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Culturile mixte:
0 noua perspectiva in diagnosticul si tratamentul
candidozei orale — studiu epidemiologic
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Mixed cultures:
a new perspective in diagnosis and therapy of oral candidosis —
epidemiological study

Abstract: Aim. To prospect for mixed cultures of Candida spp. in oral samples and to assess their antifungal
susceptibilities with respect to a possible relapse of infection due to proliferation of the coexistent species usually not
considered in routine laboratory practice. Material and method. 53 oropharyngeal samples were included in the study.
For isolation and identification, the colony appearance on Chromagar Candida medium (Becton Dickinson, USA),
chlamidospores production and substrate assimilation profiles based on API 20 C Aux system were used. The antifungal
susceptibility was assessed using Etest method (AB Biodisk, Solna, Sweden) for fluconazole and ATB Fungus
(bioM¢érieux, France) for nistatine, miconazole, econazole, ketoconazole, amphotericine B and 5-flucytosine. Results. 8
from 53 samples (15%) represented mixed cultures (4 double and 4 triple). Colonies numbering on primary isolation
plate was used to consider the species causing the infection and the coexisting species as well. In these samples the
dominant species were Candida albicans in 7 cases and Candida glabrata in 1 case. The coexistent species (C. krusei,
C. norvegensis, C. lusitaniae) were more resistant to antifungal agents than the main species C. albicans. By chance, in
one sample, two different strains of C. albicans were identified by means of susceptibility patterns to antifungals.
Discussions. Two or more Candida isolates with major susceptibility differences, could coexist in one sample. Species
of Candida less susceptible could be easily selected after antifungal treatment if the coexisting species is not
considered. The use of chromogenic media could be the key for the management of oral candidosis.
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Rezumat: Scop. Decelarea simultand a mai multor specii de Candida in aceeasi proba orofaringiand si
tratamentul intial, prin selectarea speciei mai rezistente care nu este luata in calcul in practica uzuala din laboratorul de
microbiologie. Material si metodd. In acest studiu au fost incluse 53 de probe de origine orofaringiana. Izolarea si
identificarea tulpinilor s-a facut pe baza aspectului de crestere pe mediul Chromagar Candida, a producerii de
clamidospori si a kitului comercial de identificare biochimicd API 20 C Aux. Sensibilitatea la fluconazol a fost testata
prin metoda Etest (AB Biodisk, Suedia), iar pentru nistatin, miconazol, econazol, ketoconazol, 5-flucitozind si
amfotericind B s-a folosit kit-ul comercial ATB Fungus (bioMérieux, France). Rezultate. Din 53 de probe, 8 (15,1%) au
fost mixte : 4 duble si 4 triple. In 7 cazuri specia dominantd a fost Candida albicans, iar intr-unul Candida glabrata.
coexistente izolate (C. krusei, C. lusitaniae, C. norvegensis) au fost mult mai rezistente la antifungice comparativ cu
specia majoritara. Discutii. Existenta amestecurilor de levuri in probele orofaringiene (15,1%) reprezinta o certitudine
cu consecinte in eficienta tratamentului. in plus, s-a stabilit existenta simultani in aceeasi proba a doud tulpini de
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Candida albicans. Utilizarea mediilor cromogene pentru izolarea primara reprezinta solutia pentru sesizarea speciilor de

Candida asociate.

Cuvinte cheie: candidoza orala, medii cromogene, amestec de levuri, Candida non albicans

Introducere

Prin acest studiu ne-am propus sd aflam
dacd existd amestecuri de specii de Candida 1n
aceeasi probd orofaringiand, si daca da, cat de
frecvent este acest fenomen cu consecinte directe
asupra eficientei tratamentului.

In legituri cu prezenta amestecurilor de
levuri in acelasi specimen recoltat de la un pacient
cu semne clinice de candidoza orala, in literatura de
specialitate publicatd inainte de Inceputul acestei
cercetdri existau doud raspunsuri. Butz-Jorgensen
(1) si  Kreher (2) au raportat existenta unor
populatii mixte de levuri, deci izolarea a mai mult
de o specie de levuri, la un numar mare de pacienti
cu stomatita de proteza. De asemenea, Coleman (3)
impartaseste aceastd parere, mai mult chiar
avanseaza ideea existentei a mai multor tulpini din
aceeasi specie intr-un produs patologic din sfera
orala. Alti autori, cum este Cumming (4) raporteaza
izolarea unei singure specii de la un singur pacient.

