cuantificarii bacteriologice pentru levuri s-a constatat ca volumul celulelor levuri-
ce este mult mai mare decat volumul bacteriilor, astfel incat spatiul ocupat de un
anumit numar de celule levurice va depasi de zece ori spatiul ocupat de acelasi
numar de bacterii. Drept urmare, 2+ de levuri pe o placa de izolare primara nu
este echivalent cu 2+ de bacterii (levurile ocupa mai mult spatiu tisular).

B. Aspergiloza

Aspergiloza invaziva
1. Generalitati

Speciile de Aspergillus sunt responsabile pentru o mare varietate de boli la om, de
la invazie directa la reactii de hipersensibilitate. Majoritatea aspergilozelor umane
sunt cauzate de Aspergillus fumigatus si de Aspergillus niger, mai rar de Aspergi-
llus flavus si de Aspergillus clavatus.

Aspergiloza invaziva (Al) reprezinta o afectiune grava care poate afecta pacientii
hematologici/oncologici si apare fie ca o infectie primara, fie ca o infectie secun-
dara, care se dezvolta pe parcursul tratamentului si poate deveni rezistenta la
terapia antifungica. Pentru Al este caracteristica o rata ridicata de mortalitate
asociata.

Pe langa pacientii hematologici/oncologici, exista si alte grupuri de pacienti cu risc
crescut de Al. Printre acestea se numara pacientii internati in unitatile de terapie
intensiva, n special cei care sufera de infectii virale respiratorii severe, inclusiv
COVID-19. Al are o mortalitate ridicata (30-60%) si au aparut noi grupuri de paci-
enti cu risc.
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Repertoriul extins de tratamente pentru afectiuni maligne hematologice si oncolo-
gice, cum ar fi ibrutinib si celulele T ale receptorilor antigenici umani (CAR-T), a dus
la 0 supravietuire mai lunga a pacientilor, dar si la 0 imunosupresie pe termen lung,
expunand pacientii la un risc crescut de Al si de alte infectii fungice invazive (IFl).

Consortiul pentru Educatie si Cercetare al Grupului de Studiu al Organizatiei Eu-
ropene pentru Cercetare si Tratamentul Cancerului/Micozelor (EORTC/MSGERC) a
inclus reactia de polimerazare in lant Aspergillus (PCR) si detectarea moleculara
a ADN-ului Aspergillus in tesut ca criterii de diagnostic pentru Al, iar pentru tes-
tul Aspergillus galactomanan (GM) s-au stabilit praguri specifice in fiecare tip de
proba. Aceste modificari in clasificarea probabilitatii Al sunt prezentate in tabelul
din anexa 2.

2. Aspecte clinice/epidemiologia

Epidemiologia Al in hematologie si in oncologie. Factori de risc

Printre pacientii cu malignitati hematologice, incidenta tuturor infectiilor fungice
invazive este cea mai mare la pacientii cu leucemie mieloida acuta, constituind
pana la 12% pentru IFl dovedite/probabile. Riscul de IFI dupa transplantul alogen
de celule stem este estimat la 5-15%, in timp ce pacientii cu leucemie limfoblas-
tica acuta au fost identificati recent ca un grup cu risc ridicat, cu o incidenta de
6-10%. Cu toate ca incidenta bolilor fungice invazive in tulburarile limfoprolifera-
tive cronice este mai mica, intre 0,5-8%, introducerea de tratamente noi poate
schimba situatia.

Speciile de Aspergillus reprezinta cea mai mare proportie din infectiile invazive cu
mucegai, majoritatea fiind cauzate de membrii complexului A. fumigatus. Deoare-
ce speciile predominante variaza in functie de zona geografica, datele epidemio-
logice locale sunt critice.

Factorii de risc traditionali pentru Al includ: durata si gradul de neutropenie, malig-
nitatea activa, chimioterapia cu doze mari, corticoterapia, feritina crescuta, Al an-
terioara si in transplanturile alogenice, donator necorespunzator sau inrudit, boala
grefa-contra-gazda si infectia cu citomegalovirus. Mai multe linii de tratament pot
creste riscul in malignitatile hematologice asociate in mod traditional cu o inciden-
ta mai mica a Al. Pacientii cu mielom, care au primit tratament mai mult de trei
linii, prezinta un risc crescut de infectii fungice invazive, in timp ce medicamentele
imunomodulatoare sau inhibitorii de proteazom nu au crescut acest risc. Avansa-
rea bolii poate afecta sistemul imunitar, contribuind astfel la imunosupresie si la
cresterea riscului de infectii oportuniste.

Moleculele mici, care au ca tinta inhibitori si agenti imunoterapeutici, au revolu-
tionat tratamentele in domeniul oncologiei si hematologiei. Acesti agenti, admi-
nistrati pacientilor pretratati intens, sunt asociati cu un risc crescut de aparitie a
infectiilor fungice invazive .

Unul dintre acesti agenti este ibrutinibulul, alaturi de alti inhibitori ai tirozin kinazei
Bruton, inhibitori ai punctelor de control imunitar, inhibitori ai janus kinazei si celu-
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le CART modificate genetic. Utilizarea ibrutinibului este asociata cu un risc crescut
de infectii fungice invazive, apdrute timpuriu dupa inceperea tratamentului si cu
rate relativ ridicate de infectii ale sistemului nervos central, in special in cazul lim-
fomului cerebral primar. Riscul de infectii fungice invazive dupa terapia cu celule
CART CD19 este asociat si cu tratamentele anterioare, cu sindromul de eliberare
de citokine care necesita administrare de steroizi sau de tocilizumab, precum si cu
neutropenia prelungita.

Interactiunile farmacocinetice cu agentii antifungici, inhibitori ai CYP3A4, sunt im-
portante de luat Tn considerare atunci cand se utilizeaza medicamente noi, cum
ar fi venetoclax si ibrutinib. Alte grupuri de pacienti imunodeprimati, in special
cei care au beneficiat de transplant de organe solide, prezinta un risc crescut de
infectii invazive cu Aspergillus. Acest risc este mai crescut printre pacientii cu tran-
splanturi pulmonare si mai scazut printre beneficiarii de transplant renal.

Afectiunile imunodeficientei primare, cum ar fi boala granulomatoasa cronica, pot
fi, de asemenea, asociate cu infectii fungice invazive si trebuie luate in considera-
re la pacientii fara factori de risc evidenti.

Pacientii din unitatile de terapie intensiva, chiar daca nu sunt considerati in mod
obisnuit ,,imunodeprimati”, prezinta un risc crescut de infectii invazive cu Asper-
gillus, cu o incidenta globala intre 0,3% si 5,8%, si 0 mortalitate ridicata. Diagnos-
ticarea Tn aceste cazuri este dificila din lipsa unui diagnostic clinic si radiologic
clasic, precum si a lipsei factorilor de risc traditionali conform definitiilor EORTC/
MSGERC pentru infectii fungice invazive.

Un risc crescut de infectii invazive cu Aspergillus exista in contextul infectiei cu
COVID-19 (intre 4% si 33% dintre pacientii cu COVID-19 internati in unitatile de te-
rapie intensiva), numita in prezent aspergiloza pulmonara asociata cu COVID-19.

3. Diagnosticul de laborator al aspergilozei invazive

Recomandari

- Examinarea histopatologica si cultura fungica raman ,standardul de aur”
pentru diagnosticarea Al (recomandare puternica, dovezi de nivel Il).

- Se recomanda colectarea adecvata a specimenelor clinice (de exemplu,
tesut, lavaj bronhoalveolar (LBA), sputa) pentru microscopie fungica si cul-
tura fungica, precum si pentru examinarea citohistologica (recomandare
puternica, dovezi de nivel ll).

- Pentru a diferentia Aspergillus fumigatus sensu stricto (in sens strict sau
in forma cea mai caracteristica) de alte specii din complexul de specii A.
fumigatus, se recomanda cultivarea probelor intr-un mediu adecvat si in-
cubarea acestora la o temperatura de 50°C (recomandare puternica, do-
vezi de nivel II).

- Pentru identificarea speciilor, poate fi utilizata spectrometria de masa
(MALDI-TOF MS - Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Fli-
ght Mass Spectrometry) (recomandare moderata, dovezi de nivel Il).
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- Secventierea ADN-ului ar trebui rezervata pentru izolatele cu caracteristici
atipice sau pentru speciile de Aspergillus mai putin frecvente (recomanda-
re puternica, dovezi de nivel Il).

Diagnosticul Al ramane o provocare si necesita o combinatie de date clinice,
radiologice si microbiologice. Desi s-au facut progrese in diagnosticarea fara
cultura, examenul histopatologic si cultura raman cele mai importante metode de
diagnostic. Detectarea vizuala a hifelor fungice in tesuturi, considerata ,standar-
dul de aur”, este necesara pentru a clasifica o persoana ca avand Al pulmonara
dovedita si alte tipuri de Al asociate cu tesuturile, iar cultura de Aspergillus spp.
dintr-o zona sterila sustine un diagnostic de Al dovedita.

Caracteristicile-cheie ale acestor teste si recomandarile privind efectuarea lor sunt
prezentate in anexa 1. Este important ca rezultatele testelor sa fie interpreta-
te In contextul prezentarii pacientului si al administrarii preparatelor antifungice
anterioare sau actuale. Se recomanda recoltarea de probe clinice adecvate (de
exemplu, tesut, LBA, sputa) pentru microscopie, cultura fungica si examinare ci-
tohistologica.

Cultura de Aspergillus spp., in special din zone nesterile, ar trebui sa fie o priori-
tate pentru clinicieni, deoarece poate ajuta la diagnosticarea unei posibile infectii
invazive cu Aspergillus, transformand un caz posibil de Al intr-un caz probabil de
Al, in functie de caracteristicile gazdei, radiologice si clinice relevante. Cultura
poate furniza si un izolat util pentru identificarea speciei si testarea sensibilitatii
la medicamente (pentru metodele comune de identificare, consultati anexa 4). O
metoda simpla de a distinge A. fumigatus sensu stricto de alte specii din comple-
xul de specii A. fumigatus este cresterea la 50°C. Utilizarea MALDI-TOF MS pentru
identificarea speciilor este din ce in ce mai frecventa, iar secventierea ADN-ului
(de exemplu, prin targetarea regiunii spatiale transcrise intern si/sau a locusului
B-tubulinad) este, de obicei, rezervata pentru izolatele cu caracteristici atipice sau
pentru speciile de Aspergillus mai putin frecvente.

Metode de diagnostic a aspergilozei invazive

Examinare directa

in diagnosticarea aspergilozei, asemenea candidozei, procesul incepe cu o exa-
minare directa a materialului clinic. Exista coloratii specifice care scot in evidenta
structurile fungilor. Putem suspecta prezenta aspergilozei examinand morfologia
structurilor fungice. Suspectam infectii cu Aspergillus daca structurile fungice au
hife inguste, regular septate si ramificate dihotomic (Fig. 4). in cazul fungilor fi-
lamentosi din ordinul Mucorales, suspectam infectia daca observam hife largi,
rareori septate si ramificate la unghiuri drepte. Detalierea acestor caracteristici
morfologice este esentiald pentru diferentierea precisa intre diversele tipuri de
infectii fungice.
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Fig. 4. Aspergillus fumigatus: (a) un conidiofor cu conidii (2-5 pm),
(b) hife in forma de Y, septate (1.5-8 um), (c) preparat nativ; conidiile au cazut.

Cultura fungica

Cultivarea are o sensibilitate redusa in cazul aspergilozei, iar izolarea permite testa-
rea sensibilitatii. O izolare pozitiva din probele respiratorii indica aspergiloza invaziva
sau poate fi doar un indicator al unei colonizari (de obicei dupa transplant pulmonar
si in bolile pulmonare cronice). Odata ce fungii sunt izolati, se identifica prin: examina-
rea morfologiei, metode moleculare si spectrometrie de masa. Interpretarea datelor
depinde de tabloul clinic al pacientului, de statutul sau imun etc.

Aspergillus fumigatus Aspergillus terreus - Aspergillus nidulans

sl

Aspergillus flavus Aspergillus niger

Fig. 5. Principalele specii patogene de Aspergillus -
A. fumigatus, A. terreus, A. nidulans, A. flavus si A. niger -

au fost inoculate pe agar Czapek-Dox si cultivate la 37 °C
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Czapek-Dox agar este un mediu de cultura frecvent utilizat pentru cultivarea fun-
gilor, in special pentru speciile de Aspergillus. Destinatia principala a acestui me-
diu este obtinerea de conidii sau de spori pentru a facilita identificarea speciei.

Identificarea speciilor de Aspergillus se bazeaza pe o combinatie de biotip (ana-
liza morfologica si culturald) si de genotip (secventa genelor). Fiecare specie de
Aspergillus are particularitati morfologice unice, iar culoarea capetelor conidiale
(structuri pentru reproducere asexuata) este adesea un indicator al speciei. De
exemplu, culoarea verde-albastruie a capetelor conidiale de A. fumigatus este clar
distincta de cea verde-galbui-verzuie cafenie, verde-inchis sau neagra a capetelor
conidiale de A. flavus, A. terreus, A. nidulans, A. nidulans si, respectiv A. niger.

Galactomannan - antigen fungic

Antigenul galactomannan este o componenta a peretelui celular al speciilor de
Aspergillus spp. si se extinde in jurul lui daca tesutul este invadat. Acesta poate
fi detectat cu ajutorul testului imunoenzimatic ce poate fi efectuat din ser sau din
probe bronhoscopice. Antigenul GM apare Tnhaintea semnelor radiologice si clinice
ale aspergilozei invazive, de aceea este folosit ca test de screening la pacientii
neutropenici hematooncologici, care nu sunt sub profilaxie fungica. In cazul fungi-
lor strans legati de Aspergillus spp., cum ar fi Penicillium spp., Fusarium spp., pot
aparea si reactii incrucisate.

RT-PCR - diagnostic molecular

Aceasta metoda este deja validata, standardizata si inclusa in ghidurile interna-
tionale de diagnostic al aspergilozei, spre deosebire de PCR pentru candidoza.
RT-PCR este la fel de fiabil ca testele GM si B-DG, dar are si un avantaj: in probele
LBA se detecteaza mai bine Aspergillus decat GM, care ar putea fi confundat cu
alti fungi, de aceea este mai utila in scopuri diagnostice.

C. Criptococoza

1. Generalitati

Genul Cryptococcus cuprinde mai mult de 50 de specii, dintre care doar Cryptococ-
cus neoformans si Cryptococcus gattii sunt considerate principalii agenti patogeni
ai omului. Anterior, au fost identificate doua variante ale speciei C. neoformans -
var. neoformans si var. gattii. in prezent, pe baza elucidarii secventelor genomice,
C. neoformans si C. gattii sunt considerate doua specii distincte cu cinci serotipuri
bazate pe specificitatea antigenica a capsulei polizaharidice; serotipurile A, D si
AD (C. neoformans) si serotipurile B si C (C. gattii).

C. neoformans este cea mai raspandita specie in intreaga lume si se gdseste in
excrementele de porumbei. Pana de curand, C. gattii a fost gasit, in principal, in
climatele tropicale si subtropicale. C. gattii nu este asociat cu pasarile, dar se ga-
seste in asternutul din jurul anumitor specii de eucalipt.

La nivel mondial, serotipul C. neoformans A cauzeaza majoritatea infectiilor crip-
tococice la pacientii imunocompromisi, inclusiv la pacientii infectati cu HIV. Din
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motive necunoscute, C. gattii rareori infecteaza persoanele cu HIV si alti pacienti
imunocompromisi. Pacientii infectati cu C. gattii sunt, de obicei, imunocompetenti,
raspund lent la tratament si sunt expusi riscului de a dezvolta leziuni intracerebra-
le (de exemplu, criptococoma). Un studiu epidemiologic din 2016 a relevat ca C.
tetragattii (AFLP7/VGIV), unul dintre cele cinci genotipuri recunoscute de C. gattii
sensu lato, este asociat cu o prevalenta mai mare a meningitei criptococice in
randul pacientilor cu HIV.

C. neoformans se reproduce prin inmugurire si formeaza celule rotunde, asemana-
toare levurilor, care au un diametru de 3-6 pm. in organismul-gazda si in anumite
medii de culturd, o capsula polizaharidica mare inconjoara fiecare celuld. C. neo-
formans formeaza colonii netede, convexe, galbene sau colonii bronzate pe mediu
solid la 20-37 °C. Aceasta levura este identificata pe baza aspectului sau micro-
scopic, rezultatelor testelor biochimice si a capacitatii de a creste la 37 °C, majo-
ritatea tulpinilor de Cryptococcus nepatogene nu cresc la aceasta temperatura. in
plus, C. neoformans nu asimileaza lactoza si nitratii, si nu produce pseudomicelii
pe agar cu faina de porumb sau agar-Tween de orez.

