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INTRODUCERE

Dermatofitozele sunt afectiuni comune intalnite cu o prevalentd mare in populatiile
umane, dar frecventa acestora si indeosebi spectrul etiologic prezinta modificari considerabile,
legate in principal arealul geografic luat in studiu dar si de conditiile de viatd sau migratiile
populationale. Practic acest tip de afectiuni pot fi intdlnite in orice grup populational insa
distributiile lor sunt variabile in functie de factorii luati in considerare.

In aceasta teza de doctorat cu titlul Studii referitoare la impactul dermatofitilor
asupra populatiei umane din judetul Arad, am cdutat sa reevaluam frecventa formelor clinice
la pacientii studiati, priviti ca si grupe populationale si prin aceasta impactul afectunilor din
diferite categorii populationale grupate in functie de sex, date demografice si grupa de varsta.

Tn a doilea rand am cautat sa evaluam prin cercetirile efectuate spectrul etiologic actual
in aceste tipuri de afectiuni si sd compardm speciile izolate si identificate de noi cu spectrul
etiologic prezent in urma cu mai bine de 54 de ani in urma, in Arad, in studiul efectuat de llea.

Al treilea aspect urmarit a fost legat de impactul detectiei dermatofitilor. Deoarece
metodele de laborator utilizate Tn identificarea acestui grup de microorganisme nu sunt
standardizate, am utilizat o serie de metode si mijloace auxiliare (medii pentru diferentiere,
microscopia SEM, metode moleculare), care pot servi la identificarea eficientd. In urma
studiului bibliografic am selectat mediile auxiliare pentru diferentierea dermatofitilor si am
incercat evaluarea acestora Tn acest scop prin studiul pigmentogenezei si conidiogenezei la
speciile identificate.

Examinarea directd a fost efectuatd prin trei metode, microscopie cu fluorescenta,
culturii in vitro. Am utilizat examinari prin mijloce moderme de microscopie electronica SEM
atat In produse patologice cat si in culturile dermatofitilor in scopul observarii unor caractere
auxiliare ce pot servi la identificare.

La tulpinile care au prezentat aspecte atipice in primoculturd am utilizat o serie de medii
diferentiale, rezultate din materialul bibliografic, in scopul identificarii corecte. Tulpinile
provenite din leziuni particulare (afectiuni rar descrise) au fost confirmate suplimentar prin
mijloacele moderne ale biologie moleculare respectiv prin secventiere.

Motivatie

Dermatofitozele reprezinta un grup de afectiuni comune pentru populatiile umane
indiferent de regiunea geografica. Spectrul etiologic se modifica considerabil iar identificarea
este adesea dificld si consumatoare de timp. Totusi scopul principal al precizarii speciei este
reprezentat de evaluarea epidemiologica a contaminarii in populatie dar si a confirmarii pentru
aspectele clinice de diagnosticul diferential.

Noutatile pe care le aduce aceasta teza:

modificarea spectrului etiologic observat in Arad fata de studiul efectuat in 1959;
aspecte atipice la tulpinile dermatofitilor;

evaluarea utilitatii unor medii diferentiale in identificarea tulpinilor atipice;
cazuri particulare identificabile numai cu mijloacele reprezentate micologie;



e aspecte atipice din punct de vedere micologic in postterapie, rar prezentate in literatura
de specialitate;

e utilitatea microscopiei electronice si a metodei moleculare aplicate pentru precizarea
unor aspecte ce pot servi la identificare sau observatii legate de aspectele ultrastructurale
privind telemorfii prin simpla stimulare pe mediul de cultura al unor izolate;

e observatii legate de utilitatea nistatinului in izolarea fungilor din dermatofitoze;

Capitolul 1. Rolul potential al fungilor in eco-bio-economie

Eco-Bio-Economia este definitd ca o economie a viitorului in slujba vietii oamenilor
prin utilizarea rationala a resurselor de mediu. Ideea genereaza la randul sau noi idei pentru
specialisti, cercetatori si experti din diverse domenii conexe. Eco-Bio-Economia poate genera
noi directii de abordare ca Eco-Bio-Sanogeneza, Eco-Bio-Etica, Eco-Bio-Inginerie. Capitolul
face referire la rolul potential al fungilor in Eco-bio-economie prin rolul lor in procesle
biotehnologice alimentare, farmaceutice, cercetare micologica, controlul biologic, biodegradare,
bioremediere, reciclare.

Capitolul 1. ASPECTE PRIVIND BIOLOGIA DERMATOFITILOR

Descrie aspecte de biologie ale dermatofitilor, clasificarea acestui grup de
microorganime, un scurt istoric al domeniului In lume si in Roméania. Taonomia dermatofitilor,
care a pezentat modificari considerabile, este prezentatd succint, fiind descrisi anamorfii si
teleomorfii speciilor. Caracterele morfologice ale dermatofitilor in viata parazitara si in vitro
sunt prezentate alaturi de necesitatile nutritive, keratinoliza si produsii de metabolismului
secundar la aceastd clasda de microorganisme. Ecologia dermatofitilor este evidentiata
prezentdnd speciile antropofile, zoofile si geofile. Capitolul mai cuprinde aspecte legate de
distributia dermatofitilor in lume si In Romania.