Daca raspunsul la aceastd intrebare este da,
sunt evidente implicatiile de ordin terapeutic ce pot
surveni 1n cazul nesesizarii unui amestec de specii
cu sensibilitate diferita la antifungice. De asemenea,
cresterea incidentei infectiilor fungice cu specii de
Candida  non-albicans mai  rezistente la
antifungicele mai frecvent utilizate, poate fi foarte
bine explicata.

Solutia  tehnica  pentru  indeplinirea
obiectivelor, constda in utilizarea mediilor
cromogene pentru izolarea primara a levurilor (5,6).
Astfel, in ciuda cresterii costurilor diagnosticului, se
scurteaza timpul necesar pentru identificare, facuta
pe baza pigmentarii diferite a coloniilor, aspect
practic cu implicatii directe 1n ghidarea

fiind corelat de multe ori cu specia de Candida (7).

Material si metoda

Un total de 53 de probe orofaringiene
recoltate de la pacienti cu semne clinice de infectie
candidozica orofaringiand, au fost incluse in acest
studiu derulat in perioada 2000-2001; statusul clinic
al pacientilor nu a fost corelat cu rezultatele de
laborator. Pentru izolarea primard a levurilor din
produsele patologice recoltate de la pacienti, s-a
optat pentru folosirea mediului diferential si selectiv
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CHROMagar Candida (CMA), un produs Becton
Dickinson. Proprietitile mediului CMA permit
cresterea selectivd a fungilor prin continutul in
cloramfenicol si identificarea speciilor cu
importantd clinicd pe baza pigmentarii diferite a
coloniilor, precum si recunoasterea amestecurilor de
levuri intr-un produs. Aceasta metoda de izolare
permite astfel evidentierea speciilor ce pot scapa
metodelor de diagnostic uzuale.

Produsele patologice au fost Insdmantate
direct pe placile CMA aduse la temperatura camerei
si au fost incubate la 37°C si interpretate atat la 24,
cat si la 48 ore. Interpretarea cresterii pe mediul
CMA dupa o perioada de incubare de 48 de ore la
37°C, nu ridica probleme deosebite, dupa o minima
perioada de acomodare.

Identificarea tulpinilor izolate initial pe
mediul CMA a fost facutd pe baza criteriilor
morfologice (8-16): aspectul, culoarea coloniilor pe
mediul CHROMagar Candida, producerea de hife
si clamidospori pe mediul Rice Agar Tween — RAT
(bioMérieux, France).

Pentru stimularea formarii de hife si
clamidospori a fost folositd tehnica Dalmau de
insdmantare a tulpinii izolate pe RAT (rice agar
tween / orez agar tween) si prin folosirea testelor
biochimice grupate de kit-ul comercial API 20 C
AUX (bioMérieux) respectand recomandarile
producatorului.

Sensibilitatea tulpinilor de Candida izolate a
fost testatd calitativ fatd de nistatin, miconazol,
econazol, ketoconazol, si cantitativ fatd de
flucitozind, amfotericind B, folosindu-se kit-ul
comercial ATB Fungus (bioMérieux, France), iar
sensibilitatea la fluconazol a fost testata prin metoda
Etest (AB Biodisk, Suedia) pentru stabilirea
concentratiei minime inhibitorii. Pentru testarea
folosit mediul recomandat de producator, RPMI
1640 suplimentat cu 2% glucoza si 15 g/l agar (17).

Rezultate

Dintre cele 53 de probe orofaringiene
recoltate, 45 (84,9%) au fost culturi simple, adica cu
o singura tulpind izolata si 8 (15,1%) au fost culturi
mixte (figura 1), cu observarea unui amestec de
specii de Candida.
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Figura nr. 1 Compozitia probelor, observata
pe mediul Chromagar Candida

Dintre cele 45 de probe la care a fost izolata
o singura tulpind, 32 (60,3%) au fost culturi simple
de Candida albicans, iar 13 (24,5%) au fost culturi
simple ale altor specii decat C. albicans, numite
generic Candida non-albicans.