Majoritatea tulpinilor de C. neoformans pot folosi creatinina ca sursa de azot, ceea
ce poate explica partial cresterea lor pe fecalele aviare bogate in creatinina. O alta
caracteristica biochimica utila a C. neoformans, care o deosebeste de tulpinile ne-
patogene, este capacitatea de a produce melanina. Enzima fungica fenol-oxidaza
actioneaza asupra anumitor substraturi (de exemplu, dihidroxifenilalanina, acid
cafeic) pentru a produce melanina.

Contractarea levurii C. neoformans poate duce la colonizarea inofensiva a cailor
respiratorii, la meningita sau la boli diseminate, in special la persoanele imuno-
compromise.

Criptococoza reprezintd o infectie fungica majora care pune viata in pericol la
pacientii cu infectia HIV, de asemenea poate complica transplantul de organe,
malignitatea reticuloendoteliala, tratamentul cu corticosteroizi sau sarcoidoza.

2. Epidemiologia

Expunerea la C. neoformans este frecventa, deoarece 80% dintre adulti au anti-
corpi directionati impotriva C. neoformans. Cu toate acestea, criptococoza era rar
fntalnita in anii 1980. Odata cu aparitia SIDA, levura a castigat o importanta medi-
cala din ce in ce mai mare. in anii 1990, 80% din infectiile cu Cryptococcus spp. au
fost inregistrate la pacientii cu SIDA. in ultimii cativa ani, datorita introducerii tera-
piei antiretrovirale foarte active, rata criptococozei a scazut semnificativ in tarile
dezvoltate, cu o crestere a acesteia la pacientii HIV negativi. in randul persoanelor
care nu au acces la terapia antiretrovirala din tarile in curs de dezvoltare, aceasta
infectie este o cauza majora de mortalitate. in fiecare an, in Africa Subsahariana
sunt raportate un milion de cazuri de criptococoza, cu peste 600 000 de decese/
an la pacientii HIV infectati. La nivel mondial, incidenta anuala a criptococozei la
pacientii cu HIV/SIDA a fost estimata la 220 000 de cazuri.
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C. neoformans este 0 cauza majora a meningitei la persoanele care traiesc cu HIV/
SIDA, anual fiind raportate aproximativ un milion de cazuri de meningita criptococica.

Pacientii cu imunodeficienta mediata de celule T prezinta cel mai mare risc de
infectii criptococice. Alti factori predispozanti (de ex., transplantul de organe, uti-
lizarea corticosteroizilor sau a altor medicamente imunosupresoare) sunt frecvent
raportati de sine statator sau n asociere cu alti factori de risc. Au fost inregistrate
cazuri si la pacienti aparent sanatosi cu posibile erori de imunitate (de ex., o sin-
gurd genad in axa IL-12/IFNy). Autoanticorpi impotriva GM-CSF (C. neoformans si C.
gattii) sau IFNy (C. neoformans) au fost descrisi la pacientii cu criptococoza fara
factori de risc cunoscuti. Spre deosebire de C. neoformans, C. gatti poate afecta
aparent indivizii sanatosi

3. Aspecte clinice

Simptomatologia in criptococoza variaza in functie de locul infectiei si de statutul
imun al pacientului.

Simptomele clinice in criptococoza pulmonara la pacientii imunocompetenti:
*  Tuse (54%);
* Tuse cu producere de sputa mucoida redusa (32%);
* Durere toracica pleuritica (46%);

* Febra de grad scazut, dispnee, scadere in greutate si stare de rau (mai
putin frecvente).

Simptomele clinice in criptococoza pulmonara la pacientii cu HIV:
* Febra (84%);
*  Tuse (63%);
* Dispnee si tahipnee (50%);
* Cefalee (41%);
* Pierdere in greutate (47%).

Alte simptome posibile in infectia pulmonara:
* Durere pleuritica;
* Hemoptizie;
* Raluri sau crepitatii pleurale;
* Sindromul de detresa respiratorie acuta.

Meningita si meningoencefalita, cele mai frecvente manifestari ale criptococozei
SNC, sunt, de obicei, subacute sau cronice. Pacientii infectati cu HIV pot prezenta
simptome minime sau nespecifice. Simptomele comune sunt urmatoarele:

e Cefalee;
e [ritabilitate;
e Confuzie;
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Letargie;

Obnubilare;

Coma;

Temperatura normala sau usor crescuta;

Greata si voma (cu cresterea presiunii intracraniene);

Febra si rigiditatea muschilor occipitali (cu un raspuns inflamator agresiv;
mai putin frecvente);

Vedere incetosata, fotofobie si diplopie;
Defecte de auz, convulsii;
Afectarea nervilor cranieni cu ataxie, cu afazie si cu miscari coreoatetozice.

Dupa infectia pulmonara si a SNC, urmatoarele organe cel mai frecvent implicate
n criptococoza diseminata sunt pielea, prostata si cavitatea medulara a oaselor.

Manifestarile cutanate (10-15% din cazuri) in criptococoza sunt urmatoarele:

Papule, pustule, noduli, ulcere sau sinusuri drenante;
Papule ombilicate la bolnavii cu HIV in stadiul de SIDA;
Celulita cu vasculita necrozanta la persoanele cu transplant de organe.

Alte forme mai putin frecvente de criptococoza:

Nevrita optica sau endoftalmita;
Miocardita;

Corioretinita;

Hepatita;

Peritonita;

Pielonefrita;

Necroza medulara a rinichilor;
Abces renal;

Miozita;

Implicarea suprarenalelor.

4. Diagnosticul de laborator

Examenul la pacientii cu suspiciune de criptococoza include urmatoarele:

Leziuni cutanate: biopsie cu microscopie si cultura fungica;
Sange: cultura fungica, serologie si testare antigen criptococic;

Lichidul cefalorahidian: frotiu cu tus de India, cultura fungica si testarea
antigenului criptococic;

Culturi de urina si de sputa, chiar daca patologia renala sau pulmonara nu
este evidenta clinic;

La bolnavii cu SIDA, cu pneumonie criptococica, cu cultura din lavaj bron-
hoalveolar.
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Examenul microscopic direct

Preparatul extemporaneu colorat cu tus de India (anexa 5), folosit ca instrument
de diagnostic rapid si ieftin, se bazeaza pe vizualizarea directa a capsulei criptoco-
cilor din fluidele corporale, in special din LCR. Acest preparat poate fi efectuat din
toate probele lichide (urina, sputa, lichid ascitic). Sensibilitatea acestui test pentru
LCR de la pacientii cu meningita criptococica este de aproximativ 80% la pacientii
cu HIV si de la 30% péana la 50% la pacientii non-HIV.

Prezenta celulelor levuriforme de 4-6 um cu un halou clar in jur (grosimea cap-
sulei: de la un um pana la 30 um) indica prezenta criptococilor. Rezultatele fals
negative, posibile in cazul capsulei subtiri, conduc la un diagnostic gresit (Candida
spp., Histoplasma spp.).

Pentru a pune in evidenta mai bine C. neoformans din LCR este propusa tehnica
cu tus de India modificata (anexa 5).

Examenul histologic

Coloratiile histologice nespecifice (Acid periodic - Schiff, May-Grinwald-Giemsa)
sunt mai sensibile pentru detectarea levurei in probele de tesut decat tehnica cu
tus de India. Coloratia cu hematoxilind-eozind pune in evidenta un halou clar, iar
unele tehnici de coloratie (mucicarmina, albastru alcian) vizeaza in mod specific
capsula polizaharida. Raspunsul inflamator in tesut pare a fi minim, in special la
pacientii infectati cu HIV cu un infiltrat polimorf moderat (in principal macrofage
si limfocite T).

Metoda culturala

C. neoformans dezvolta colonii in decurs de 48 pana la 72 de ore (pana la sapte
zile in cazul terapiei antifungice) pe majoritatea mediilor (de ex., agar dextroza
Sabouraud) la temperatura de 25-30 °C sau de 35-37 °C. Mediile care contin ci-
cloheximida nu sunt utilizate pentru cultivarea C. neoformans, deoarece este sen-
sibila la acest preparat. Pot fi utilizate si asa medii ca geloza-sange, agar cu infuzie
creier-cord etc. Coloniile de pe mediul Sabouraud sunt cremoase, albe si mucoide
(datorita capsulei) (Fig. 6a).

Geloza cu seminte de Niger suplimentata cu antibiotice este un mediu selectiv
pentru C. neoformans care produce feniloxidaza capabila sa oxideze acidul cafeic
(din extractul de seminte de Niger) pentru a produce melanina. Pe acest mediu, C.
neoformans formeaza colonii maronii, spre deosebire de Candida spp., care dez-
volta colonii albe (Fig. 6 b, c). Aceasta particularitate este utila pentru cultivarea
C. neoformans din prelevate contaminate sau colonizate de Candida spp. Unele
tulpini de C. neoformans si non-neoformans nu produc feniloxidaza si nu formeaza
colonii de culoare maro.

Performanta metodei culturale poate fi imbunatatita utilizand un volum mare de
umori corporale, cum ar fi 3-5 ml pentru LCR. Pentru detectarea levurilor in hemo-
cultura poate fi mai sensibila metoda de liza-centrifugare. Culturile negative cu
examinari microscopice pozitive (preparatul cu tus de India) pot fi explicate prin
prezenta criptococilor nevialbili dupa terapie.
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Fig. 6. a) Colonii mucoide de C. neoformans pe SDA; b) C. neoformans -
colonii de culoare maro-neagra pe geloza cu seminte de Niger;
c) Cryptococcus laurentii/Saccharomyces cerevisiae/
E. coli - colonii nepigmentate pe geloza cu seminte de Niger

Profilurile biochimice nu arata nicio fermentatie, producere de ureaza si nicio asi-
milare de nitrat, iar profilul fiziologic complet ofera o identificare certa dupa cul-
tura primara.

Detectarea antigenelor si/sau anticorpilor

Detectarea antigenului capsular polizaharidic criptococic (CRAG) este utila atat in
diagnosticul infectiei, cat si in predictia prognosticului si a raspunsului la terapie.
Sunt disponibile mai multe teste imunologice precum latexaglutinarea, analiza
imunoenzimatica si, mai recent, teste imunocromatografice pentru antigen crip-
tococic. Testele CRAG se bazeaza pe detectarea glucuronoxilomananului poliza-
haridic al capsulei criptococice. Sensibilitatea si specificitatea in ser si in LCR sunt
excelente, in special la bolnavii de SIDA (peste 95%). Clinicienii trebuie informati
ca CRAG in ser este pozitiv la doar 85% dintre pacientii non-HIV cu meningita di-
seminata si/sau meningita.

Pozitivitatea neasteptata a unui antigen criptococic in fluidele corporale ar trebui
sa conduca la un control si, atunci cand este cazul, la o evaluare exhaustiva. Un
antigen pozitiv poate precede o criptococoza autentica de mai mult de cateva luni.
Titrurile ridicate de CRAG in ser (>1/512) sau in LCR la momentul initial prezic o
sarcina fungica mare in LCR si, prin urmare, o mortalitate mai mare. Cinetica dis-
paritiei antigenului nu este utilizata in practica de rutina, studiile anterioare nu au
raportat nicio corelatie intre scaderea nivelului de CRAG in ser, dar nu si pentru
LCR n prognosticul meningitei criptococice.

Au fost raportate atat teste fals pozitive (in prezenta factorului reumatoid, reactiei
fncrucisate cu antigenul Trichosporon spp. si speciilor nepatogene de Cryptococ-
cus), cat si fals negative (in caz de fenomenul prozon, in absenta utilizarii prona-
zei, In infectii precoce).

FDA a aprobat un test de flux lateral (LFA) pentru detectarea semicantitativa ra-
pida (=15 minute) a antigenului polizaharidic in ser sau in LCR. Testul consta din
benzi optimizate pentru a detecta toate cele patru serotipuri criptococice majore.
Un studiu prospectiv multicentric a aratat cea mai mare sensibilitate si specifi-
citate pentru LCR (>99%) in comparatie cu alte metode de diagnostic, cum ar fi
preparatul cu tus de India, culturile din LCR sau CRAG.
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Detectarea anticorpilor: anticorpii serici pot fi detectati prin reactia de aglutinare
si de imunofluorescenta.

Diagnosticul molecular

Metodele moleculare ofera o abordare de diagnosticare potential mai rapida pentru a
identifica C. neoformans si C. gattii, si pentru a face diferentierea intre tipurile mole-
culare ale acestora. O serie de teste comerciale, bazate pe testarea sindromica PCR
pentru infectiile SNC si respiratorii (Biofire meningita/encefalita (ME) (bioMérieux) si
teste Multiplex Tandem PCR (MT-PCR) Pneumonie atipica si LCR (AusDiagnostics))
sunt utilizate pentru detectarea speciilor de Cryptococcus in scop diagnostic. Aceste
teste sunt aplicabile numai anumitor tipuri de specimene si, important, nu diferen-
tiaza C. neoformans de C. gattii. Exista putine date despre utilizarea testelor PCR in
detectarea speciilor Cryptococcus in scopuri de diagnostic.

Diferentierea speciilor de Cryptococcus

Diagnosticul de laborator al C. gatti nu difera de cea a C. neoformans. Diagnosticul
speciilor de Cryptococcus spp. se bazeaza pe: vizualizarea directa a unei levuri
capsulate, cultura pozitiva sau test CRAG (antigen criptococic) pozitiv. Strategia
de evaluare trebuie sa fie similara cu cea a infectiei cu C. neoformans.

Specificul C. gatti:
* preparatul cu tus de India este mai sensibil decat pentru C. neoformans la
pacientii non-HIV;
* sensibilitatea la antigenul criptococic in ser este de 90% pentru boala pul-
monara;

* sensibilitatea la antigenul criptococic in LCR este de 87-100% pentru me-
ningita;

» titruri serice CRAG =256 la momentul initial au prezis moartea si/sau se-
chele neurologice la 12 luni;

* coloniile crescute pe medii agarizate sunt mai mucoide si mai lipicioase ca
textura decat cele ale C. neoformans.

Cultura pe CGB (mediu selectiv agar cu L-canavanin glicin - albastru de brom-
timol) este standardul de aur pentru diferentierea celor doua specii. C. gattii trans-
forma mediul albastru prin asimilarea glicinei ca unica sursa de carbon si azot,
ceea ce creste pH-ul, In timp ce C. neoformans nu schimba culoarea mediului. C.
gatti creste in prezenta D-prolinei, in timp ce C. neoformans nu. Cryptococcus,
alte specii decat C. neoformans sau C. gattii, nu produc pigmentul maro pe agar
cu seminte de Niger.

in combinatie cu metoda culturald, serotiparea Cryptococcus spp. cu un test de
imunofluorescenta directa cu un anticorp monoclonal (El) specific pentru poliza-
haridul criptococic permite rapid si fiabil serotipizarea izolatelor clinice in patru
categorii (A sau D pentru C. neoformans, B sau C pentru C. gattii). Deoarece seroti-
parea nu este utilizata in mod obisnuit, unele laboratoare clinice recomanda com-
binarea metodei moleculare, cum ar fi secventierea ADN-ului subunitatii ribozo-
male mari D2 (D2 LSU).
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Unii autori considera ca in practica de rutind nu este necesar sa se cunoasca specia
care provoaca infectia pentru a gestiona bine un pacient cu criptococoza, in special
n tarile cu resurse limitate. Unele metode moleculare sau proteomice promitatoare
ar putea sa diferentieze cele doud specii si genotipuri, mai ales in situatii particula-
re: esecul metodei culturale, preparate histologice negative sau diagnostic diferen-
tial cu alti agenti fungici. Accesibilitatea la aceste metode depinde de experienta
anumitor laboratoare, uneori incapabile sa diferentieze cele doua specii.

Recomandari pentru diagnosticarea, prevenirea si managementul
infectiei criptococice in randul adultilor, adolescentilor si copiilor cu HIV

Diagnosticul meningitei criptococice

La adulti, adolescenti si copii cu HIV, suspectati de un prim episod de meningita
criptococica, pentru diagnostic se recomanda punctia lombara cu masurarea pre-
siunii LCR si determinarea rapida a antigenului criptococic.

Daca un test de determinare a antigenului criptococic nu este disponibil si/sau nu
sunt disponibile rezultate rapide, se recomanda punctia lombara cu examinarea
preparatului extemporaneu colorat cu tus de India.

Pentru un prim episod de meningita se recomanda si cultura criptococica din LCR
in paralel cu testarea antigenului criptococic, daca aceasta este posibil.

in cazul in care nu sunt conditii de efectuare a punctiei lombare sau cand punctia
lombara este contraindicata clinic, se recomanda determinarea antigenului cripto-
cocic din ser, din plasma sau din sange integral.