Capitolul 111. ASPECTE CLINICE INTALNITE TN DERMATOFITOZE

Capitolul face referire la aspectele clinice ale dermatofitozelor grupate sub numele
comun de tinea, reprezentate de: tinea barbae. tinea capitis, tinea corporis, tinea cruris, tinea
faciel, tinea favosa, tinea imbricata, tinea incognito, tinea manum, tinea pedis si tinea unguium.

Capitolul IV. MIJLOACE DE EVIDENTIERE A DERMATOFITILOR

Cuprinde principale mijloace de evidentiere a dermatofitilor ca lampa Wood,
microscopia directd a produselor biologice, cultura in vitro dar si sistemele de identificare
reprezentate de sistemul clasic, schema Kaminski si sistemul Kane Fischer.

Capitolul V. MATERIALE SI METODE UTILIZATE iN STUDIUL EFECTUAT

Cuprinde metodologia adoptata in teza privind recoltarea probelor biologice,
microscopia produselor, medii de izolare si identificare pentru dermatofiti, caracterele
macroscopice observate si metoda studiului microscopic al culturilor. Sunt descrise si metodele
moderne aplicate de noi ca microscopia electronici ESEM si metoda pentru identificarea
moleculara prin secventiere a tulpinilor.

Capitolul VI. STUDIUL EFECTUAT SI REZULTATELE DISTRIBUTIEI
DERMATOFITILOR

Studiu a fost de tip observational ce conferd un instantaneu fotografic de moment al
situatiei actuale si poate fi realizat prin culegerea informatiilor dintr-un esantion selectionat din



populatie si permite observarea distributiilor. Variabilele studiului sunt: tipul clinic de tinea,
grupa de varsta, sexul, mediul de provenienta, speciile dermatofitilor identificati.

Distributia generala a populatiei inclusé in studiu

Studiul populational a cuprins un numar de 1364 de persoane cu domiciliul in judetul
Arad. Din punct de vedere al distributiei cea mai bine reprezentatd a fost populatia de sex
feminin (54%) comparativ cu cea de sex masculin (46%). Dupa mediul de provenientd cea mai
buna reprezentare a avut populatia din mediul urban (85%) comparativ cu cea din mediul rural
(15%). Dupa grupa de varsta, populatiile cu varste adulte au fost mai bine reprezentate, 21-30
ani (15%), 31-40 ani (24%), 41-50 ani (14%), 51-60 ani (17%), comparativ cu extremele de
varsta luate in studiu, 0-10 ani (9%), 11-20 ani (9%), 61-70 ani (9%) si peste 70 ani (1%).

Distributia populatiei cu examiniri micologice negative

Populatia cu examinari negative a reprezentat 46% din totalul populatiei studiate.

Distributia afectiunilor micotice in populatia studiata

Observatiile noastre asupra populatiilor cu examindri micologice pozitive aratd prezenta a

doua tipuri de afectiuni, una reprezentata de catre dermatofitoze cu o frecventa relativa de 46%
iar cealalta, cu o frecventa de 8%, reprezentata de levuroze avand drept agent etiologic Candida
sp..

Rezultate despre patologia datorata Candidei obsevata in studiul efectuat

Deoarece levurozele cutanate reprezinta o frecventa importanta am considerat necesara o
referire la acest tip de afectiuni in studiul efectuat. Acest tip de afectiuni au fost reprezentate de
intertrigo si onixis.

Distributia dermatofitozelor in populatia studiati. Impactul medical al
dermatofitozelor

Tinea barbae a fost prezenta in populatia studiatd cu o frecventa relativa redusa, de 1%
din totalul dermatofitozelor prezente in populatia studiatd avand o distributie relativa de 5,62%
pentru mediul rural si 1,20% pentru cel urban. Tinea capitis a fost prezenta in studiul efectuat
cu o frecventa relativa de 4% in cadrul populatiei micologic pozitive, cele mai multe cazuri fiind
reprezentate de microsporii fatd de tricofitii. Tinea corporis, reprezinta 18% din totalul
dermatofitozelor constatate prin studiul efectuat. Tinea cruris este prezenta in studiul efectuat
de noi cu o distributie de 6% in cadrul dermatofitozelor prezente la populatia studiata.Tinea
faciei prezinta o distributie de 3% in totalul afectiunilor identificate de noi. Tinea incognito a
fost prezenta in studiul nostru cu un singur caz. Tinea manum prezintd o frecventa relativa de
4%. Tinea pedis reprezintd 11% in afectiunile totale constatate de noi in studiul efectuat. Tinea
unguium reprezinta o patologie importanta reprezentand 20% din cazurile studiate.

Distributia asocierilor de tinea observate in poulatia studiati, frecventa acestora si

spectrul etiologic.

Cercetarea efectuatd a demonstrat pe langa tipurile clasice de tinea un procent important
de 33% din dermatofitoze asociate la acelasi pacient. Au fost identificate mai multe tipuri de
asocieri cele mai frecvente fiind T. pedis+T. unguium, T. manum+T. pedis+T. ungiuium.