Prevenire si screening

Screeningul pentru antigenul criptococic din plasma, din ser sau din sange integral
este abordarea optima pentru identificarea infectiei atunci cand se monitorizeaza
persoanele care sunt cu HIV de zece ani si mai mult.

Recomandari

in cazul in care testul de determinare a antigenului criptococic este pozitiv, terapia
antifungica pentru a preveni dezvoltarea criptococozei invazive se recomanda ina-
inte de initierea sau reinitierea terapiei antiretrovirale pentru adulti si adolescent;i
cu HIV si care au un numar de celule CD4 <100 celule/mm?3.

Toate persoanele cu HIV cu un screening pozitiv al antigenului criptococic trebuie
evaluate cu atentie, pentru semne si simptome de meningita, si supuse punctiei
lombare, daca este posibil, cu examinarea LCR.

Atunci cand testele de screening nu sunt disponibile, profilaxia primara cu Fluco-
nazolum trebuie administrata adultilor si adolescentilor cu HIV care au un numar
de celule CD4 <100 celule/mm?,

Antigenul criptococic poate fi detectat in sange cu multe saptamani fnainte de
aparitia simptomelor. Pacientii pozitivi la AgCr seric prezinta un risc cu 25% mai
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mare de a dezvolta meningita criptococica in primul an de terapie antiretrovirala.
Screeningul AgCr al pacientilor inainte de initierea terapiei antiretrovirale asociat
cu tratamentul preventiv cu Fluconazolum odata ce AgCr este pozitiv a fost aso-
ciat cu un numar redus de cazuri de meningita criptococica. Aceasta strategie
combinata este asociata cu o mortalitate semnificativ redusa.

D. Pneumocystis jirovecii

1. Generalitati

Pneumocytis jirovecii (anterior Pneumocytis carinii), un fung unicelular ubicuitar,
Cu un ciclu de viata complex, se gaseste la nivelul tractului respirator al multor
mamifere si al oamenilor, iar conform estimarilor 60% din populatie este infectata
cu acest fung pana la varsta de patru ani. P. jirovecii provoaca boala doar la indivi-
zii susceptibili, cu un sistem imunitar slabit, la fel ca orice alt microorganism opor-
tunist. Calea de transmitere a microorganismului nu este inca foarte clar stabilita,
cea mai plauzibila fiind transmiterea aerogena.

Dupa inhalare, microorganismul adera la pneumocitele de tip | de la nivelul alve-
olar. in cazul unui sistem imunitar competent, macrofagele alveolare, impreun
cu limfocitele T CD4+, reusesc s& impiedice multiplicarea acestuia. In cazul unui
deficit al sistemului imun, mai ales la nivelul celulelor CD4+, P. jirovecii se poate
replica neconditionat, ducand la aparitia unui exsudat eozinofil spumos care um-
ple spatiile alveolare si compromite functia respiratorie.

2. Epidemiologia pneumoniei provocate de Pneumocystis
jirovecii
Pneumonia cu P. jirovecii (PP)) este una dintre cele mai frecvente si mai severe

infectii oportuniste aparute la persoanele cu imunitate scazuta, in special la per-
soanele cu infectie HIV.

Aparuta initial la copiii prematuri sau cu malnutritie severa din Europa Centrala
sau de Est in timpul celui de-al Doilea Razboi Mondial pneumonia cu Pneumocystis
jirovecii era la inceput o boala destul de rara, asociata pana in anii 1980 cu pa-
cientii imunodeprimati, precum bolnavii oncologici care primeau chimioterapice
sau persoanele care luau imunosupresoare dupa transplant de organ solid. Abia
Tn anul 1981, cand infectia a fost depistata la un grup de utilizatori de droguri
intravenoase si care nu prezentau o cauza cunoscuta de imunosupresie, apare
notiunea de SIDA ( corelata la scurt timp cu infectia HIV), iar numarul de cazuri de
PPJ a crescut considerabil.

Odata cu introducerea tratamentelor si a profilaxiei infectiei HIV la persoanele imu-
nodeprimate, incidenta pneumoniei cu P. jirovecii a intrat in declin. in SUA, de exem-
plu, incidenta pneumoniei cu P. jirovecii este astazi de aproximativ 9% la pacientii
HIV/SIDA spitalizati si de 1% la pacientii care au suferit un transplant de organ.
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Principalele categorii de risc pentru infectia cu P. jirovecii:

* persoanele cu infectie HIV care au un titru al limfocitelor T CD4+ mai mic
de 200/mm?3 si nu primesc profilaxie pentru PP] (prezenta unei alte infectii
oportuniste la un bolnav cu HIV creste riscul de PP}, indiferent de nivelul
limfocitelor T CD4+);

* persoanele cu imunodeficiente primare;

* persoanele care administreaza corticosteroizi sau alt tratament imunosu-
presor pe termen lung pentru boli de tesut conjunctiv, vasculite sau trans-
plant de organe solide;

* persoanele cu tumori maligne hematologice sau nehematologice, inclusiv
cu tumori solide si limfoame;

* persoanele cu malnutritie severa.

3. Aspecte clinice ale infectiei cu Pneumocytis jirovecii

in cazul persoanelor cu infectie HIV, pneumonia cu P. jirovecii evolueaza subacut,
de-a lungul catorva saptamani, si se caractearizeza prin acuze precum dispnee
progresiva la efort, febra cu frisoane, fatigabilitate si tuse neproductiva la care se
pot adauga uneori dureri toracice, scadere ponderala sau hemoptizie (rar).

in cazul pacientilor fara infectie HIV, ca urmare a faptului cd imunosupresia nu
este atat de pronuntata si raspunsul inflamator pulmonar este mult mai amplu, ta-
bloul clinic este mai sever. Infectia cu P. jirovecii este acutd, cu debut brusc, insotit
de febrd inalta cu frisoane, astenie generald, tuse si dispnee severa, care poate
progresa pana la insuficienta respiratorie acuta, comparabild cu cea din sindromul
de detresa respiratorie acutd, necesitand ventilatie mecanica.

in 2-6% din cazuri, pneumonia cu P. jirovecii se poate prezenta sub forma unui
pneumotorax spontan. in cazuri rare, infectia poate sa se extinda si la alte or-
gane sau sa afecteze alte organe per primam. Aceste afectari extrapulmonare
se intalnesc mai frecvent la pacientii care au facut profilaxie cu Pentamidinum*
Tn aerosoli sau la cei cu infectie HIV severa care nu au facut profilaxie. Cele mai
frecvente afectari extrapulmonare pot aparea la nivelul sistemului nervos central,
al maduvei osoase, ganglionilor limfatici, ochilor, tiroidei sau tractului digestiv,
determinand o simptomatologie variata.

4. Diagnostic de laborator

Lavajul bronhoalveolar

Actualmente, cel mai indicat prelevat pentru diagnosticul pneumoniei pneumocis-
tice este LBA, considerat proba respiratorie de cea mai inalta calitate, insa lipsa
unei tehnici de recoltare standardizate poate influenta calitatea testului. Bronho-
scopia, efectuata dupa obtinerea rezultatului negativ al investigarii sputei induse,
permite stabilirea diagnosticului in 51% din cazuri.
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Limitari in aplicarea acestei proceduri invazive sunt costul ridicat, riscul mare pentru
pacient si imposibilitatea aplicarii in cazul pacientilor cu boald pulmonara severa.

Sputa

Pentru a dezvolta tehnici mai putin invazive in vederea obtinerii probelor pentru
testarea la prezenta P. jirovecii au fost facute mai multe incercari. Conform unei
metaanalize, care a inclus 322 de indivizi, s-a constatat ca performanta testului
imunofluorescent din sputa indusa are o valoare predictiva negativa > 95% in
situatii de prevalenta scazuta (prevalenta <10%), ceea ce face un test negativ
adecvat pentru a exclude pneumonia pneumocistica. in zonele cu prevalenta ridi-
cata si cazuri de suspiciune mare de pneumonie pneumocistica, trebuie efectuata
bronhoscopie pentru a obtine LBA, in cazul rezultatelor negative si o buna concor-
danta cu rezultatele LBA atunci cand sunt utilizate teste PCR de detectare.

Spalaturi orale

P. jirovecii poate fi gasit in spalaturile orale daca microorganismul a fost tusit
sau recent inhalat in tractul orofaringian. Spalaturile orale pot fi obtinute rapid
si neinvaziv, iar testele pozitive pot reflecta o Tncarcare fungica si mai mare in
tractul respirator inferior. Exista si dezavantaje teoretice, cum ar fi gradul cres-
cut de inhibare a P. jiroveci din cauza secretiilor faringiene si a incapacitatii mi-
croorganismelor de a ajunge in cavitatea bucala in infectiile cu sarcina fungica
joasa. Studii multiple au evaluat capacitatea de a detecta P. jirovecii in probele
de spalaturi orale folosind sisteme de detectie PCR foarte sensibile. in compa-
ratie cu sputa si cu LBA, PCR al spalaturilor orale are o sensibilitate de 75-91%
si o specificitate de 68-100%. Spalaturile orale pot fi cel mai utile in sustinerea
unui diagnostic de pneumonie pneumocistica daca sunt pozitive, dar un rezultat
negativ nu poate exclude in mod sigur pneumonia pneumocistica la pacientii
simptomatici.

Aspirat nazofaringian

Specimenele tractului respirator inferior, cum ar fi LBA si sputa, sunt dificil de obti-
nut la copii. intr-un studiu, s-a constatat cd determinarea glicoproteinei majore de
suprafata prin PCR din probe nazofaringiene are o sensibilitate de 86% si o specifi-
citate de 95% pentru detectarea P. jirovecii. Prin urmare, PCR pe probe nazofarin-
giene, daca este pozitiva, poate evita necesitatea obtinerii probelor mai invazive.

Sange/ser

Prezenta P. jirovecii in sange reflectd progresia bolii, deoarece agentul patogen nu
se limiteaza doar la tractul respirator. Mai multe studii au sugerat ca detectarea
ADN-ului P. jirovecii in ser poate fi un marker de diagnostic util pentru pneumonia
pneumocistica.

Tehnica PCR in timp real pe ser a demonstrat o sensibilitate foarte inalta (100%)
si 0 valoare predictiva negativa buna (99%) pentru diagnosticul de pneumonie
pneumocistica la pacientii HIV infectati. Serul este utilizat si in alte teste de dia-
gnostic, inclusiv analiza imunoenzimatica (ELISA) pentru detectarea anticorpilor si
antigenelor asociate cu P. jirovecii.
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P. jirovecii este extrem de dificil de cultivat, fiind diagnosticat in mod clasic prin
simptome clinice si constatari radiografice cu confirmare prin vizualizarea micro-
scopica a microorganismului.

Diagnosticul specific se bazeaza pe identificarea P. jirovecii in secretiile bronhopul-
monare obtinute ca sputd indusa sau material de lavaj bronhoalveolar. in situatiile
Tn care aceste doua tehnici nu pot fi utilizate, se poate dovedi necesara biopsia
transbronsica sau biopsia pulmonara deschisa.

Identificarea microscopica a trofozoitilor si a chisturilor de P. jirovecii se realizeaza
cu coloratii care demonstreaza fie nucleii trofozoitilor si stadiile intrachistice (cum
ar fi Giemsa), fie peretii chistului (cum ar fi coloratia argentica).

Microscopia cu imunofluorescenta folosind anticorpi monoclonali poseda o sensi-
bilitate si o specificitate mai mare decat coloratiile conventionale. Sensibilitatea
variaza de la 48 pana la 100%, iar specificitatea de la 82 pana la 100%.

Sensibilitatea acestor metode este mult mai scazuta la pacientii fara infectie HIV,
deoarece gradul de multiplicare al microorganismului este mai mic.

Reactia de polimerizare in lant (PCR)

La pacientii cu si fara HIV, PCR s-a dovedit a fi mai sensibila pentru detectarea P.
jirovecii decat metoda microscopica. Trei metaanalize publicate in ultimii ani au
raportat o sensibilitate combinata de 98%, 99% si 97%, cu o specificitate comuna
de 91%, 90% si 94%, majoritatea probelor fiind LBA. Sensibilitatea si specificitatea
ridicate au persistat atat la pacientii HIV-pozitivi, cat si la cei HIV-negativi. in mod
remarcabil, cea mai mare sensibilitate si specificitate au fost inregistrate in studiile
care utilizeaza metode cantitative PCR. Deoarece sensibilitatea este mare, un rezul-
tat fals negativ al testului este rar. Prin urmare, un PCR negativ pe LBA inseamna
c& pneumonia pneumocistica este un diagnostic putin probabil. in schimb, specifi-
citatea ridicata inseamna ca un PCR pozitiv pe LBA sugereaza prezenta P. jirovecii.

Citometrie in flux

Citometria in flux poate detecta un singur sau mai multe microorganisme intr-un
mod usor, fiabil si rapid. Aceste microorganisme pot fi identificate prin parametri
citometrici, fluorocromi precum CW sau anticorpi monoclonali P. jirovecii. Citome-
tria in flux poate detecta, de asemenea, anticorpi anti-Pneumocystis si comenta
sensibilitatea antifungica. Barbosa si colab. au dezvoltat o metoda care utilizeaza
colorarea imunofluorescenta cu kitul Detect IF (Axis-Shield Diagnostics Limited,
Marea Britanie), urmata de citometrie in flux. Aceasta metoda permite detectarea
P. jirovecii in LBA, precum si in probe bronsice cu sensibilitate si specificitate de
100%. Desi aplicatiile sunt vaste, datele sunt limitate si in prezent metoda nu este
recomandata ca metoda de diagnostic.

Determinarea anticorpilor

0 abordare promitatoare de diagnostic este utilizarea unui instrument antigenic in-
tr-o tehnica ELISA pentru a detecta anticorpii IgM si IgG impotriva P. jirovecii. Au fost
descrisi mai multi antigeni imunogeni potentiali, inclusiv antigeni, ELISA IgM anti-P.
jirovecii are o sensibilitate de 100% si o specificitate de 81% la testarea probelor
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de ser. Raspunsul imun, fiind variabil in functie de natura starii de imunodepresie,
poate afecta sensibilitatea acestui test la anumite categorii de pacienti. Studiile
anterioare au aratat modificari ale raspunsului imun la pacientii cu HIV, cu ante-
cedente de transplant, cu cancer care nu reusesc sa adere la terapia profilactica,
fumatori, pacientii cu boala pulmonara obstructiva cronica, cu consum excesiv de
alcool, consum de droguri injectabile si chiar pacienti din diferite zone geografice.
Infectia clinica anterioara sau expunerea subclinica la Pneumocystis pot avea, de
asemenea, un impact asupra raspunsului imun si pot duce la teste fals pozitive.

Teste de determinare a antigenelor si a biomarkerilor

Componenta (1,3)-Beta D-Glucan (BG) este un constituent al peretelui celular in
forma de viata ascunsa a Pneumocystis jirovecii si a multor alti agenti patogeni
fungici. Au fost dezvoltate diverse teste care detecteaza BG in ser, cele mai po-
pular fiind testul Fungitell, un test cromogen aprobat de FDA. in mai multe studii
de metaanaliza, acest test a demonstrat o sensibilitate in proportie de 91%, 96%
si 95%, sensibilitatea nalta fiind demonstrata atat la pacientii HIV pozitivi, cat si
la cei HIV negativi. Cu toate acestea, BG a fost doar in 75%, 84% si 86% specific
pentru pneumonia pneumocisticd, deoarece poate sa fie pozitiv si in alte infectii
fungice, la pacientii cu endotoxinemie gramnegativa, la pacientii tratati cu anumi-
te antibiotice, sub terapie cu albumina sau globulina si la cei supusi hemodializei.
Avantajul semnificativ al acestui test este natura neinvaziva, iar rezultatul negativ
este suficient pentru a exclude diagnosticul de pneumonie pneumocistica, iar dez-
avantajul consta in faptul ca BG pozitiv nu este specific pentru diagnosticul acestei
patologii si trebuie efectuate teste suplimentare pentru validarea rezultatelor.

Lactat dehidrogenaza (LDH) este o enzima intracelulara aproape in toate tesutu-
rile, nivelurile serice fiind semnificativ crescute la pacientii cu pneumonie pneu-
mocistica, in comparatie cu pacientii fara acest diagnostic. Sensibilitatea si spe-
cificitatea acestui marker pentru pneumonia pneumocistica au fost estimate a fi
de 66%-91% si, respectiv, 36-52%. Intr-un studiu s-a constatat ca sensibilitatea
cresterii LDH este de 100% la pacientii HIV pozitivi si doar de 63% la pacientii HIV
negativi, indicand faptul ca acest marker poate fi util numai la detectarea pneu-
moniei pneumocistice la pacientii HIV pozitivi.

Alti antigeni, cum ar fi KL-6 si S-adenozil-metionina, au fost, de asemenea, eva-
luati ca potentiali markeri. Antigenul KL-6 este o mucin-glicoproteina exprimata
pe pneumocitele alveolare de tip 2 si pe celulele epiteliale bronsiolare. Nivelurile
serice de KL-6 sunt crescute la pacientii cu pneumonie pneumocistica, dar acest
marker are specificitate scazuta ca urmare a cresterii sale in boala pulmonara in-
terstitiala si in alte boli infectioase. S-adenozil-metionina (SAM) este un intermedi-
ar in multiple functii celulare pe care Pneumocystis nu le poate sintetiza si trebuie
sa le extraga din plasma gazdei sale. Unele studii au demonstrat niveluri serice
de SAM semnificativ mai scazute la pacientii infectati cu P. jirovecii, in raport cu
pacientii infectati cu alti agenti patogeni si pacientii din grupa de control.

in ceea ce priveste diagnosticul clinic, trebuie mentionat faptul ca triada clasica de
simptome, reprezentata de febra, dispnee progresiva la efort si tuse neproductiva,
apare doar in aproximativ 50% din cazuri. Examenul fizic este si el destul de ne-
specific si include: tahipnee, febra, tahicardie, alaturi de modificari la auscultatia
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pulmonara (raluri crepitante sau ronflante) in aproximativ 50% din cazuri si scade-
rea saturatiei de O, in sangele periferic. Modificarile sunt mai grave in pneumonia
cu P. jirovecii la pacientii fara infectie HIV.

La copii, examenul clinic mai poate decela cianoza, batai ale aripioarelor nazale si
tiraj intercostal in cadrul sindromului functional respirator.

Toate aceste semne si simptome pot aparea intr-o multime de alte afectiuni pre-
cum sindromul de detresa respiratorie acuta, pneumonia cu citomegalovirus,
pneumonia interstitiala limfocitara, pneumonia virala, embolismul pulmonar, legi-
oneloza, tuberculoza sau infectia cu Mycobacterium avium complex. De aceea, un
rol important in stabilirea diagnosticului il are si anamneza pacientului, care poate
fi indeajuns de sugestiva pentru suspectarea pneumoniei cu P. jiroveci.

Odata suspectata, PP] poate fi confirmatd de anumite modificari in rezultatele
unor investigatii paraclinice. Astfel, citopenia relevata ca urmare a efectuarii he-
mogramei, LDH-ul seric crescut (ca expresie a afectarii pulmonare), gazometria
arteriala modificata cu o scadere a saturatiei sangelui arterial cu oxigen (Sa0,),
precum si serologia HIV pozitiva la o persoana care nu se stia infectata sau titrul
scazut al limfocitelor T CD4+ la un infectat HIV sunt sugestive pentru pneumonia
cu P. jirovecii, insa nu foarte specifice.

Radiografia pulmonara ar trebuie efectuata la toti pacientii imunodeprimati cu
febra si/sau cu semne si cu simptome respiratorii. Modificarile tipice induse de P.
jiroveci pe radiografie sunt reprezentate de infiltrate perihilare sau interstitiale
difuze. In cazurile in care pe radiografie apar modificari nespecifice sau aspectul
pulmonar este normal (in aproximativ 1/3 din cazuri) este utila efectuarea unei
tomografii computerizate de inalta rezolutie (HRCT). Modificarile tipice ale pneu-
moniei cu P. jirovecii pe HRCT sunt zonele neregulate cu aspect de sticla mata si
fngrosarea septurilor interlobulare.

Testele functionale respiratorii vor evidentia la un pacient cu pneumonie provocata
de P. jirovecii scaderea capacitatii de difuziune a CO (DLCO) la mai putin de 75%. O
valoare normala a DLCO exclude diagnosticul de pneumonie pneumocistica

Diagnosticul diferential al pneumoniei provocate de P. jirovecii
Diagnosticul diferential al pneumoniei cu P. jirovecii se face cu urmatoarele afectiuni:

* Sindromul de insuficienta respiratorie acuta;

* Infectia cu citomegalovirus;

* Pneumonie interstitiala limfocitara;

* Infectii cu micoplasme;

*  Pneumonie virala;

*  Embolie pulmonara;

* Legioneloza;

* Tuberculoza;

* Infectia cu Mycobacterium avium complex;

* Sindromul inflamator de reconstituire imunitara.
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E. Histoplasmoza

1. Generalitati

Histoplasmoza este o infectie cauzata de Histoplasma capsulatum, un fung ce se
localizeaza mai ales la nivelul parenchimului pulmonar. Ocazional, pot fi afectate
si alte organe, in special daca histoplasmoza se complica si apare forma disemi-
nata a bolii. Aceasta afectiune apare mai frecvent la pacientii cu un sistem imun
incapabil de a face fata agresiunilor fungice, cum este cazul pacientilor imuno-
compromisi, al celor cu infectie HIV/SIDA sau al pacientilor care au suferit recent
un transplant de organ.

H. capsulatum este un fung dimorf care poate fi identificat prin prezenta hifelor,
purtatoare atat de spori mari, cat si mici (microconidii). In pofida numelui, fungul
nu prezinta capsula.

in mediu, H. capsulatum se gaseste in formé inactiva, insd poate deveni agresiv
cand patrunde in organismul uman, unde gaseste un mediu favorabil de mul-
tiplicare. Majoritatea indivizilor cu histoplasmoza raman asimptomatici pentru o
perioada foarte lunga. Manifestarea, bolii este un semn ca rezistenta macroor-
ganismului este scazutd sau ca persoana a fost in contact cu o cantitatea foarte
mare de fungi.

Organismul uman are propriile mecanisme de rezistenta impotriva fungilor, repre-
zentate de proprietatile fungistatice ale neutrofilelor si macrofagelor. in limitarea
extinderii infectiei un rol crucial il au limfocitele T, acesta fiind si motivul pentru
care un organism cu un sistem imun deprimat nu se poate opune unei astfel de
infectii. in cazul in care organismul se opune activ infectiei, rispandirea acesteia
Tntarzie cu una-doua saptamani.

Raspunsul sistemic imun si inflamator este adesea foarte complex si implica o cas-
cada de reactii generale ce presupun activarea citokinelor proinflamatoare, inter-
leukinelor, macrofagelor. Sistemul imun competent poate limita semnificativ infec-
tia. Astfel, in doar trei-sase saptamani de la expunere se poate dezvolta o reactie
de hipersensibilizare fata de antigenele fungice. intre 85 - 90% dintre indivizii cu
sistem imun integru au reactie pozitiva la testarea cutanata pentru Histoplasma,
ceea ce Inseamna ca s-au confruntat cu acest agent patogen, insa nu au dezvoltat
o afectiune clinic manifesta, deoarece organismul a putut face fata infectiei.

2. Epidemiologia

Histoplasmoza este una din cele mai frecvente infectii fungice in Statele Unite ale
Americii. Majoritatea persoanelor din zonele endemice contacteaza agentul pato-
gen in copilarie. Acesti fungi se dezvolta doar daca mediul pe care il populeaza i
ofera conditii favorabile: umiditate, pH acid, azot, temperatura optima de 37°C. in
mediul exterior se gaseste in soluri contaminate cu fecalele pasarilor, in special
in dejectiile liliecilor. Pasarile si liliecii nu sunt infectati si nu prezinta manifestari
clinice, ei fiind doar purtatori de fungi. Histoplasma colonizeaza solurile, dar se
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gaseste si pe penele pasarilor, in rezervatiile acestora, in cuiburi, in pesteri. Exista
si cazuri de histoplasmoza urbana. in oras, daca solul este maturat, sporii de His-
toplasma sunt vehiculati in aer si apoi inhalati de catre oameni. in SUA, timp de
20 de ani, in zona unui santier de constructii, s-au inregistrat aproximativ 700 de
cazuri noi de histoplasmoza.

3. Aspecte clinice

Manifestarile clinice ale histoplasmozei depinde de cantitatea agentului patogen
Ccu care pacientul a fost in contact. Cu cat contactul este mai prelungit, cu atat si
simptomele vor fi mai intense. Infectia pulmonara initiala poate disemina sistemic,
raspandindu-se pe cale hematogena si generand manifestari extrapulmonare.

Histoplasmoza nu este limitata strict la poarta de intrare, deoarece germenele are
factori de patogenitate care ii permit sa se extinda si la alte organe si sisteme.
Totusi, histoplasmoza diseminatd este rar intalnita la adultii imunocompetenti,
atacand mai frecvent pacientii cu afectiuni ale sistemului imun, cu afectarea siste-
mului nervos central, a ficatului, a splinei, a ochiului, determinand si aparitia unor
manifestari reumatologice sau a unor tulburari ale sistemului hematologic.

Aproximativ 90% din pacientii cu histoplasmoza pulmonara acuta sunt asimpto-
matici sau paucisimptomatici (febra cu frisoane, tuse, oboseala, cefalee, dureri to-
racice, dureri musculare, dispnee, iar unii pacienti prezinta eritem nodos). Pacientii
cu simptome pot sa dezvolte pericardita acuta care poate declansa, la randul sau,
aparitia pleureziilor si astfel starea pacientului se agraveaza din ce in ce mai mult.

Histoplasmoza pulmonara cronica este intalnitda mai frecvent in cazul pacientilor
cu afectiuni pulmonare si respiratorii deja diagnosticate. Daca histoplasmoza apa-
re ca o boald pulmonara cronica de fond, exista riscul ca in timp sa se ajunga la
fibroza pulmonara cu limitarea severa a functionalitatii plamanilor si cu reducerea
ventilatiei. Acesti pacienti prezinta: tuse cu sputa condesata, transpiratii nocturne,
pierdere in greutate si dificultati de respiratie.

Histoplasmoza diseminata apare la unul din 2000 de pacientii imunocompetenti
care au facut boala simptomatica, insa este mult mai frecventa la copii (pana la
30%), varstnici, pacienti imunodeprimati. Simptomele pot include: cefalee, febra,
astenie fizica, hepatosplenomegalie, dificultati de respiratie, ulceratii la nivelul
buzelor si a gurii, hipotensiune arteriala.

Granulomatoza mediastinala se caracterizeaza prin aparitia unor adenopatii to-
racice mari, uneori cu cavitati intraparenchimatoase, ce pot determina un sindrom
de compresiune asupra esofagului, cdilor aeriene sau vaselor mari toracice.

Desi histoplasmoza poate sa apara la orice varsta, specialistii au observat ca cele
mai afectate categorii sunt copiii si batranii, deoarece sistemul lor imun este mai
slabit (fie insuficient maturat, fie extenuat).
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4. Diagnosticul de laborator

Metodele conventionale de diagnostic sunt inca utilizate pe scara larga pentru di-
agnosticul histoplasmozei. Diagnosticul se bazeaza pe izolarea fungilor in cultura
sau vizualizarea levurilor intracelulare in tesuturi sau in alte probe clinice. Astfel,
n pofida limitarilor cunoscute, aceste metode sunt foarte utile si continua sa fie
utilizate in multe laboratoare, in special in cele cu resurse reduse.

Metoda culturala

Izolarea H. capsulatum pe medii de cultura este standardul de aur pentru dia-
gnosticul histoplasmozei. Recuperarea levurii prin cultura din probe clinice (he-
moculturd, lavaj bronhoalveolar etc.) este recunoscuta drept criteriu de definire
a histoplasmozei dovedite conform definitiilor consensuale ale EORTC-MSGERC.

H. capsulatum este un fung pretentios, deoarece cresterea poate dura pana la
patru saptamani si necesita masuri de izolare in laborator de nivel de biosiguranta
3 (BSL-3). La 25-30 °C, acesta creste ca un miceliu de culoare alba care evolueaza
spre maro (Fig. 7 a, b), reprezentand forma invaziva a bolii.

Aceasta forma micelara
este cea mai periculoasa,
deoarece sporii ar putea fi
inhalati provocand infec-
tii. Au fost raportate infec-
tii dobandite in laborator
prin  manipularea culturii.
Microscopic, forma mice-
lara produce macroconidii
tuberculate tipice usor de
identificat (Fig. 8A). Alte
specii, precum Sepedonium
spp. izolat din obiectele de
mediu, considerat un con-
taminant de laborator, pro-
duc structuri similare. Co-
lonii levurice umede, moi i

cremoase poate produce si Fig. 7. a-b) Colonii de H. capsulatum pe
H. capsulatum atunci cand Sabouraud dextroza agar;

este cultivatd la 37°C pe c) Colonii de H. capsulatum pe agar
anumite medii (agar infu- infuzie creier-cord cu sange de berbec

zie creier-cord cu sange de

berbec, Fig. 7 ¢). La 37°C (temperatura corpului uman), are loc o conversiune din
faza micelara la forma de levura, care este patogena. Aceste levuri sunt usor de
recunoscut dupa peretele lor gros si forma ovoida cu o baza ingusta la capatul mai
mic (Fig. 8B).
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Fig. 8. Preparate ale formelor filamentoase si levurice de H. capsulatum.
(A) Cultura la 30°C prezinta macroconidii tuberculate (marire 63x);
(B) Cultura la 37°C prezinta levuri (marire de 20 x)

Sensibilitatea culturilor depinde de starea clinica a pacientului si de originea pro-
bei. Culturile sunt negative in majoritatea cazurilor de boald asimptomatica si
usoara. Totusi, metoda culturala este utilad in histoplasmoza pulmonara diseminata
si cronica, desi sensibilitatea variaza de la 50 pana la 85%.

Principalul impediment al metodei de cultura este timpul indelungat de cultivare
necesar pentru a obtine cultura pura si necesitatea confirmarii suplimentare prin
alte metode a examinarii microscopice a micetelor crescute. Identificarea mole-
culara este un instrument eficient pentru a confirma prezenta H. capsulatum, dar
extinde si mai mult timpul de obtinere a rezultatului. Pentru identificarea tulpinilor
de H. capsulatum poate fi utilizata spectrometria de masa (MALDI-TOF MS) care
are posibilitate sa diferentieze diferite variante (var. capsulatum, var. duboisii) si
forme ale agentului patogen (levurica si filamentoasa), reducand astfel timpul de
raspuns si riscul de manipulare a culturii.

Deoarece limitarile mentionate fac metoda culturala inutila pentru un diagnostic
precoce al histoplasmozei, exista metode alternative de diagnostic care ar putea
fi utilizate singure sau in combinatie cu metoda culturala.

Histopatologie si microscopie directa

Microscopia directa a probelor clinice sau examenul histopatologic al tesuturilor
pentru depistarea levurii dupa impregnare argentica, tehnica Gomori (GMS) sau
cu acid periodic Schiff (PAS), sunt tehnici utilizate in mare masura pentru diagnos-
ticul histoplasmozei. H. capsulatum poate aparea ca o levura ovala de 2-4 um (var.
capsulatum) sau 8-15 um (var. duboisii). Deoarece sunt fagocitate de macrofage,
levurile ar putea fi gdsite formand grupuri, ceea ce faciliteaza diagnosticul. Cu toa-
te acestea, mai multi fungi pot fi confundati microscopic cu H. capsulatum, cum
ar fi, Blastomyces dermatitidis, endosporii de Coccidioides spp., Candida glabrata,
precum si agentii cauzali ai leishmaniozei, toxoplasmozei si bolii Chagas. Sensibi-
litate mai mare ar putea fi obtinuta in probele respiratorii sau in biopsia maduvei
osoase la pacientii cu histoplasmoza diseminata. Specificitatea scazuta si nevoia
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de personal calificat pentru a realiza un diagnostic prezumtiv sunt principalele
limitari ale acestei tehnici.

Detectarea antigenelor

Detectarea antigenelor H. capsulatum in probele clinice a reprezentat un progres
in diagnosticul precoce al histoplasmozei si de aproape 20 de ani este inclusa in
criteriile EORTC/ MSGERC pentru diagnosticul infectiilor fungice invazive. Antige-
nul polizaharidic H. capsulatum poate fi detectat atat in probele de ser, cat si de
urina cu valoare diagnostica similara, fiind recent listat ca un test de diagnostic
esential pentru pacientii cu SIDA in stadiu avansat. in pofida nivelului ridicat de
reactii incrucisate cu alte specii de fungi, testele de detectare a antigenelor sunt
utilizate pe scara larga pentru a diagnostica histoplasmoza, iar unele studii indica
capacitatea acesteia de a monitoriza raspunsul la tratament.

in ultimii ani, tot mai mult sunt utilizate testele imunocromatografice. Aceste teste
sunt usor de utilizat, rezultatul este rapid (mai putin de o ora) si necesita echi-
pamente de laborator minime, ceea ce faciliteaza implementarea lor in tarile cu
venituri mici si medii. Desi au fost testate doar pe probe de ser de la pacientii cu
SIDA, performanta lor de diagnostic este promitatoare (sensibilitate de 96%, spe-
cificitate de 90%). Cauza rezultatelor fals pozitive si negative este reactivitatea in-
crucisata cu alte micete endemice ale tratamentului cu antibiotice, fiind necesara
o etapa pretratament care prelungeste timpul de obtinere a rezultatelor.