Distributia dermatofitilor in populatia studiata. Impactul speciilor de dermatofiti

In studiul efectuat de noi au fost identificate urmitoarele specii ale dermatofitilor cu
urmatoarele frecvente relative (fig.6.26.): T. rubrum (69,44%), M. canis (13,07%), M. gypseum
(0,49%), T. mentagrophytes (6,86%), T. interdigitale (8,33%), T. tonsurans (0,65%), T.
verrucosum (0,33%) si E. flocossum (0,82%).
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Fig. 6.26. Distributia relativa a dermatofitilor in Fig. 6.30. Distributia niselor ecologice ale
populatia studiata. dermatofitilor in populatia studiatd dupa mediul

de provenienta.

Distributia niselor ecologice ale dermatofitilor in populatia studiatia. Impactul
niselor ecologice ale dermatofitilor in populatia studiata

Observatiile noastre privind distributiilor niselor ecologice ale dermatofitilor aratd o
frecventa predominantd a dermatofitilor antropofili 1n mediul urban si dermatofitilor zoofili in
mediul rural (fig.6.30). Dermatofitii geofili sunt rar implicati, fiind izolati sporadic, cu o
frecventa nesemnificativa statistic atat din mediul urban cat si din cel rural.

CAPITOLULVII. IMPACTUL DETECTIEI

Examenul cu lampa Wood a fost pozitiv in toate cazurile de microsporie avand o
sensibilitate de 100% pentru detectia acetor afectiuni.
Rezultatele examindrilor directe efectuate Cea mai mare sensibilitate obtinuta de noi la
examenele microscopice efectuate a fost pentru metoda cu fluorescenta 96% in detectia hifelor
dermatofitilor si 87,10% pentru detectia leviurilor asociate leziunilor de onixis respectiv 86,60%
si intertrigo. Pentru preparatul colorat cu cerneald Parker in solutii alcaline, sensibilitatea
obtinutd a fost de 95% pentru hifele dermatofitilor si 85,80% si 76,60% pentru levurile din
onixis si intertrigo. Pentru preparatul disociat cu KOH 10% am obtinut cele mai mici

ege vy

levurile asociate levurozelor cutanate.



Sensibilitatea metodelor microscopice Sensibilitatea metodelor
microscopice pentru levuri

¥ Onixis ™ Intertrigo

Florescenta Colorare Disociat uorescenta Colorat Disociat

Fig. 7.2.1. Sensibilitatea celor trei metode Fig. 7.2.2. Sensibilitatea celor trei metode
microscopice utilizate la detectia dermatofitilor microscopice utilizate la detectia levurilor
(original). (original).

Rezultatele obtinute la examinareapreparatului disociat

Examinand microscopic produsele biologice am constatat atat aspectele tipice ale
parazitarii cat si unele particularitati citate in literatura de specialitate sau nu.

Aspectele tipice ale parazitarilor realizate de dermatofiti au fost urmatoarele: hife ale
dermatofitilor in scuame si unghii caracterizate prin aspectul dens si refringent al citoplasmei
(fig. 7.3.1.), artrospori cu dispunere ectothrix Tn microsporie (fig.7.3.3). Cel mai frecvent
artefact obsevat prin aceastd metoda a fost reprezentata de ,,mozaic fungii”.
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Fig. 7.3.1. Hife ale dermatofitilor in scuame Fig. 7.3.3. Parazitare dupa tipul ectothrix microid a
examen microscopic direct disociat cu KOH 10%  firului de parexamen microscopic direct disociat cu

(original). KOH 10% (original).

Rezultate obtinute in metoda de colorare cu cerneali Parker black in solutie
alcalina de KOH

Elementele fungice observate de noi prin aceasta metoda sunt variable. Sintetizand datele
obtinute putem distinge urmatoarele aspecte: in scuame, filamentele fungice prezintd culoarea
albastru intens §i mai rar culoarea neagrd, delimitarea de keratinocite este evidentd deoarece
acestea raman adesea cromofobe sau prezinti o tentd discretd cenusie . In firele de par sporii
prezenti sunt colorati In nuante de albastru inchis, deschis, mai rar in negru; tipurile de
parazitare a firului de par se recunosc cu usurinta (fig. 7.4.2.).
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Fig. 7.4.2. Sporii dispusi endothrix (S) in firul de par; cortexul si cuticula firului de par necolorate (C) si
bule de aer (BA); preparat colorat cu cerneala Parker black in KOH 10%; Ob.40X (original).

Rezultate obtinute in metoda cu fluorescenti pentru elementele de morfologie ale
dermatofitilor

In figura 7.5.1. pot fi observate elementele de morfologie fungici observate la
microscopia fluorescentd in cazurile de tinea. Aplicarea acestei metode prin prisma obsevatiilor
noastre nu permite identificarea facila a parazitarii firuli de par. Sub acest aspect in preparatul
colorat artrosporii sunt mai facil observabili. Prin aceasta metoda nu a fost observat artefactul
prezent la preparatul disociat.