Detectarea anticorpilor

Principalele avantaje ale testelor de detectare a anticorpilor sunt probele minim
invazive si obtinerea de rezultate atunci cand cultura este inca negativa, reducand
astfel necesitatea de manipulare a fungilor potential infectiosi. Tehnicile serologi-
ce precum fixarea complementului sau imunodifuziunea sunt utile atunci cand se
testeaza pentru prima data probe de la calatori care provin din regiuni endemice.
Ambele tehnici sunt disponibile comercial (Immuno Mycologics, SUA), iar sensibili-
tatea lor in histoplasmoza pulmonara acuta si subacuta este de 95%.

La pacientii imunodeprimati, din cauza titrurilor scazute sau absente de anticorpi,
sensibilitatea acestor teste este foarte limitata. O metaanaliza recenta a descris
valori de sensibilitate si de specificitate de 58% si, respectiv, 100%, in probe de la
pacientii cu HIV. Anticorpii specifici apar intr-un interval de doud-sase saptamani
de la expunere si au o valoare limitata in diagnosticul histoplasmozei acute, insa
pot fi importanti in formele cronice. Interpretarea rezultatelor serologice ar putea
fi dificila si din cauza ca seropozitivitatea ramane mult timp dupa boala.

in pofida limitarilor descrise, testele de detectare a anticorpilor sunt inca consi-
derate instrumente de diagnosticare valoroase si care imbunatatesc randamentul
diagnosticului atunci cand sunt combinate cu alte metode de diagnostic.

Metode bazate pe detectarea ADN-ului

Metodele PCR bazate pe detectarea ADN-ului fungic direct din probele clinice sunt
implementate n prezent in rutina mai multor laboratoare pentru diagnosticarea
principalelor infectii fungice, pentru diagnosticul histoplasmozei fiind disponibile
mai putin teste PCR.
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Avantaje ale acestor teste sunt simplitatea, specificitatea fnalta si timpul scurt de
obtinere a raspunsului. PCR (qPCR) permite determinarea in timp real a sarcinii
fungice la pacienti prin utilizarea colorantilor nespecifici de legare a ADN-ului sau
a sondelor marcate fluorescent.

Tehnica data are si unele limitari, cum ar fi cantitatea moderata de ADN din probe-
le invazive, lipsa standardizarii si disponibilitatea scazuta a sistemelor comerciale
validate pe scara larga. Metode bazate pe PCR au fost incluse in criteriile EORTC/
MSGERC pentru diagnosticul unor infectii fungice, cum ar fi aspergiloza invaziva
sau candidoza, dar nu si pentru micozele endemice.

Majoritatea testelor PCR pentru diagnosticul histoplasmozei au fost dezvoltate ,,in
house” si in prezent nu sunt comercializate. Aceste teste au aratat o performanta
analitica excelenta (sensibilitate de 95% si specificitate de 99%) la testarea pro-
belor de la pacienti HIV pozitivi, dar sensibilitatea a scazut la testarea probelor de
sange si de ser de la pacienti imunocompetenti. Testele PCR panfungice sau cu
gama larga sunt utilizate atunci cand nu exista o claritate despre fungii implicati in
infectie, deoarece primerii universali pot perimite detectarea oricarui ADN fungic.

Metodele non-PCR sunt, de asemenea, capabile sa amplifice si sa detecteze ADN-ul
H. capsulatum din probele clinice. Amplificarea izoterma mediata de bucla (LAMP)
se bazeaza pe utilizarea unei ADN polimeraze cu activitate mare a catenei de de-
plasare si a unui set de primeri special proiectate pentru a amplifica ADN-ul tinta.
La implementarea acestei tehnici pentru diagnosticul molecular al histoplasmozei
s-au obtinut rezultate excelente. Eficienta ridicata, sensibilitatea, specificitatea si
rentabilitatea acestor teste le fac candidate buni pentru a fi implementate in ruti-
na de diagnosticare a laboratoarelor cu resurse limitate.

Diagnosticul de meningita provocata de H.capsulatum este adesea dificil de sta-
bilit, iar examinarea LCR pune in evidenta pleocitoza limfocitara, nivel crescut de
proteine si scazut de glucoza. Preparatele sunt, de obicei, negative, iar culturile
din LCR sunt pozitive intr-un numar foarte mic de cazuri. intr-un studiu recent pri-
vind histoplasmoza SNC, care a inclus pacienti cu infectie HIV, culturile din LCR au
fost pozitive doar la 38% dintre pacienti. Antigenul H.capsulatum poate fi detectat
n LCR in mai multe cazuri, iar anticorpii impotriva H. capsulatum in aproximativ
jumatate din cazuri.

Un rezultat pozitiv al antigenului sau al anticorpilor din LCR este un criteriu de
diagnostic pentru histoplasmoza. in cazurile in care niciunul dintre aceste teste
specifice nu este pozitiv, un diagnostic prezumtiv de meningita provocata de H.
capsulatum este adecvat daca pacientul are histoplasmoza diseminata si se con-
stata infectia SNC care nu poate fi atribuita unei alte cauze.

in figura 9 este prezentat algoritmul de diagnostic disponibil in prezent pentru dia-
gnosticarea histoplasmozei in laboratoarele microbiologice. Desi s-au facut atat de
multe progrese in acest domeniu, cu sigurantd mai raman multe de facut pentru a
Tmbunatati diagnosticul precoce al histoplasmozei in vederea stabilirii unei terapii
antifungice prompte si, in consecinta, reducerea ratelor de morbiditate si de mor-
talitate ale acestei infectii.
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a) Timp lung de raspuns b) Timp scurt de raspuns
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Fig. 9. Algoritmul de diagnostic al histoplasmozei disponibil in prezent:

a) Timp lung de raspuns cu efectuarea preparatului histopatologic care
prezinta levuri de H. capsulatum; b) Timp scurt de raspuns cu vizualizarea
directa a citologiei de aspiratie cu ac fin care pune in evidenta levuri intra- si
extracelulari de H. capsulatum si utilizarea metodelor rapide
ID - identificare; EIA - test imunoenzimatic; LFD - dispozitiv de flux lateral;

POC - punct de ingrijire; gPCR - PCR cantitativ; NGS - secventierea de generatia urmatoare

F. Mucormicoza

1. Generalitati

Mucormicoza, denumita anterior zigomicoza, se refera la mai multe boli diferite
cauzate de fungi, apartinand ordinului Mucorales. Cele mai multe microorganis-
me implicate in infectiile umane fac parte din genul Rhizopus. Genurile impor-
tante din punct de vedere medical, care provoaca mucormicoza sistemica, sunt
Mucor, Cunninghamella, Apophysomyces, Lichtheimia, Saksenaea, Rhizomucor,
Cokeromyces si Mortierella (Fig. 10). Reprezentantii acestor genuri sunt fungi
primitivi, cu crestere rapida, terestre, in mare parte saprofite, cu o distributie
cosmopolitd. Din cele circa 665 de specii descrise, doar cateva provoaca infectii
la om si la animale.

Mucormicozele invazive pun viata in pericol. Sinuzita severa, complicata cu abces
cerebral, este cea mai frecventa prezentare. Infectiile pulmonare, cutanate si gas-
trointestinale sunt, de asemenea, recunoscute.
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Fungi

incregatura Mucormycota
Subincrengatura Mucoromycotina
Mucoromycetes
Mucorales
Familie Mucoraceae Cunninghamellaceae | Lichtheimiaceae | Saksenaeaceae | Rhizopodaceae
Gen Mucor 18% Cunninghamella 7% | Lichtheimia 5% | Saksenaea 5% |Rhizopus 47%
Apophysomyces 5% | Absidia Rhizomucor 4%

Fig. 10. lerarhia taxonomica a genurilor care provoaca cel mai frecvent
mucormicoza

2. Factorii de risc

Conditiile imunocompromitatoare sunt principalii factori de risc pentru mucormico-
za. Pacientii cu diabet zaharat necontrolat, in special cei cu cetoacidoza, prezinta
un risc ridicat. Alte grupuri cu risc sporit includ pacientii cu transplant de organe,
cu cancer, in special cei neutropenici si care administreaza antibiotice cu spec-
tru larg, precum si persoanele care primesc agenti imunosupresori, inclusiv ste-
roizi pe cale orala sau intravenoasa si blocante ale factorului de necroza tumorala
(TNF)-alfa (pacienti cu afectiuni reumatoide). Unui risc crescut sunt expusi pacien-
tii cu cancer hematologic care prezinta infectii oportuniste cu citomegalovirus si
boala grefa contra gazda. Administrarea anterioara de Voriconazolum este un alt
factor de risc pentru mucormicoza.

Malnutritia extrema este, de asemenea, legata de mucormicoza, in special de
forma gastrointestinala. Fierul este un stimulent de crestere pentru speciile de
Mucorales; chelatorii de fier mai vechi, cum ar fi Deferoxaminum#* si toate cauzele
supraincarcarii cu fier, sunt factori de risc suplimentari pentru mucormicoza. Trau-
matismele si utilizarea de materiale medicale contaminate, nesterile sunt asociate
Cu mucormicoza cutanata. Astfel de cazuri sunt asociate cu traumatisme/interven-
tii chirurgicale sau cu prezenta unei rani preexistente sau a unei linii intravascula-
re. Pacientii cu arsuri si cei care utilizeaza medicamente intravenoase, la fel sunt
supusi riscului de a dezvolta mucormicoza.

Unii pacienti cu mucormicoza nu au factori de risc identificabili. Mucormicoza in-
vaziva a fost, de asemenea, asociata cu focare aferente asistentei medicale si
dezastrelor naturale.

3. Fiziopatologia

Mucorales sunt fungi omniprezenti care se gasesc in mod obisnuit in sol si in ma-
teria in descompunere, iar speciile de Rhizopus pot fi gasite in painea mucegaita.
Principala cale de infectare este inhalarea conidiilor, alte cai posibile fiind ingestia
si inocularea traumatica. Ingestia duce la afectiuni gastrointestinale si apare, in
principal, in randul pacientilor malnutriti, dar poate aparea si dupa ingerarea de
substante nenutritive.
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Mucorales sunt mucegaiuri din mediul inconjurator care devin forme hifalice in
tesuturi. Odata ce sporii incep sa se dezvolte, hifele fungice invadeaza vasele de
sange, producand infarct tisular, necroza si tromboza. Atunci cand sporii se depun
n cornetele nazale, se dezvolta boala rinocerebrald (mucormicoza rinocerebrald);
sporii ajunsi in plamani induc boala pulmonara, cand sunt ingerati apare forma
gastrointestinalda a mucormicozei, iar cand traverseaza bariera tegumentara se
dezvolta boala cutanata.

Factorul de virulenta implicat in patogeneza Mucorales este permeaza de mare
afinitate pentru fier (FTR1), ceea ce permite supravietuirea acestor specii in medii
sarace in fier. Proteina de acoperire a sporilor (Cot H), prezentd pe suprafata Mu-
corales, afecteaza apararea gazdei, iar factorul de ADP-ribosilare faciliteaza cres-
terea Mucorales. Neutrofilele sunt principala aparare a gazdei impotriva acestor
fungi, de aceea persoanele cu neutropenie sau disfunctie a neutrofilelor (diabet,
utilizarea de steroizi) prezinta cel mai mare risc de a dezvolta boala. La pacientii
cu SIDA au fost raportate putine cazuri de mucormicoza, ceea ce sugereaza Ca
apararea gazdei impotriva acestei infectii nu este mediata in primul rand de imu-
nitatea celulara.

Mucormicoza trebuie luata Tn considerare in diagnosticul diferential al unei plagi
cu aspect necrotic sau al unei plagi cu un raspuns inadecvat la tratamentul cu an-
tibiotice. Factorii externi, cum ar fi toxinele produse de endosimbioza bacteriana,
pot deregla bariera endoteliala, ceea ce duce la cresterea virulentei fungice. Ex-
punerea la Voriconazolum printr-un mecanism necunoscut si nu datorita presiunii
selective, duce la dezvoltarea mucormicozei invazive.

4. Epidemiologia

Mucormicoza este rara, iar incidenta sa este dificil de calculat cu exactitate, deoa-
rece nu este o boala declarabila.

Incidenta mucormicozei pare sa fie in crestere ca urmare a sporirii numarului de
persoane imunocompromise. Exista, de asemenea, tot mai multe rapoarte de apa-
ritie @ mucormicozei in contextul profilaxiei antifungice sau al tratamentului (de
ex., Voriconazolum, echinocandine) care este eficient impotriva majoritatii fun-
gilor, precum Aspergillus, dar nu si impotriva mucormicozei. imbunatatirea dia-
gnosticului timpuriu prin intermediul unor modalitati precum MALDI-TOF, PCR si
secventierea ARNr 18s indica faptul ca mucormicoza este cauza a peste 10% din
infectiile fungice invazive.

La nivel mondial, s-a inregistrat o crestere a numarului de cazuri de mucormicoza
pana la 910 000, in special in Asia si in Europa.

Povara bolii

Rata de incidenta a mucormicozei la nivel mondial variaza intre 0,005 si 1,7 la un
milion de locuitori. in India, prevalenta mucormicozei este estimativ de 140 de
cazuri la un milion de locuitori, ceea ce reprezinta o prevalenta de aproximativ 80
de ori mai mare decat cea din tarile dezvoltate. incepand cu mai 2021, ca urmare
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a valului de mucormicoza asociata cu COVID-19 si a directivei guvernului indian, in
mai multe state din India mucormicoza este o boala cu declarare obligatorie, ceea
ce va permite o mai buna intelegere a poverii bolii, a caracteristicilor populatiei, a
factorilor de risc, a spectrului clinic si a rezultatelor tratamentului acestor pacienti.

Tendintele actuale indica faptul ca mai predispusi la mucormicoza sunt persoanele
cu diabet preexistent, cele care administreaza corticosteroizi sistemici si persoa-
nele cu COVID-19, cat si cele care se recupereaza din aceasta boala.

Transmiterea mucormicozei

Mucormicoza nu este contagioasa, nu se raspandeste prin contact de la o persoana
la alta. Agentii patogeni ai mucormicozei se transmit prin inhalare, inoculare sau
ingestie de spori din mediul inconjurator. Desi cele mai multe cazuri sunt sporadice,
focarele asociate asistentei medicale au fost legate de bandajele adezive, spatule
din lemn, lenjerie de spital, camere cu presiune negativa, scurgerile de apa, filtrarea
deficitara a aerului, dispozitivele medicale nesterile si constructia cladirilor.

Cel mai frecvent sunt afectate sinusurile sau plamanii, dupa inhalarea sporilor
fungici din mediul inconjurator, de unde infectia se poate raspandi la creier si ochi.
Boala poate aparea si pe piele, dupa ce o taietura, o arsura sau alt tip de leziune
a pielii se infecteaza.

5. Aspecte clinice

in functie de localizarea anatomica, mucormicoza poate fi clasificatd in una din
cele sase forme: (1) rinocerebrala, (2) pulmonara, (3) cutanata, (4) gastrointesti-
nala, (5) diseminata si (6) cu prezentari neobisnuite. Manifestarile mucormicozei
depind de localizare.

Forma rinocerebrala

Forma rinocerebrala se poate manifesta prin cefalee unilaterala, retroorbitala, du-
rere faciala, amorteala, febra, hiposmie si congestie nazala, care evolueaza spre
secretie neagra. Initial, mucormicoza poate mima sinuzita bacteriana.

Simptomele tardive, care indica invazia nervilor si a vaselor orbitale, includ diplopia
si pierderea vederii, edem facial unilateral. Aceste simptome tardive indica un pro-
gnostic nefavorabil si sunt urmate, de obicei, de un status mental alterat. Majoritatea
pacientilor cu boala rinocerebrala au diabet (in special cu cetoacidoza) sau tumori
maligne cu neutropenie asociata si primesc antibiotice cu spectru larg de actiune.

Tumefierea orbitala si celulita faciala sunt progresive. in cavitatea nazala, pe pala-
tul dur sau pe fata se pot observa escare necrotice cu secretie purulenta neagra.
Desi aceste leziuni sugereaza mucormicoza, absenta lor nu exclude posibilitatea
aparitiei acestei boli.

Proptoza, ptoza, chemoza si oftalmoplegiile indica o extensiune retroorbitala. Ner-
vii cranieni V si VIl sunt cei mai frecvent afectati. Pierderea vederii poate aparea in
cazul trombozei arterei retiniene.
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Forma pulmonara

Mucormicoza pulmonara se manifesta nespecific prin febra, dispnee, dureri toraci-
ce si tuse. Aceasta forma apare mai frecvent la pacientii cu tumori hematologice
maligne, antecedente de neutropenie, leucemie asociata cu chimioterapie si tran-
splant de celule stem hematopoietice, frecvent apare cu afectarea concomitenta
a sinusurilor.

Examenul pulmonar poate evidentia scaderea sunetelor respiratorii si raluri. Oca-
zional, adiacent bolii parenchimatoase de baza poate aparea celulita peretelui to-
racic, avand in vedere capacitatea acestei infectii de a traversa planurile tisulare.

Forma cutanata

Boala cutanata se manifesta prin celulita, care evolueaza spre necroza dermica si
formarea de ulceratii necrotice. Leziunea necrotica neagra progresiva a mucormi-
cozei cutanate reflecta invazia vasculara caracteristica tuturor formelor de boala.
Aceasta forma a mucormicozei poate fi primara si secundara.

Pacientii cu afectiuni cutanate pot prezenta traumatisme anterioare, arsuri sau
expuneri la echipamente medicale contaminate, cum ar fi bandajele. Cazuri rare
au fost semnalate la pacientii diabetici sau imunocompromisi in locurile de intro-
ducere a cateterelor, de injectare a insulinei sau a drogurilor ilicite.

Mucormicoza cutanata secundara este rezultatul raspandirii hematogene a agen-
tului patogen si debuteaza prin dezvoltarea unor leziuni dureroase, eritematoase
ce progreseaza intr-o ulceratie necrotica.

Forma gastrointestinala

Mucormicoza gastrointestinala afecteaza, de obicei, persoanele cu subnutritie
grava sau nou-nascutii prematuri. Unele rapoarte de caz au descris mucormicoza
gastrointestinala la pacien-

ii - TS e TR
tii care au suferit un tran- " %*° - N e
splant de organe (de ex., .':I.""-_;»:F*-m e

transplant renal), cu SIDA si 29, .
lupus eritematos sistemic.
Infectia poate interesa tot
tractul gastrointestinal, dar
cel mai frecvent afecteaza
stomacul, ileonul si colonul
(Fig. 11). Prezentarea este
nespecifica, cu dureri ab-
dominale, distensie, greata
si varsaturi. Poate aparea
hematochezie sau obstruc-
tie. Unii pacienti au sensi-
bilitate la palpare. Ruptura
poate duce la semne de

e Fig. 11. Elemente fungice compatibile cu
peritonita. Mucorales in peretele jejunului. Coloratie
Diastase-periodic acid-Schiff
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Forma diseminata

Mai frecvent este intalnita la pacientii neutropenici cu infectie pulmonara. Alte
forme diseminate de mucormicoza pot implica rinichii, oasele, inima si alte loca-
lizari, cu simptome atribuite acestor sisteme de organe, iar in dializa peritoneala
continua ambulatorie a fost descrisa peritonita.

Alte forme ale mucormicozei care includ sistemul nervos central

Afectarea sistemului nervos central, fiind una din cele mai frecvente cauze ale for-
mei diseminate a mucormicozei, se manifesta prin cefalee, simptome/semne neu-
rologice focale, inclusiv afectarea nervilor cranieni. Pacientii cu infectie diseminata
catre creier pot dezvolta modificari ale starii mentale sau coma cu antecedente de
traumatism cranian deschis, utilizare de droguri intravenoase sau tumori maligne.

6. Diagnosticul de laborator

Generalitati

Diagnosticul in timp util, primordial in cazurile de mucormicoza, necesita o cultura
pozitiva si modificari histopatologice, insa in anumite cazuri, in care cultura nu
poate fi disponibila sau rezultatele pot fi negative; diagnosticul se realizeaza doar
prin histopatologie.

Pacientii cu mucormicoza suspecta sau confirmata trebuie tratati ca o urgenta
medicald; acestia trebuie sa fie trimisi la institutii care pot oferi cel mai inalt nivel
de ingrijire.

Confederatia Europeana de Micologie Medicala (ECMM) a stabilit o abordare dia-
gnostica bazata pe simptome si pe factorii de risc subiacenti conform careia:

- la pacientii cu simptome respiratorii (febra, tuse), care sunt neutropenici,
ar trebui obtinuta o tomografie computerizata toracica, o biopsie ghida-
ta prin TC sau un lavaj bronhoalveolar cu biopsie, iar specimenul trebuie
trimis pentru histopatologie, cultura cu test de sensibilitate si identificare
moleculara cu PCR sau PCR multiplex (18s, ITS, 28s sau ADN ribozomal);

- la pacientii cu durere faciala, sinuzita si diabet zaharat subiacent, trebuie
obtinuta o tomografie craniana sau o imagistica prin rezonanta magnetica,
urmata de biopsie; proba trebuie trimisa pentru: histopatologie (coloratie
GMS si PAS), cultura cu test de sensibilitate si identificare moleculara cu
testul PCR, PCR multiplex (18s, ITS, 28s sau ADN ribozomal).;

- la pacientii cu antecedente de traumatisme si de manifestari cutanate tre-
buie obtinuta o biopsie a leziunii si trimisa pentru histopatologie, pentru
cultura cu test de sensibilitate si de identificare moleculara cu testul PCR,
PCR multiplex (18s, ITS, 28s sau ADN ribozomal).

Teste de laborator

Recunoasterea timpurie, diagnosticarea si administrarea prompta a unui trata-
ment antifungic adecvat si debridarea chirurgicala (dupa caz) sunt importante
pentru imbunatatirea rezultatelor pacientilor cu mucormicoza.
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Metodele de diagnosticare includ biopsia si colorarea fungica (montaj KOH), care
ramane principalul pilon al diagnosticului de laborator. Unitatile in care sunt dispo-
nibile culturi fungice si teste de sensibilitate pot ajuta la confirmarea speciei care
a provocat mucormicoza.

Pentru a evalua daca exista neutropenie, trebuie obtinutd o enumerare completa
a celulelor sangvine. Un panel chimic, care include glicemia, bicarbonatul si elec-
trolitii, este util pentru a monitoriza homeostaza si a corecta acidoza. Un studiu al
gazelor din sangele arterial poate ajuta la determinarea gradului de acidoza si poate
ghida terapia corectiva. Pot fi indicate teste pentru a evalua prezenta supraincar-
carii cu fier in functie de nivelurile ridicate de feritina si o capacitate totala scazuta
de fixare a fierului. In cazurile de afectare a sistemului nervos central, rezultatele
din lichidul cefalorahidian pot include niveluri ridicate de proteine si o pleiocitoza
mononucleara modesta. Coloratia si culturile fungice din LCR sunt, de obicei, sterile.
O tomografie computerizata ar trebui sa preceada punctia lombara pentru a evalua
daca exista dovezi de leziuni care ocupa spatiu ce ar putea duce la hernie.

Se pot obtine hemoculturi, cu toate ca acestea sunt, de obicei, negative, in ciuda
naturii angioinvazive a microorganismului. Hemoculturile pot fi utile pentru a de-
tecta bacteriemia pe langa infectia cu Mucorales.

Nu exista biomarkeri specifici pentru a identifica mucormicoza. Cultura lavajului
bronhoalveolar are un randament scazut, cu o sensibilitate de 20-50%. Testele
antigenice (beta-D-glucan sau galactomannan) nu sunt utile pentru detectarea
acestei infectii. Orientarile ECMM sugereaza cu fermitate obtinerea unei culturi
a specimenului pentru a identifica microorganismul. Culturile trebuie incubate la
25-30°C si la 35-37°C.

Examinare directa (microscopie in camp luminos)

Examinarea microscopica a secreti-
ei nazale sau a materialului de bio-
psie in montaj umed cu KOH arata
hife caracteristice largi, neseptate,
n formd de panglica, cu ramificatii
n unghi larg sau in unghi drept la in-
tervale neregulate (Fig. 12). Absenta
peretilor incrucisati face ca fluidele
din hifa sa se scurga liber, iar ca re-
zultat, In timpul manipularii tesuturi-
lor de biopsie, hifele se prabusesc si
se Tncretesc, dand aspectul caracte-
ristic de panglica.

Microscopia directa trebuie efectu-
ata, in principal, pentru a identifica
septarea, unghiul de ramificare si
latimea hifelor (procedura vezi in

Fig. 12. Montajul umed cu KOH prezinta
hife caracteristice largi, neseptate,
in forma de panglica, cu ramificatii

anexa 5). in unghi larg sau drept (Mucorales)
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Metoda culturala permite identificarea agentului patogen la nivel de gen si de spe-
cie. Majoritatea speciilor de Mucorales importante din punct de vedere medical sunt
termotolerante si pot creste rapid la 35-37°C, practic pe orice mediu carbohidrat,
coloniile aparand in 24-48 de ore. Acestea se dezvolta si pe SDA cu antibiotice la
ambele temperaturi: de 25°C si de 35-37°C. Identificarea speciilor se bazeaza pe
morfologia coloniei, morfologia microscopica si pe temperatura de crestere.

Nota importanta: specimenul trebuie inoculat direct pe medii de cultura, fara a fi supus
macinarii sau omogenizarii. in aproximativ 50% din cazuri nu exista crestere, in
pofida demonstrarii directe a fungilor, deoarece in timpul manipularii/procesarii
biopsiei, toata citoplasma se scurge si microorganismul pierde vitalitatea. Prin ur-
mare, pentru izolare ar trebui sa se utilizeze medii de imbogatire.

Coloniile miceliene cu crestere rapida
sunt albe, flocoase, dense si au un as-
pect paros. Miceliile sunt descrise ca o
crestere fibroasa sau ca o vata de za-
har foarte viguroasa, de aceea unele
dintre ele sunt numite ,ridicatori de
capac”, deoarece apasa de jos pe ca-
pacul cutiei Petri (Fig. 13, 14). Colonii-
le mai vechi sunt de culoare crem sau
gri-maronie. Hifele la speciile de Mu-
cor, in comparatie cu Rhizopus, nu au
rizoizi sau stoloni.

Sporii asexuati includ clamidoconidele,
conidele si sporangiosporii continute in
sporangii purtati pe sporangiofori sim-

pli sau ramificati. Reproducerea sexu- Fig. 13. Mucor pe Sabouraud
dextrose agar

ata este izogama, producand un spor
sexual de repaus cu pereti grosi, numit
zigospor.

[ B

tophenol cotton blue, x100)

Wiy

L8

Fig. 14. Rhizopus pe SDA si tease montare (Lac
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Prezenta sau absenta columelelor si a apofizelor este o caracteristica-cheie a spo-
rangiului. Mucor are o columeld, dar nu are apofiza, in timp ce Lichtheimia are atat
columeld, cat si apofiza (Fig. 15).

3 . . .—— Sporangiospor
Mucor Lichtheimia 8 " Sporangium
Sporangium cu multi spori si columeli, Columel3
+ apoﬁza —— Sporangiofor

Hife neseptate
Rizoid

Sporangium

Sporangiofor

Hife neseptate

Rizoid

e Absidia

Fig. 15. Reprezentarea microscopica a Mucorales

Majoritatea izolatelor sunt heterotalice, adica lipsesc zigosporii si identificarea se
bazeaza, in principal, pe morfologia sporangiului ce include dispunerea si numarul
sporangiosporilor, forma, culoarea, prezenta sau absenta columelelor si a apofize-
lor, precum si dispunerea sporangioforilor si prezenta sau absenta rizoizilor. Studi-
ile privind temperatura de crestere (25, 37, 45°C) pot fi, de asemenea, utile. Cele
mai bune sunt "tease” montarile cu utilizarea unei picaturi de alcool 95% ca agent
de umezire pentru a reduce bulele de aer.

Identificarea in laborator a unor zigomicete, in special Apophysomyces elegans
si Saksenaea vasiformisma, poate fi dificila sau intarziata din cauza ca fungii nu
sporuleaza pe mediul de izolare primara sau la subcultura ulterioara pe agarul
de dextroza de cartof. Sporularea poate fi stimulata prin utilizarea unor medii cu
deficit de nutrienti, cum ar fi agar-faina de porumb-glucoza-sucroza-extract de
drojdie, agar Czapek Dox (vezi anexa 6).

Metode generale de preparare si de colorare a coloniilor de fungi fila-
mentosi

- Frotiu umed cu Tween 20
- Montare cu banda adeziva

- "Tease” montarea (o tehnica in care o parte a cresterii este tachinata cu
ace, se adauga o picatura de LPCB, se acopera cu o lamela si se observa la
microscop)

- Cultura pe lama (slide culture)

Aceste tehnici sunt descrise in anexa 5.
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Identificare

Testarea pe baza moleculara este sustinuta moderat, din cauza lipsei de standar-
dizare; se prefera tesutul proaspat in locul celui prelucrat cu parafing, deoarece
formalina deterioreaza ADN-ul. A fost descrisa utilizarea testelor gPCR pentru de-
tectarea ADN-ului circulant al speciilor comune de Mucorales (Lichtheimia spp.,
Rhizomucor spp. si specii de Mucor/Rhizopus), desi nu sunt inca disponibile n
comert, par promitatoare pentru diagnosticarea precoce a mucormicozei la paci-
entii cu risc ridicat. intr-o analiza retrospectivd a 44 de cazuri, identificarea prin
gPCR a fost pe deplin concordanta cu cea prin cultura. Pozitivitatea testului a fost
observata la 0 medie de noua zile, cu cel putin doua zile Thainte de rezultatele
imagistice pozitive. Testele PCR negative, dupa tratament au fost asociate cu rate
de supravietuire mai mari (48% fata de 4%), sugerand ca aceasta modalitate ar
putea fi utilizata pentru monitorizarea tratamentului. Detectarea ADN-ului poate fi
efectuata in probele clinice de LCR sau de LBA.

Secventierea ARN-ului ribozomal 18s ofera o identificare la nivel de gen, chiar
daca deteriorarea tesutului impiedica dezvoltarea fungilor, iar tehnica MALDI-TOF
poate asigura o identificare rapida si precisa la nivel de specie, dar necesita o baza
de date de referinta.

Biopsie si caracteristici histologice

Biopsia tesutului implicat este cea mai definitiva modalitate de stabilire a dia-
gnosticului de mucormicoza. Pentru a institui prompt un tratament chirurgical si
medical pentru infectie, ar trebui efectuata o evaluare histologica rapida a unei
sectiuni de tesut congelat.

Biopsia tesutului necrotic

Biopsia tesutului necrotic
poate fi obtinuta din zona
nazala, palatina, pulmonara,
cutanata, gastrointestinala
sau din peretele abcesului.

Colorarea tesuturilor fixa-
te cu hematoxilina si eozi-
na sau cu coloranti fungici
specializati, cum ar fi im-
pregnarea argentica teh-
nica Gomori sau acidul pe-
riodic-Schiff (PAS), arata
hifele patognomonice largi
(de obicei cu diametrul de
6-25 um), neregulate, sub
forma de panglica, nesep-
tate (sau slab septate), cu

Fig. 16. Fotomicrografia hifelor Mucor.
Se vizualizeaza hife largi (sageti), asemanatoare
unor panglici, cu o latime de 7-15 pm
(coloratie cu hematoxilina-eozina;

ramificatii neregulate care marire originala, x 600). Hifele nu au septuri
apar la 45-90°(Fig. 16). Inva- regulate si sunt pauciseptate, au ramificatii
zia vasculara si necroza sunt neregulate cu unghiuri largi
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consecintele caracteristice ale procesului infectios. Astfel, se observa adesea infil-
trarea neutrofilelor, invazia vaselor si infarctul tisular sau o reactie granulomatoasa.

Testarea sensibilitatii la antifungice

Se recomanda testele de sensibilitate pentru a extinde cunostintele epidemiologi-
ce, desi utilizarea generala a metodelor standard de testare a sensibilitatii pentru
Mucorales este limitata, deoarece nu exista valori limita stabilite de EUCAST sau
CLSI. CMI pentru azoli sunt in general mai mari pentru Mucor spp. comparativ cu
Rhizopus spp. Mucorales sunt in mod inerent rezistente la Fluconazolum, Vorico-
nazolum si echinocandine.

7. Tratamentul si preventia

Tratamentul mucormicozei

Corectarea anomaliei subiacente, initierea prompta a tratamentului cu Amphote-
ricinum B* liposomala si rezectia chirurgicala sunt esentiale.

Alte considerente importante in tratamentul medical al mucormicozei includ ur-
matoarele:

- Cetoacidoza diabetica necesita insulina si restabilirea volumului cu lichide
intravenoase.