Fig. 7.5.1. a. Aspecte de parazitare Tn tinea capitis se observa numarul mare de artrospori; b. tinea
barbae prezentand hife si artrospori. C. tinea unguium prezentand hife si artrospori. d. hife observate in
tinea corporis Ob.40x (original)

Examinarea produselor biologice recoltate in microscopia electronici SEM

Examinarea scuamelor si a depozitelor subunghiale in leziuni cu suspiciune de
dermatofitoza se poate realiza si prin metoda ESEM. Aceastd metoda pune in evidentd
artrosporii localizati in depozitele hiperkeratozice subunghiale (fig.6.6.1.), dar si parazitarea
ectothrix a firului de par din microsporie.
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Fig. 7.6.. 02|h|pekeat02|c subughial cu Fig. 7...ta11u al artrospoilor aderenti pe
numerosi artrospori aderenti pe suprafata suprafata (original).
(original).
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7.6.2. Examinarea culturilor dermatofitilor in ESEM

Observatii au fost efectuate la speciile E. flocossum, M. canis, M. gypseum, si T.
mentagrophytes La specia E. flocossum am pus in evidentd prezenta unor echinulatii cu
dimensiuni variabile putine numeric localizate pe suprafata talului si echinulatii terminale la
nivelul unor macroconidii (fig.7.6.9.-7.6.10.), care nu sunt vizibile in microscopia optica.
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F1g.7.9. Culturd de E. flocossum se observa Fig. 7.6.10. Cultura de E. flocossum se observa

macroconidiile care prezinta la polul terminal fine macroconidiile ce prezinta pe
echinulatii si un fragment de tal ce prezintd pe suprafata sa cateva echinulatii.

suprafata sa echinulatii.

Observatii ultrastructurale asupra unor gimnoteci abortive de Arthroderma observate la
izolatele speciei T. mentagrophytes atuci cand sunt cultivate pe mediul mediul Takashio

Am examinat ultrastructural prin microscopia ESEM, coloniile de T. mentagrophytes
repicate pe mediul Takashio la 30 de zile de incubare. Aspectul ultrastructural a demonstrat
prezenta unor gimnoteci abortive (Sterile) inconjurate incomplet de hife peridiale care lasa
observabile din loc in loc interiorul acestora (fig.7.6.18.).



Fig.7.6.18. Microconidii (sageata albastra)
celule cu aspect de gantera si suprafata rugoasa
(sageata galbena) si hife de aspect rugos
(sageata rosie).

Rezultatele obtinute la identificarea moleculard prin seventiere

Produsii purificati de PCR s-au trimis pentru secventiere la firma Macrogen (Olanda).
Rezultatele secventierii au constat in obtinerea secventelor de ADN sub forma de fisier FASTA
(txt.) si cromatograme (cromatogramele sunt atasate in anexa tezei). Pentru a gasi secvente ce
sunt corelate cu secventele noastre am efectuat o cautare BLAST utilizand portalul NCBI.
Identificarea moleculara a confirmat identificarile efectuate la tulpini atipice sau cele cu
localizare particulara.

CAPITOLUL VIII. ASPECTE PARTICULARE DE IDENTIFICARE

Specii ale dermatofitilor prezentand izolate atipice

Tn studiul efectuat am observat colonii atipice la izolate ale speciei M. canis si ale speciei
T. rubrum. La specia M.canis am avut un aspect de colonie glabra si culoare ruginie cu
suprafata umeda iar morfologia microscopica a fost atipica (fig. 8.7. si 8.8.)
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Fig.8.7. Colonii mici, umede, de culoare Fig. 8.8. Aspectul microscopic pentru M. canis
ruginie, atipice pentru M. canis in izolatul atipic n izolatul primar la 14 zile de incubare;
primar, observate la 14 zile de incubare; doar filamente miceliene cu terminatii in coarne
(original). de cerb 0b.40x (original).

In vederea identificarii acestor izolate atipice ale acestei specii am utilizat repicarea lor
pe medii diferentiale si in baza caracterelor macro- si microscopice pe aceste medii tulpina a fost
identificata. Confirmarea moleculara (cod proba V4) pentru acest izolat a identificat teleomorful
acestei specii A. otae.



Colonii atipice ale speciei T. rubrum

Atipia pigmentogend este cea mai frecventd in cadrul acestei specii culturile prezentand
o pigmentatie galbena in locul pigmentului rosu caracteristic necesar pentru identificare, textura
acestora este foarte variabild de la pastrarea aspectului pufos caracteristc la colonii glabre si
umede.

Cazuri particulare identificate

Cercetarile etiologice efectuate in vederea stabilirii spectrului actual al dermatofitiilor a
identificat afectiuni micotice mai rar mentionate in literatura de specialitate. Tinea corporis,
tinea blepharo ciliaris asociatd cu tinea barbae, tinea corporis cu dubla etiologie M. canis si T.
mentagrophytes (fig. 8.16. si 8.17.), onixis cu Trichosporon sp. rezidual unei terapii pentru
onicomicoza , aspect atipic (tinea incognito?) pentru o dermatofitie la o pacientd HIV pozitiva,
falsa izolare de Candida albicans din leziune de tinea corporis cu localizare axilara, Controale
postterapeutice pozitive in microsporii, trecerea din tinea corporis in tinea incognito la o
pacientd luatd in studiu, in urma unei terapii neadecvate a afectiunii primare sunt aspectele
particulare rezultate din studiul efectuat.

Fig.8.16. Leziune eritematoscuamoasa circinata si  Fig.8.17. Colonii de M.canis (sagetile albastre) si T.
inflamatorie (original). mentagrophytes (sagetata rosie) primocultura pe
mediul Sabouraud la 20 de zile (original).