- Neutropenia este asociata cu malignitatea hematologica si trebuie inver-
sata, daca este posibil, prin utilizarea de factori de stimulare si retragerea
chimioterapiei citotoxice.

- Indepartarea glucocorticosteroizilor si altor medicamente imunosupresoare.

- Intreruperea tratamentului cu Deferoxaminum* care poate fi inlocuit cu
agenti chelatori de hidroxipiridina.

Tratamentul de succes al mucormicozei necesita corectarea factorului (factorilor)
de risc subiacent(ti), terapie antifungica (in mod traditional cu un polien) si o in-
terventie chirurgicala agresiva.

Mucormicoza este dificil de tratat. Uneori, poate necesita atat terapie antifungica
intravenoasa, cat si excizie chirurgicald, ceea ce presupune o abordare multidisci-
plinara in cadrul unei institutii medicale.

Amphotericinum B* liposomala, medicamentul de electie in caz de mucormicoza, tre-
buie administrat cat mai precoce. Alte antifungice, cum ar fi posaconazolul sau Isa-
vuconazolum*, de asemenea, au manifestat eficientad in tratamentul mucormicozei.

Prognosticul general depinde de mai multi factori, inclusiv de rapiditatea dia-
gnosticului, a tratamentului, de locul infectiei, precum si de afectiunile subia-
cente ale pacientului si de gradul de imunosupresie. Mortalitatea generala a ca-
zurilor este de aproximativ 50%. Plasarea pacientilor cu neutropenie prelungita
severa in camere echipate cu filtre de aer HEPA, atunci cand este posibil, poate
fi benefica.
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Preventia mucormicozei

Prevenirea mucormicozei trebuie sa se concentreze pe abordarea factorilor de risc
subiacenti:

un control mai bun al glicemiei la cei cu diabet;

utilizarea adecvata a corticosteroizilor sistemici si prevenirea utilizarii inu-
tile a antibioticelor, antifungicelor si altor imunomodulatoare;

sterilizarea si dezinfectarea echipamentului utilizat de mai multi pacienti
(tuburi traheale, ventilatoare), sisteme de ventilatie (daca exista o ventila-
tie deficitara in spital care poate contribui la umezeala si praf);
gestionarea adecvata a ranilor (bandaj, adezivi, inclusiv benzile pentru fi-
xarea dispozitivelor medicale, cum ar fi tuburile endotraheale, dispozitive-
le de stomie trebuie sterilizate si schimbate in mod regulat);

gestionarea adecvata a unitatilor sanitare.
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@ ANEXE

Anexa 1l

Diagrama de lucru pentru evaluarea culturii primare de levuri (LCR)

Colonie
suspecta

)i

Preparat
umed

—— —

Bacterii

Fungi

|
I_ Identificare/ | | AVces cerebral
TSA

sau specimen de
LCR
5 I Cull
oare
s;\:;; “::' somon sau
e _roe |
|
. Rhodotorula
Coloratie pentru capsula| PP,
L I A
Confirmare cu
Da Nu identificare
completd
| |
Cryptococcus .
spp. Test tubul germinal
L
L 1
Se confirma S
\_ C. neoformans Da Nu
cu disc de acid T T
cafeic i testul i
fro m:;::, Acid cafeic
L - &
Da Nu
1 1
Da Nu C. neoformans Testul ureazi
I L I b
C.albicans || | Identificare ||_|Confirmati cu Da -
“Testarea completd testul ureazei
plimentari este, T T
nxe;:rra pentru a
iferentia . C. albicans
C. albicans de Morfologie scrted
C. dubliniensis
e,
Levun artroconidii, Da Nu
blastoconidii
I_ 1 i
Trichosporon N .
C. neoformans spp. (rar) C. albicans Candida spp.
|
\_ Confirmare L Identificare
- completa
identificare
completa

Nota: mediul cromogen descris - CHROMagar
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Anexa 2

Modificari ale definitiillor EORTC/MSGERC ale aspergilozei invazive
timp de un deceniu: definitii actualizate in 2019 (Donnelly et al.)
in comparatie cu cele publicate in 2008 (De Pauw et al.)

Categoria de Al

Riscuri asociate
gazdei si modalitati
de diagnosticare

Modificari sau adaugiri facute (pentru
definitia completa a criteriilor,
consultati Donnelly et al.)

Al Posibila si Factori de risc pentru IFl | « Adaugarea utilizarii imunosupresoarelor
probabila cu celule B (de exemplu, ibrutinib)
* Adaugarea explicita a transplanturilor de
organe solide
Al probabila Constatari imagistice |+ Adaugarea de opacitati in forma de pana

sugestive pentru
Al pulmonara

Asperqgillus
galactomannan

Aspergillus PCR

si segmentare sau consolidare lobara.
Stabilirea pragurilor clare de ,pozitivitate”
specifice lichidului corporal testat.

Un singur ser sau plasma, lichid BA sau
lichid cefalorahidian (prag ODI =1.0)

Un singur ser sau plasma (prag ODI=0.7)
plus un singur lichid BAL (prag ODI=0.8)
Masura micologica adaugata: PCR pentru
Aspergillus doua citiri pozitive consecutive
pentru a se califica drept “pozitiv” sau
poate fi realizata din sange consecutiv,
esantioane consecutive; sau esantioane
duplicat in cazul in care este utilizat
lichidul LBA; sau un singur rezultat pozitiv
din sange si un singur rezultat pozitiv din
lichidul LBA poate fi considerat “pozitiv”)

Al confirmata

Diagnosticare
moleculara
(secventierea ADN-ului)

cand hifele fungice sunt observate intr-
un esantion de tesut, materialul poate fi
folosit pentru a extrage ADN-ul fungic,
apoi amplificat si secventiat pentru a
identifica regiunile specifice ale ARNr
(cum ar fi regiunile ITS - spatiile interne
transcrise).
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Anexa 3

Contexte clinice ale aspergilozei invazive - definitii

Context clinic

Definitie

Al primara

Al la un pacient care nu a fost expus la un medicament antifungic la
momentul diagnosticarii sau in ultimele sapte zile. In aceasta situatie,
medicul ar incepe cu tratamentul standard preferat, cunoscut ca
terapie de prima linie

Al descoperita

Al care apare in timpul expunerii la un medicament antifungic
(administrat fie sub forma de profilaxie antifungica sau tratament)

Al refractara

Progresia bolii, cu fnrautatire sau simptome clinice noi, semne sau
caracteristici radiologice atribuite Al ca urmare a esecului la tratamentul
antimicotic specific impotriva Aspergillust

t aceasta evaluare a Al refractare este realizata de un medic expert dupa o perioada de
timp adecvata din punct de vedere clinic. De obicei, acest interval de timp este de apro-
ximativ doua saptamani.
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Anexa 4

Recomandari pentru examinarea specimenelor clinice prin
histopatologie, microscopie, cultura si
identificarea speciilor de Aspergillus izolate din culturi

Abordare
sau test de
diagnostic

Detaliile metodei

SoR

QoE

Performanta testului si
observatii

Microscopie
Examinarea
histopatologica
a sectiunilor de
tesut

Impregnare argentica
tehnica Gomori (GMS),
coloratia cu acid periodic-
Schiff (PAS), coloranti
fluorescenti (de exemplu,
calcofluor alb)

A

Abordare esentiala pentru
examinarea specimenelor clinice
n diagnosticul infectiilor fungice,
inclusiv a infectiilor cu Aspergillus.
Sensibilitatea testelor depinde de
calitatea esantionarii si de factorii
tehnici implicati in analiza. Desi
morfologia hifelor nu este specifica
doar pentru Aspergillus, aspectul
lor poate oferi indicii in privinta
clasei de fungi. Hifele de Aspergillus
prezinta, de obicei, septuri si

se ramifica in unghiuri acute
dihotomice (la un unghi de 45°).
Coloratia GMS are capacitatea

de a elimina fondul celular si

de a evidentia Tn mod specific
elementele de hifa ale Aspergillus.
Aceasta face ca GMS sa fie o
tehnica mai sensibila in detectarea
si evidentierea prezentei hifelor in
mostrele de tesut.

Coloratia PAS ofera avantajul
contracolorarii, ceea ce permite
verificarea detaliilor celulare

si evidentierea componentelor
glucidice din peretele celular al
Aspergillus-ului. Aceasta coloratie
poate ajuta la identificarea
conidiilor si a altor elemente
specifice

Imunohistochimie

Imunohistochimie cu anticorpi
monoclonali specifici WF-AF-1
si hibridizare in situ EB-A1

Au potentialul de a furniza
informatii specifice despre genurile
si speciile de fungi.

Anticorpul monoclonal specific WF-
AF-1, care se leaga de antigenele
specifice pentru Aspergillus
fumigatus, Aspergillus flavus si
Aspergillus niger. Prin colorarea
specifica a acestor antigene, se
poate identifica si localiza prezenta
acestor specii de Asperygillus in
probele de tesut.

Necesita timp si nu este disponibil
pe scara larga
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Abordare
sau test de

Detaliile metodei

SoR

QoE

Performanta testului si

diagnostic observatii
Microscopia Aplicarea colorantilor A Il |Investigatie esentiala. Nu
specimenelor fluorescenti Calcofluor este specifica pentru speciile
clinice proaspete |white™ sau Uvitex 2B sau de Aspergillu.s. Sensibilitate
(de exemplu, Blancophor™. ridicata.Timp de raspuns rapid.
LBA) Aplicabilitate larga.
Nu se identifica speciile, dar
micromorfologia poate oferi
informatii despre clasa fungica (de
exemplu, morfologia dihotomica
si septata poate indica prezenta
Aspergillus, in timp ce fungii din
clasa Mucorales pot prezenta un
aspect pauciseptat si ramificat
in unghi de 90°, iar drojdiile
pot prezenta caracteristici de
fnmugurire)
Cultura si Cultivarea si identificarea A Il | Abordare esentiala. Poate fi nevoie
identificarea Aspergillus, se recomanda de medii imbogaite sau de medii
speciilor de utilizarea medii standard care sa contina antibiotice pentru a
Aspergillus de cultura micologica, recupera izolatele
Izolarea primara | cum ar fi medii de agar
din zone adanci si | Sabouraud (SDA). Culturile
probe sterile (de |trebuie mentinute la o
exemplu, biopsii, |temperatura de aproximativ
LCR) 30 °C si monitorizate timp
de pana la trei sdptamani
pentru a permite cresterea
si dezvoltarea speciilor de
Aspergillus
Izolarea primara | Cultivarea si identificarea A Il | Abordare esentiala. Poate fi nevoie

din materiale
nesterile (de
exemplu,
sputa, aspirate
respiratorii).

Aspergillus, se recomanda
utilizarea de medii standard
de cultura micologica, cum ar
fi medii de agar Sabouraud
(SDA). Culturile trebuie
mentinute la o temperatura
de aproximativ 30°C si trebuie
monitorizate timp de pana la
3 saptamani pentru a permite
cresterea si dezvoltarea
speciilor de Aspergillus

de medii imbogatite sau de medii
care sa contina antibiotice pentru a
recupera izolatele

Identificarea
complexului

de specii A.
fumigatus si
identificarea
speciilor specifice
de A. fumigatus

Examinare macroscopica si
microscopica din culturile
primare

Identificarea speciilor de
Aspergillus, inclusiv a speciei

A. fumigatus sensu stricto, se
poate realiza prin examinarea
urmatoarelor caracteristici:
culoarea coloniei, dimensiunea si
forma conidiilor, caracteristicile
conidioforului, prezenta septelor

si testul de termotoleranta.

Aceste aspecte pot fi observate in
timpul examinarii macroscopice si
microscopice a culturilor primare de
Aspergillus. Identificarea definitiva
poate necesita utilizarea altor
tehnici precum biologia moleculara
sau secventierea ADN-ului.
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Anexa 5

Tehnici de colorare/vizualizare a fungilor

1. Examinarea coloniilor levurice/fungi cu agent de umezire Tween 80 de
0,05%

Adaugarea de Tween 80 ajuta la reducerea formarii bulelor si previne scaparea/

eliberarea conidiilor infectioase. Procedura este urmatoarea:

1. Pe o lama se aplica o picatura de Tween 80 de 0,05%.

2. Cu o ansa, se atinge suprafata coloniei suspecte si se colecteaza material
fungic, apoi materialul se agita usor in picatura de Tween.

3. Deasupra picaturii se aplica o lamela si se examineaza la microscop.

2. Tehnica LPCB (Lactophenol cotton blue)

LPCB este o tehnica excelenta pentru examinarea materialului fungic. Fenolul dis-
truge fungii, iar acidul lactic sporeste conservarea. Cotonul bleu (china) coloreaza
chitina si celuloza.

Procedura este urmatoarea:
a) Se aplica o picatura de LPCB pe o lama.

b) Folosind un ac de disectie sau o banda adeziva, se indeparteaza o bucata
de material fungic si se pune picatura de colorant.

¢) Picatura se acopera cu o lamela si se examineaza la microscop.

Daca se vizualizeaza fungi filamentosi (mucegaiuri) cu hife neseptate, probabil
este zigomicet/mucurmicet si se realizeaza subcultura pe dextrosa agar cu cartofi.

3. Tus de India (India ink)

Tehnica de coloratie cu tus de India este o tehnica negativa de coloratie utilizata
pentru a studia morfologia unui microorganism. Prin aceasta tehnica se coloreaza
tot preparatul, CU EXCEPTIA elementelor pe care dorim sa le punem in evidenta.

Coloratia negativa este singura tehnica de coloratie in care celulele bacteriene nu
sunt colorate, fiind vizibile ca corpuri incolore pe un fundal intunecat.

Aceasta tehnica necesita un colorant acid, cum ar fi tusul de India sau Nigrozina.

Principiul. Este o coloratie acida, aceasta inseamna ca colorantul renunta cu usu-
rinta la un ion de hidrogen (proton), iar cromoforul colorantului devine incarcat
negativ. Deoarece suprafata majoritatii celulelor bacteriene este incarcata nega-
tiv, aceasta respinge colorantul si microorganismele vor apdrea ca puncte stralu-
citoare pe un fundal intunecat.

Procedura:
* LCR se centrifugheaza timp de cinci-zece minute.
» Se indeparteaza supernatantul, dupa care se amesteca sedimentul.
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* Se transfera o picatura de sediment pe o lama si se adauga o picatura de
tus de India.

* Ambele picaturi se amesteca si se acopera cu o lamela.
* Preparatul se examineaza la microscop folosind obiectivul x40.

Microscopierea. Se cauta celule ova-

le sau rotunde, unele prezentand o
fnmugurire, neregulate ca marime, @
masurand 2-10 ym in diametru si in-

conjurate de o capsula mare necolo-
rata (Fig. 1). Foarte rar capsula este
absenta.

Interpretarea rezultatelor
Test pozitiv: levuri capsulate
Test negativ: levuri necapsulate

Martor pozitiv: Cryptococcus neofor- Q
mans ATCC 32045

Martor negativ. Candida albicans
ATCC 10231.

Fig. 1. C. neoformans in preparatul
cu tus de India

Note-cheie:
* Tusul negru pentru desen Pelikan este potrivit pentru acest test.

e Cand tusul de India nu este disponibil, se va utiliza solutia de nigrosin
(20% m/v).

* Nu se face preparatul prea gros, altfel celulele si capsulele nu se vor vedea.

Limitari ale testului:

¢ Picaturile de grasime, leucocitele din sange si celulele tesuturilor sunt une-
ori confundate cu celulele de C. neoformans. Leucocitele si celulele tisulare
pot fi dizolvate prin adaugarea unei picaturi de KOH de 10%.

 Este posibil ca unele tulpini de C. neoformans, precum si alti criptococi, sa
nu formeze capsule vizibile in vitro.

* Nu poate fi utilizat pentru a vizualiza structurile interioare ale celulei micro-
biene.

 Este posibil ca microorganismele foarte mici sau subtiri sa nu aiba suficient
contrast.

» Cand fundalul este neuniform sau necesita a fi imbunatatit, poate fi dificil de
interpretat.

4. Tehnica modificata de colorare cu tus de India pentru C. neoformans
in proba de lichid cefalorahidian

Pentru a pune in evidentd mai bine C. neoformans din LCR este propusa tehnica

modificata cu tus de India. Aceasta tehnica foloseste amalgam de crom-mercur

de 2%. O picatura mica de LCR este plasata pe o lama curata din sticla la care se
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adauga o picatura mica de amalgam
de crom-mercur de 2%, dupa care se
amesteca cu LCR si imediat se adau-
ga o cantitate mica de tus de India.
Ulterior, se monteaza lamela si pre-
paratul este examinat la un micro-
scop cu camp luminos la mariri de x
40, x100, x 400 si x 1.000.