Capitolul IX. UTILIZAREA UNUI ANTIFUNGIC (NYSTATIN) 1N
SCOPUL INHIBARII SPECIEI CANDIDA ALBICANS SI CRESTERII RATEI DE
IZOLARE A DERMATOFITILOR DIN LEZIUNI CONTAMINATE CU ACEASTA
SPECIE

Deoarece la ora actualad sunt disponibile o serie de substante cu efect antifungic am
preconizat incorporarea acesteia in mediul de cultura in scopul inhibarii speciei Candida
albicans pentru a mari rata izoldrii dermatofitilor in cazurile unde aceasta levura este
prezenta ca saprofit. Au fost inoculate in paralel 68 de prelevate. Primul aspect observat a
fost reprezentat de o scadere a izolarii levurilor, si cresterea ratetei de detectie a florei
microbiene asociate. Rezultatele pot fi obtinute pe cele doud medii la pot fi observate in
fig. 9.7. Prin inhibarea levurilor genului Candida din leziuni am evidentiat deci flora
microbiand polirezistenta (la cloramfenicol si gentamicind) asociatd acestor afectiuni. Este
de remarcat faptul cd de obicei se asociazd o singura specie bacteriand, in mod exceptional



mai multe, ceea ce Tn unele cazuri ar putea pleda pentru implicarea etiologica a acesteia in
leziunea cutanata.

30 27
25
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B Dermatofiti
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10 H Candida

Flora bacteriana

SCG SCGN

Fig. 9.7. Aspecte comparative pe mediul Sabouraud (SCG) si pe mediul suplimentat cu nistatin
(SCGN)

CAPITOLUL X. CARACTERELE SPECIILOR DERMATOFITILOR
IDENTIFICATI PE MEDIUL DE CULTURA PRIMARA SI CARACTERELE
ACESTORA PE MEDIILE DIFERENTIALE UTILIZATE.

Tulpinile izolatelor primare ale acestei specii au fost tipice neéantélnind tulpini
atipice sau nefructificante. Au prezentat o dezvoltare dupa 4-5 zile cu aspecte caracteristice
dupa 10 zile, de culoare variabila galben-kaki la galben-bruna cu o textura granulara.
Reversul coloniilor a fost pigmentat galben-brun (fig.10.1. a.,b.,c.,d.,),. Din punct de
vedere microscopic macroconidiile caracteristice acestei specii au fost tipice si numeroase,
unele culturi au prezentat un numar variabil de clamidospori (fig. 10.2.).
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Fig. 10.2. E.flocossum aspecte microscopice
prafos al coloniilor si culoarea galbuie ; b.colonie macroconidii (M) , filamente (F),
pigmentata galben kaki; c. colonii de aspect fin- clamidospori (C).

prafos; d. reversul maroniu; (original)

Fig.10.1. E.flocossum a. se observa aspectul fin

Caracterele speciilor identificate pe mediile diferentiale utilizate
Aceste medii diferentiale utilizate au servit la identificarea tulpinilor atipice ale
dermatofitilor.

Caracterele speciilor observate la mediul lactrimel

Observatiile noastre la 168 de tulpini pentru care am utilizat acest mediu de cultura ce
stimuleaza fructificarea si pigmentogeneza speciilor, au permis observatii diferite numai pentru
pigmentogeneza, conidiogeneza fiind stimulata la toate tulpinile. Aspectele observate pe mediul
Lactrimel sunt evidentiate in fig. 10.19. si 10.20..



Conidiogeneza si pigmentogeneza pe mediul
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Fig.10.19. Conidiogeneza si pigmentogeneza pe Fig. 10-?0- A3p90t6_|e macr_OSCOPiC? 3_1|e
mediul lactrimel (original). dermatofitilor pe mediul lactrimel (original).

CAPITOLUL XI. EVALUAREA DIRECTA A SURSEI DE CONTAMINARE
ZOOFILE

Evaluarea directa a fost realizatd intr-un singur caz, al unui pacient ce prezenta asociat
multiple leziuni de tinea corporis asociate cu tinea barbae. Animalele afectate erau reprezentate
de vitei din rasele Holstein si Béltata Romaneasca cu varste cuprinse intre 5-8 luni. Leziunile
prezente au fost reprezentate de multiple placi si placarde, bine delimitate de forma rotund
ovalara hiperkeratozice, localizate pe extremitatea cefalica trunchi si membre. Unele placarde
localizate periocular erau insotite de o alopecie completa a zonei respective si hiperkeratoza
(fig.11.4.). Alti vitei prezentau leziuni pe menbrul posterior sau flancuri. Identificarea speciei a
fost realizatd pe mediul BCP MYE preconizat de Kane (fig.11.10.).

Fig. 11.4. Detaliu al imaginii in care se obseva Fig. 11.10. T. verrucossum izolat pe mediul
alopecia leziunii si zonele de hiperkeratoza- BCP MYE, la 14 zile de incubare la 37°C, se
sageatile rosii (original). observa alcalinizarea mediului si halouri de

clarifiere a cazeinei (original)

CAPITOLUL XII. DISCUTII

Evaluarea impactului dermatofitilor asupra populatiei nu este o problema facild in primul
rand din cauza evulotiei cronice si paucisimptomatice a acestui tip de afectiuni, ceea ce conduce
la neprezentarea pacientilor la medic atunci cand prezintd leziuni unice de tip tinea pedis, deci
estimarea concretd in populatia genrala este greu de evaluat.

Observatiile efectuate de noi demonstreaza ca dermatofitozele sunt greu de diferentiat de
afectiuni dermatologice similare numai in baza observatiilor clinice, aspect evidentiat prin



numdrul mare de pacienti cu examindri negative. Acest argument este sustinut de faptul ca in
baza evaluari leziunilor de catre dermatolog 46% din suspiciunile clinice nu s-au confirmat
micologic. Acest procent se apropie de alte studii efectuate in categoria populationald a
pacientilor cu suspiciuni de dermatofitoza (Malinovschi si colab., 2009).

Afectiunile observate

Afectiunile cele mai frecvente observate sunt reprezentate de asocierea de tinea pedis cu
tinea unguium, urmate de tinea unguium si tinea corporis, care totalizeaza 82% din afectiunile
prezente in populatia studiatd. Restul afectiunilor desi rare nu au disparut din patologia
dermatomicologica. Distributia acestora in grupele de varsta este diferitd, astfel in populatiile de
prescolari si scolari sunt prezente tinea capitis, tinea corporis si tinea faciei. Aspect concordant
cu datele din literatura de specialiate, unde se observa ca infectiile pediatrice cu dermatofiti au
cel mai frecventa etiologie reprezentata de dermatofiti zoofili. Pe masura ce Tnaintam in grupele
de varsta apar afectiunile de tinea pedis unguium si manum si spre deosebire de tinea capitis
care dispare Tn cadrul grupului 21-30 ani, restul se pastreaza cu frecvente relative diferite. Tinea
barbae, apare ca o afectiune caracteristicad populatiilor masculine, adulte, din judetul Arad, strict
legate profesional de sectorul zootehic, sau provenite din mediul rural unde au un contact cu
animalele din habitat fiind determinata exclusiv de cétre dermatofitii zoofili.

Spectrul etiologic actual

Daca vom compara spectrul actual al dermatofitilor izolati de noi cu datele studiului
efectuat in judetul Arad de catre Ilea in 1959 vom constata o modificare considerabila de
spectru etiologic. Astfel, speciile antropofile ca M. audouinii, M. ferrugineum si T. violaceum si
care erau izolate cu frecvente relative importante din tinea capitis si tinea corporis, Nu se mai
regasesc ca agenti etiologici actuali. Alte specii, ca T. tonsurans si T. verrucossum, sunt prezente
dar cu izolari sporadice. Specii ca T. rubrum si M. canis au prezentat o crestere importanta si
constituie agenti etiologici majori ai dermatofitozelor in diferitele categorii populationale luate
n studiu .

Speciile cu impact major in populatia studiatd rezultate din studiul efectuat de noi sunt
reprezentate de T. rubrum, M. canis, T. mentagrophytes si T. interdigitale, acesti patru
dermatofiti fiind observati cel mai frecvent atat in mediul urban cét si in cel rural. Restul
speciilor observate de noi ca M. gypseum, T. tonsurans, T. verrucossum si E. flocossum sunt
agenti etiologici minori ai dermatofitilor in judetul Arad avand un impact minor asupra
populatiilor umane studiate.

T. rubrum este specia izolata cel mai frecvent din populatiile umane, in toate grupele de
varstd, mediu de provenientd, sex, cu exceptia leziunilor de tinea capitis, unde nu a fost
observata de noi in studiul efectuat, si poate genera toata gama de dermatofitoze. Aceasta specie
antropofild a inlocuit treptat speciile antropofile (M. audouinii, M. ferrugineum si T. violaceum)
ce prezentau impact major in urma cu mai bine de 50 de ani. Aceste aspecte crestere a izolarilor
acestei specii a fost obsevat in Romania inca din anul 1979 (Cojocaru, 1979). Un studiu
efectuat la Brasov arata deasemenea ca aceasta specie este izolata preponderent (Irimie, 2012)

M. canis este al doilea dermatofit izolat de noi ca inportanta la ora actuala intalnit atat in
mediul urban cat si in cel rural, la populatiile prescolare si scolare si care nu dispare din spectrul
etiologic actual nici la varste inaintate. Reprezinta agentul major al microsporiilor observate la
ora actuald in judetul Arad. Am izolat aceasta specie numai din leziuni de tinea corporis, tinea
capitis si tinea faciei desi alte studii mentioneaza izolarea lui din tinea unguium (Malinovschi si
colab., 2009). Acest dermatofit este agent etiologic major si in alte tari ca Polonia (Jeske i



colab.,1999, Lange si colab., 2004), Slovenia (Dolenc-Voljc, 2005), Belgia si Olanda
(Korstanje, 1994).

T. mentagrophytes specia mai frecvent izolatd din mediul rural fata de cel urban iar T.
interdigitale este mai frecvent izolat din mediul urban comparativ cu cel rural. In unele judete ca
de exemplu Cluj specia T. mentagrophytes este agentul etiologic major, fiind izolat in 50,52%
din cazuri (Malinovschi si colab., 2009).

12.4. Speciile cu impact minor

M. gypseum observat de noi intr-un caz de tinea capitis si citeva cazuri de tinea corporis
este un agent etiologic minor, observat sub acest aspect si in tara vecind Ungaria (Podanyi si
colab., 2002, Podanyi si colab., 2003).