Prin aceasta tehnica sunt observate
unele structuri externe si interne ale
celulelor levuriforme cu obiectivele x
40 si x 100. Astfel, se vizualizeaza trei
straturi din capsula exterioara, care
anterior s-au pus in evidenta doar
prin microscopie electronica (stratul
luminos al capsulei, cel fibrilar si zona
de lumina) si corpusculii interni cores-
punzatori diferitor dimensiuni ale spo-
rilor endogeni ai microorganismului
(Fig. 2). Preparatul obisnuit cu tus de
India pune in evidenta celulele levuri-
forme cu caracteristicile lor obisnuite.
Preparatul modificat imita un prepa-
rat policromatic, chiar daca nu au fost
utilizati alti coloranti in timpul proce-
durii. Aceasta prezentare aparent po-
licromatica a C. neoformans permite
diferentierea microscopica a bulelor
de aer, care uneori sunt confundate
cu C. neoformans cand se foloseste
metoda obisnuita/conventionala.

Aceasta pregatire simpla, ieftina si
de incredere este propusa pentru
evaluarea probelor de LCR suspecta-
te ca contin C. neoformans.

5. Montarea de frotiu cu KOH

Fig. 2. Structurile externe si interne ale
C. neoformans in preparatul cu tus de
India modificat. Marire x 1.000

Procedeul KOH (hidroxid de potasiu) este utilizat pentru a examina specimenele
n vederea depistarii levurilor. KOH serveste ca agent enzimatic care descompune
resturile dintr-un specimen, cum ar fi celulele epiteliale si cele sangvine albe, pen-

tru a vizualiza levurile sau pseudohifele.

Utilizare: sputa (Aspergillus), exsudate din leziuni sau din tesuturi infectate (mu-
cormicoze), probe de puroi, sputa sau piele (Blastomyces dermatitidis), resturi de

piele, unghii sau par (dermatofiti).
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Procedeu:
1. Pe o lama se depune o picatura de solutie de KOH (10 pl) de 10%.

2. In picaturd se transfera specimenul (bucati mici/o picaturd de specimen
lichid) si se acopera cu o lamela. Lama se aseaza intr-o cutie Petri sau in-
tr-un alt recipient cu capac, impreuna cu o bucatd umeda de hartie de filtru
sau vatd de bumbac pentru a impiedica uscarea preparatului.

3. Preparatul se examineaza la microscop cu ajutorul obiectivelor 10x si 40x,
cu diafragma condensatorului inchisa suficient pentru a obtine un contrast
bun. In cazul in care se utilizeaza o sursa de lumina prea intensa, con-
trastul nu va fi adecvat, iar fungii necolorati nu vor fi vizibili.

4. Se examineaza daca exista levuri inmugurite sau cu pseudohife.

Procedura de preparare a 100 ml de solutie de KOH 10%:
- se cantaresc 10 g de hidroxid de potasiu (KOH);
- se transfera substanta cantarita intr-un vas de sticla cu capac;
- se adauga 50 ml de apa distilata si se agita pana cand substanta chimica
se dizolva complet. Se adauga apa distilata pana volumul de 100 ml;
- se eticheteaza flaconul si se marcheaza ca fiind coroziv. Se pastreaza la

temperatura camerei. Reactivul este stabil pentru o perioada de pana la
doi ani.

ATENTIE: hidroxidul de potasiu este un produs chimic foarte coroziv, de aceea
trebui manipulat cu mare grija, iar flaconul trebuie inchis ermetic dupa utilizare.

6. Montarea cu banda adeziva

Majoritatea tipurilor de benzi adezive transparente functioneaza pentru a realiza
aceasta metoda, dar nu sunt potrivite pentru montari permanente, deoarece ban-
da se va dezintegra cu timpul. Banda adeziva este potrivita doar pentru culturi
n placi. Aceasta metoda nu trebuie utilizata pe o cultura originala, irepetabila, a
carei dublura nu exista. Se recomanda sa existe mai mult de o cultura, deoarece
banda poate contamina placa atunci cand se face prepararea.

Procedeu:
1. O picatura de lactofenol coton bleu sau lactofuchsin se pune pe o lama
curata.

2. O bucata scurta de banda este taiata, iar partea adeziva (lipicioasa) este
aplicata pe suprafata fungilor cu ajutorul pensei.

3. Banda este apoi aplicata pe lama cu zona care a fost in contact cu fungii in
partea de sus. Se aplica inca o picatura de lactofenol coton bleu.

4. Peste banda se pune o lamela pentru a indeparta orice bule de aer. Astfel se
asigura ca fungii filamentosi sa fie vizualizati nu prin banda, ci prin lamela.

Lama este examinata la microscop, cu vizualizarea structurilor precum hife, coni-
dii, spori sau structuri fructifere.
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7. Montura "tease”

Montura "tease” este, probabil, cea mai comuna tehnica folosita pentru examina-
rea microscopica a fungilor; este o tehnica simpla si eficienta, dar necesita practi-
ca pentru a obtine rezultate optime. Nu se trage doar firul peste suprafata, altfel
doar sporii vor fi indepartati, ideea este sa fie vizualizati cum sunt atasati sporii si
orice alte structuri prezente. Izolatele cu sporulare slaba pot necesita prepararea
mai multor montari.

Procedeu:
1. O picatura de alcool se pune pe o lama de sticla curata.

2. Folosind un fir de inoculare, se preleveaza un fragment din cultura, apro-
ximativ la jumatatea distantei dintre marginea si centrul culturii, si se pla-
seaza in picatura de alcool. Fungii sunt indepartati usor folosind firul si acul
de disectie (montare), astfel incat sa nu fie distrusa nicio structura fragila.
Ideea este de a separa hifele pentru a permite trecerea luminii si o0 segre-
gare suficienta a structurilor caracteristice pentru a fi posibila studierea
acestora. Alcoolul serveste ca agent de umectare si ajuta la eliminarea
bulelor de aer.

3. Se adauga o picatura de lactofenol coton bleu peste fungi si se plaseaza o
lamela astfel incat sa se evite formarea bulelor de aer.

4. Dupa indepartarea oricarui exces cu un servetel, lamela poate fi sigilata
adecvat pentru a pastra preparatul.

5. Proba este examinata microscopic, fiind notate elementele vizualizate:
hife, conidii, spori sau structuri fructifere.

8. Cultura pe lama

Tehnica culturii pe lama este o metoda de nepretuit in activitatile de diagnosticare.
Cel mai mare beneficiu pentru identificare este ca permite personalului sa exami-
neze structurile fungice delicate, care sunt adesea perturbate in timpul pregatirii
tehnicilor sus mentionate. Obiectul metodei este de a permite fungilor filamentosi
sa creasca dintr-un bloc de agar pe suprafata de sticla a unei lame sau a unei lamele
de acoperire, unde caracteristicile fungilor pot fi vizualizate fara perturbari minime.

Agarul selectat ar trebui sa induca productia maxima de spori a grupului de fungi
din izolat. Trebuie pregatite doua culturi pe lame pentru a permite examinarea
dupa timpi diferiti de incubare. Acestea trebuie pregatite intr-un cabinet de si-
guranta biologica. La finalizare, preparatele de cultura pe lame pot fi sigilate si
conservate ca o inregistrare a izolatului.

Nota: culturile pe lame nu trebuie preparate cu izolate suspecte la Blastomyces, Cocci-
dioides, Histoplasma, Paracoccidioides, Cladophialophora bantiana sau Talaromy-
ces (Penicillium) marneffei, deoarece riscul de infectie este prea mare.

Procedeu:

1. Cultura pe lama este pregatita prin plasarea unei lame de sticla curata,
fara grasimi, sustinuta de o tija de sticla indoita in forma de V intr-o cutie
Petri de sticla/plastic. Vasele si continutul sunt apoi sterilizate.
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2. Utilizand tehnici aseptice, un bloc de agar de aproximativ 0,5 cm? trebuie
taiat dintr-o placa de cultura cu agar neutilizat si plasat pe lama.

3. Setoarna putina apa distilata sterila la baza vasului, astfel incat sa se pre-
vina umezirea cubului de agar; alternativ, poate fi folosita o bucata umeda
de hartie de filtru sterild. Apa trebuie addugata in mod regulat pentru a
preveni uscarea agarului, dar nu trebuie mentinutda umeda incat sa se for-
meze un condensat excesiv.

4. Se inoculeaza in jurul marginii cubului cu varful acului/ansei de inoculare,
se acopera cu o lamela sterila curata si se incubeaza. Temperatura de in-
cubare este selectata in functie de starea dorita a fungilor si este in functie
de izolat. Este imperativ ca cubul de agar sa fie mai mic decat lamela,
deoarece hifele cresc pe sticla. Structurile de diagnosticare trebuie sa se
formeze in jurul marginilor blocului.

5. Preparatul se verifica regulat in timpul incubatiei, iar cand cresterea este vi-
zibild, se indepdrteaza cu atentie lamela cu pensete fine sterile. Pe 0 lamela
curata se aplica o picatura de lactofenol coton bleu, apoi se aseaza atent
lamela pe cubul de agar, astfel incat sa fie indepartate bulele de aer. Se ma-
nipuleaza cu grija, ca sa nu fie deranjate structurile delicate ale fungilor. Un
alt frotiu se va realiza astfel: se scoate blocul de agar de pe lama, se aplica
lactofenol coton bleu pe lama, apoi se acopera cu o lamela curata.

6. Inainte de examinare, se sterge partea inferioara si marginile lamei cu dez-
infectant. Se observa tipul de spori, modul in care sunt atasati si structura
corpurilor purtatoare de spori.

7. Exista variatii ale tehnicii de cultura pe lame, de asemenea potrivite. Preo-
cuparile importante sunt ca exista o suprafata de sticla pe care elementele
hife pot creste in timp ce primesc nutrienti din blocul de agar si ca creste-
rea rezultata a fungilor pe suprafata sticlei poate fi acoperita cu dezinfec-
tant in suport si poate fi vizualizata cu usurinta prin microscopie.
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Anexa 6

Medii pentru izolarea si identificarea fungilor

Mediu Utilizare Remarci
SDA Formulat initial pentru Modificarea Emmons contine
cresterea dermatofitilor si 2% glucoza si este usor acid
productia de pigment. Este (pH 6,9). Se acopera cu ulei
inferior agarului Sabhi ca de masline steril pentru
mediu primar cresterea Malassezia furfur.
BHI agar Mediu imbogatit pentru Addugarea de eritrocite

(Brain Heart Infusion
Agar)

recuperarea levurilor, mai ales
Cryptococcus neoformans.
Poate fi folosit pentru
conversiunea mucegaiuri-
levuri la unii fungi dimorfi

de oaie si/sau agenti
antimicrobieni - optional

Sabhi agar

Mediu imbogatit pentru
recuperarea levurilor

Adaugarea de eritrocite
de oaie si/sau agenti
antimicrobieni - optional

Micosel sau micobiotic
agar (Becton Dickinson)

Mediu selectiv comercial
pentru izolarea primara a
fungilor. Inhiba bacteriile si
fungii saprofiti.

SDA cu cloramfenicol si
cicloheximida va inhiba unii
agenti patogeni fungici.
Bacteriile rezistente la
cloramfenicol vor creste pe
acest mediu

IMA(Inhibitory Mold Agar)/
IMAA

Mediu selectiv imbogatit

Contine cloramfenicol (IMA).
IMAA are si gentamicina.

Agar dextroza de cartofi si
agar cu fulgi de cartofi

Stimuleaza sporularea
mucegaiurilor

Mediu ideal pentru
pregatirea culturii de lame
(slide culture)

Agar cu extract de malg

Poate imbunatati recuperarea
zigomicetelor/mucormicetelor

Yeast extract phosphate
mediu (Remel)

Agar de porumb cu
Tween 80

Agar de orez cu Tween 80

Mediu selectiv pentru fungi
dimorfi

De adaugat la suprafata
hidroxid de amoniu
concentrat

Agar cu faina de porumb
cu glucoza

Formarea de
chlamydoconidium in
Candida albicans; productia
de pigment in Trichophyton
rubrum (agar cu faina de
porumb si glucoza

este superior celorlalte doua)
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Mediu

Utilizare

Remarci

Dermatophyte test mediu

Recuperare selectiva si
identificarea prezumtiva a

Dermatofitii schimba mediul
din roz spre rosu. Bacteriile

dermatofitilor si fungii saprofiti schimba
mediul in galben.
Atentie: unii non-dermatofiti

pot schimba mediul in rosu.

Alti fungi, cum ar fi
Penicillium spp. sporuleaza
bine pe acest mediu

Mediu de referinta pentru
identificarea Aspergillus spp.

Agar Czapek-Dox

Pentru detectarea
C. neoformans

Agar cu acid cafeic sau
agar cu seminte de pasari
(bird seed/niger seed
agar)

Dezvoltarea caracteristica a
culorii asociate cu anumite
specii de Candida

Mediu selectiv si diferential
pentru identificarea
prezumtiva a unor specii de
Candida

Medii cromoge pentru
Candida ssp.

Subcultura, selectia mediului, conditii de incubare pentru fungi

Daca microorganismul nu poate fi identificat din cultura primara sau exista prea
multa contaminare pentru o identificare sigura, coloniile de interes trebuie sa fie
subcultivate pentru puritate si pentru a induce trasaturi caracteristice.

Subcultura

Inoculare prin intepare. Folosind un fir de inoculare indoit, se indeparteaza o
parte din fungi si se inteapa centrul unei placi de agar. Placa se incubeaza la tem-
peratura corespunzatoare pand cand exista o crestere suficienta pentru identifi-
care. Daca exista un amestec de fungi filamentosi sau contaminare cu alte tipuri
de fungi sau bacterii, un inocul in dungi a cresterii fungice va ajuta separarea de
contaminanti pentru subcultura ulterioara in vederea obtinerii de cultura purd. Un
microscop de disectie este adesea util pentru aceasta.

a. Selectia mediului

Mediile standard de laborator pentru subculturi sunt cele care au fost utilizate
pentru descrierile coloniilor, cum ar fi mediul Czapek-Dox pentru Asperqgillus. Alte
medii obisnuite de laborator utilizate de micologi includ agar de malt, agar pepto-
nat cu glucoza si agar dextroza cu cartofi. In general, fungii filamentosi ar trebui
sa fie subcultivati pe un mediu limitat din punct de vedere nutritional, cum ar fi
agar dextroza de cartofi.

Exista 0 gama larga de medii mai specializate, dezvoltate pentru anumite genuri
de fungi. Agarul cu apa este un mediu minim utilizat pentru a induce sporularea
speciilor Mucorales, cum ar fi Apophysomyces sau Saksenaea.
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b. Conditii de incubare

Majoritatea fungilor cresc bine daca sunt incubati intre 28 si 32°C. Cu toate aces-
tea, unele specii pot tolera temperaturi de crestere mai ridicate, iar acesta poate
fi un alt ajutor util pentru identificarea fungilor.

Doua subculturi sunt realizate din colonia initiala, etichetate, datate si incubate,
una la 28 pana la 30°C si alta la temperatura de testare mai mare. Pentru ca tes-
tul sa fie valid, trebuie sa existe o crestere a fungilor la temperatura mai scazuta.
Aspergillus fumigatus este singurul Aspergillus spp. care va tolera temperaturi de
pana la 50°C si va creste bine la 45°C; T. verrucosum va creste mai repede la 35-
37°C decat la 28°C, iar Trichophyton mentagrophytes va tolera 37°C.

Studiile asupra mucormicetelor arata ca Rhizomucor pusillus va tolera 50-55°C,
iar Rhizopus spp. va creste la 45°C, in timp ce Mucor (cu exceptia Mucor indicus)
are o temperaturd maxima de crestere de la 36 pana la 37°C.

c. Rezistenta la cicloheximida

Rezistenta la cicloheximida poate fi un indicator pentru identificare, deoarece mai
multi fungi, inclusiv Aspergillus si fungii filamentosi Mucorales: Rhizopus, Lictheimia
(Absidia) si Mucor, sunt sensibili la aceasta. Includerea cicloheximidei in agarurile
utilizate pentru izolarea dermatofitilor este utila, deoarece majoritatea speciilor de
dermatofiti si unii dintre agentii patogeni primari dimorfi, Blastomyces dermatitidis,
Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis si Spo-
rothrix schenckii, sunt rezistente la acest agent antimicrobial. Se inoculeaza placi de
mediu cu si fara cicloheximida si se incubeaza in conditii identice. Placile comerciale
contin de obicei 500 ug de cicloheximida/ml. Cresterea va fi aproximativ echivalen-
ta pe ambele placi daca microorganismul este rezistent si foarte redusa sau lipsa pe
placa de cicloheximida daca microorganismul este sensibil.
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