T. tonsurans a fost izolat din leziuni de tinea capitis si tinea corporis dar frecventa sa este
redusa, fiind observat in leziuni similare si in Ungaria (Halmy si Serfozo 2007), dar in alte tari
ca Belgia si Olanda unde este izolat mai frecvent din leziuni de tinea capitis (Korstanje, 1994) si
n Polonia din tinea corporis (Jeske si colab.,1999).

T. verrucossum a fost izolat numai de la pacientii ce aveau contact profesional cu
animalele, din tinea barbae si tinea corporis si confirmat ca sursa de infectie intr-un caz prin
izoldrile efectuate de noi la vitei. In Belgia si Olanda este izolat frecvent din tinea capitis
(Korstanje, 1994) iar Polonia din tinea corporis (Jeske si colab.,1999).

E. flocossum a fost izolat de noi numai din leziuni de tinea cruris, desi in alte tari ca
Polonia a fost izolat si din tinea corporis (Jeske si colab.,1999) sau Finlanda, unde reprezinta
6% din totalul dermatofitilor izolati (Lehenkari si colab., 1995).

12.5. Impactul detectiei

Modernizarea treptata a mijloacelor si metodelor de diagnostic pentru dermatofitoze a
determinat ca in studiul acestor afectiuni sa intervind modalitati mult mai fine de discriminare.
Dacd in urmd cu mai bine de 50 de ani principalele metode de diagnostic micologic erau
reprezentate de examenul preparatului disociat si caracterele culturii primare astazi ne stau la
dispozitie o serie de mijloace moderne. Lampa Wood ramane utila in diagnosticul rapid al
microsporiilor, fapt constatat si de noi.

Microscopia produselor biologice se poate efectua prin trei metode metoda disocierii,
metoda preparatului colorat si examinarea cu fluorescentd. In studiul efectuat am aplicat
comparativ aceste metode iar sensibilitatea cea mai mare obtinutd este data de microscopia cu
fluorescentd care determind ca elementele fungice sd fie mult mai usor identificabile chiar si de
cei nefamiliarizati cu morfologia dermatofitilor in produse patologice avand o sensibilitate de
96%.

De un real folos pentru diagnostic este preparatul colorat cu o sensibilitate de 95%, care
desi necesitd pentru colorare 24 de ore, determind ca elementele de morfologie ale dermatofitilor
sa fie mult mai usor obsevabile prin colorare, mai ales in conditiile in care acestea sunt izolate.
Acest aspect este destul de frecvent observat deoarece se stie ca fungii sunt inegal repartizati Tn
leziuni.

Singurul inconvenient al metodelor de mai sus este reprezentat de faptul ca nu sunt
expeditive sau necesita microscop cu fluoreescenta.

Preparatul disociat o sensibilitate de 82%, prin aceasta ramane extrem de util ca metoda
de rapida de triere, mai ales atunci cand este combinat cu efectuarea de culturi.



Mediul de cultura preconizat de Sabouraud, cu mai mult de un secol in urma, este util si
astazi reprezentdnd in mod cert atitudinea de prima intentie in diagnosticul biologic al
dermatofitozelor. Aceasta din cauza cd@ pe acesta sunt descrise caracterele macro- si
microscopice ce servsc la identificarea tulpinilor dermatofitilor. Totusi unele tulpini atipice sau
nefructificante pe acest mediu necesita observatii pe alte medii de culturda pentru a putea
identifica corect izolatele respective. Deoarece nu am gasit in materialul bibliografic consultat
descrieri amanuntite ale tuturor speciilor dermatofitilor am luat in studiu un numar de tulpini
tipice si atipice care au fost observate pe aceste medii diferentiale.

Dintre aceste medii de un real folos pentru discriminarea tulpinilor atipice sunt mediul
Lactrimel, BCP MSG, mediul Littman, orezul autoclavat, mediul Takashio si T#1 agar pe care
pot fi observate pigmentogeneza si conidiogeneza. Din datele obtinute, se observa ca
pigmentogeneza este variabild dar conidiogeneza este utila pe mediile Lactrimel, orezul
autoclavat, mediul Takashio si T#1 agar. Mediul Littman oferd confirmare pentru specia T.
rubrum in baza pigmentului galven-verzui difuzibil, dar din observatiile noastre si specii ca E.
flocossum sau tulpini pigmentate de M. canis pot da acest aspect. Din aceasta cauza acest unic
caracter nu poate fi luat in considerare la identificare decét coroborat cu alte date. De mentionat
este faptul ca pe acest mediu dermatofitii prezinta conidiogeneza diminuata (slaba sau absenta).

Mediul BCP MSG este de un real folos la discriminarea dermatofitilor, am avut si unele
suspiciuni, de M. audouinii si M. ferrugineum, printre izolatele atipice de M. canis, dar care au
fost rapid demontate de acest mediu pe care se observd diferente majore intre Specii
(Kane,1997).

Mediul BCP MYEA, a fost util la identificarea directd in primoculturd a speciei T.
verrucossum, direct in primoculturd, dar acest mediu poate fi aplicat numai in baza unor
suspiciuni clinice, asa cum a preconizat si Kane si cum a fost aplicat si de catre noi.

Reactia ureazei, asa cum am constata poate fi si fals pozitiva, mai ales in cazul
contamindrii culturilor dermatofitilor cu bacterii, Poate fi utild numai In cazul in care este
aplicata consecutiv metodei de purificare a izolatelor.

Privind comparativ cele doud metode la cazurile noastre am avut urmatoarele aspecte:
— fenotipic a fost identificat anamorful iar genotipic a fost identificat teleomorful asa cum

a fost cazul izolatelor V1, V3, V4, V7 s1 V19. Acest aspect este comun in literatura de

specialitate fiind stiut faptul ca teleomorful nu poate fi identificat in culturi, numai in

baza unor experimentdrii pe substraturi particulare si numai daca existd o bibliotecd de
tulpini de referintd cu diferite polaritati care puse in contact cu izolatul ar determina
fructificarea sexuata. Este deci apanujul identificarii moleculare care confera detalii
superioare celor obtinute de laboratoarele de micologie care de obicei utilizeaza cultura.
— doud cazuri reprezentat de V5 s1 V 10, cu o afectiuni de tinea corporis si tinea barbae
fenotipic a fost izolat T. mentagrophytes iar genotipic T. interdigitale, acest aspect
poate fi explicat prin faptul ca multe tulpini de T. interdigitale (zoofile) nu pot fi
diferentiate fenotipic de T. mentagrophytes mai ales atunci cand apar in zone anormale.

Tulpiile identificatd la nivel molecular fac parte sigur din izolatele zoofile de T.

interdigitale care sunt compatibile cu A. vanbreuseghemii. De fapt sunt singurele cazuri

unde au existat diferente.
— izolatele V6, V8, V9, V11, V14, V17, V18 au fost concordante atat fenotipic cat si la
nivel molecular.
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CONCLUZII

Spectrul etiologic observat de noi in populatiile umane din judetul Arad, la la 54 de ani
de la studiul efectuat de Ilea a prezentat schimbari considerabile, unele specii ale
dermatofitilor nu se mai regasesc la ora actuala.

Specia T. rubrum este agentul antropofil major in populatiia studiatd si genercaza cea
mai importanta patologie la ora actuald la populatia observatd de noi ce provine din
judetul Arad.

Specia M. canis a prezentat o ascendentd considerabild in aceastd perioada de timp,
devenind agentul zoofil cel mai frecvent izolat dintr-o gama variata de grupe de varsta
cu o prezenta constantd atat Tn mediul urban cat si in cel rural. Acest dermatofit zoofil
poate produce si microepidemii asa cum am observat si noi in cursul cercetarii.

T. mentagrophytes si T. interdigitale reprezinta deasemenea agentii etiologici importanti
pentru populatia studiata.

Desi caracterizate bine de o lungd perioada de timp dermatofitozele confera surprize
diagnostice, evidentiabile prin cazurile particulare identificate. Cazul de tinea
blepharociliaris asociat cu tinea barbae, observat in cercetarile efectuate de noi, la 103
ani de la publicarea sa, este un argument in acest sens.

Rolul terapiei efectuate anterior este esential in demersul de identificare. Terapia
cortizonicd locala modificd considerabil aspectele lezionale observate, fapt surprins si de
noi. Terapia antimicotica aplicatd poate induce modificari considerabile atat ca aspecte
microscopice cat si efecte defavorabile pentru dezvoltarea fungului in culturd asa cum
am observat si noi.

Demersul diagnostic In precizarea acestor tipuri de afectiuni necesitd colaborarea mai
multor date, clinice, microscopice si culturale pe medii auxiliare dar deosebit de utile
sunt mijloacele moderne ca microscopia electronica si metodele moleculare.

Aplicarea metodei examinarii cu lampa Wood ofera si astazi rezultate optime in
microsporii.

Examinarile microscopice directe sunt deosebit de utile prin detaliile pe care le ofera dar
nu conferd siguranta absolutd pentru un diagnosticul corect. Cea mai fiabild din acest
punct de vedere fiind microscopia cu fluorescentd comparativ cu celelalte tipuri de
examinari ale microscopiei optice.

Aplicarea metodelor de microscopie SEM 1in acest circuit poate conferii unele detalii
suplimentare de acuratete in diagnostic. Aportul acestui tip de microscopie in
observatiile de morfologie a culturilor poate conduce spre ldmurirea unor aspecte ce nu
pot fi observate In microscopia optica si care pot concura la identificarea speciilor.
Izolatele atipice necesitd coroborarea caracterelor fenotipice (macro- si microscopice)
obtinute pe medii diferentiale sau metode moleculare, fara de care aceste izolate vor
ramane neidentificate.

Utilizarea mediului Takashio poate determina observarea facilda a structurilor
caracteristice pentru teleomorfi in special la specia T. mentagrophytes.

Candida reprezintd un candidat antagonic in culturile dermatofitilor fiind posibild
implicarea ei Tn mod eronat in unele patologii cutanate asa cum am observat si noi.
Utilizarea de medii care inhiba dezvoltarea aceasta levura devine necesara in precizarea
diagnosticului de dermatofitoza. Nistatinul incorporat in mediul de culturd poate conferi
unele rezultate in acest sens. Sunt necesare cercetdri pe mai multe cazuri pentru a putea
estima utilitatea acestuia.

Aplicarea metodelor moleculare in scopul identificarii prin secventiere este extrem de
importanta mai ales in confirmarea cazurilor atipice sau culturilor disgonice.
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