60.0%
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Dintre cele 8 culturi mixte, 4 au fost duble
si 4 au fost triple, ceea ce Inseamnd ca au fost
izolate cate 2, respectiv 3 tulpini diferite de
Candida din aceeasi proba. In 7 cazuri, specia
dominanta a fost Candida albicans, iar intr-unul
Candida glabrata.

Intr-unul din cele 4 cazuri de culturd dubla,
au fost izolate 2 tulpini diferite apartinand aceleiasi
specii: Candida albicans. Observatia a fost facuta
pe baza profilului diferit de sensibilitate la
antifungice (18).

Discutii

In cadrul acestui studiu au fost decelate
amestecuri de Candida spp. in 15,1% dintre probe,
adicd in 8 din cele 53 de probe analizate. Mai mult,
putem spune cd amestecul a constat chiar si in
coexistenta a 3 specii distincte de Candida in 4
probe (figura 2).

OC. albicans 0OC. nonalbicans

Oculturi duble 0 culturi triple

Figura nr. 2 Continutul levuric al celor 53 probe orofaringiene

in toate cele 8 probe mixte, Candida
albicans a fost prezenta in asociere cu inca una sau
doua specii de Candida non-albicans. Tulpinile de
Candida asociate au apartinut speciilor C. dubli-
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niensis, C.kefyr, C. krusei C. glabrata, C.
inconspicua, C. lusitaniae $i C. norvegensis (tabelul

1).
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Tabelul 1
Specii izolate din cele 8 mixte
Compozitia celor 8 probe cu amestec de levuri
Specii de Candida izolate
1 2 3 4 5 6 7 8
Candida albicans X X X X X X X |X/X
C. dubliniensis X
C.kefyr X X
C. krusei X X X
C. glabrata X X
C. inconspicua X
C. lusitaniae X
C. norvegensis X
O observatie importanta este aceea ca intr- specii in acelasi produs patologic. Decelarea
unul din cazuri au fost izolate doua tulpini de amestecului s-a bazat pe profilul diferit al

Candida albicans, fapt ce este anticipat si de
ipoteza enuntatd de alti cercetdtori (3). Sesizarea
acestui aspect nu a fost anticipatd si reprezintd un
rezultat suplimentar fatd de obiectivele propuse
initial, deoarece nu a existat nici un criteriu
prestabilit pentru a deosebi doua tulpini ale aceleasi

culturilor obtinute prin repicarea intamplatoare a
doud colonii distincte dezvoltate In placa Petri de
izolare primard, care aveau aceleasi caractere
fenotipice (18).

Tabelul 2

Sensibilitatea la antifungice a doud tulpini de C. albicans izolate din aceeasi proba
(NIS-nistatin, MIC-miconazol, ECO-econazol, KET-ketoconazol, 5FC- 5 flucitozina,
AMB-amfotericina B, FL-fluconazol; S-sensibil; I-intermediar sensibil; R-rezistent, careurile gri

marcheazad situdtiile in care tulpinile prezintd sensibilitate diferitd la antifungice

Caz tulpina specia NIS | MIC | ECO | KET | S5FL | AMB FL
ID

concentratie minima

inhibitoare (mg/l)

3 108A C.albicans S S S 0.25 1 0.125

108B C.albicans R R S 8 4 16

O alta observatie interesantd, bazatd pe
numarul coloniilor cu aspect diferit, este aceea ca si
alta specie de Candida, in acest caz Candida
glabrata, poate reprezenta specia dominantd in
asociere cu Candida albicans, care astfel joaca un
rol secundar. Despre tulpina de Candida
dubliniensis izolata in acest studiu din 2000, se
poate spune cd este una din primele izolate pe baza
unor criterii de diagnostic recomandate de literatura
internationala (10,13,15), fapt comunicat inca din
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2001 la editia a XI-a a Congresului European de
Microbiologie Clinica si Boli Infectioase de la
Istanbul (19).

Dupa cum se observa in tabelul de mai jos
(tabelul 3) sensibilitatea la agenti antifungici a
tulpinilor dintr-un amestec este foarte diferita.
Administrarea empirica a unui tratament antifungic
poate conduce cu usurinta la  selectarea
speciei/speciilor mai putin sensibile.
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Tabelul 3

Evaluarea posibilului esec terapeutic in cele 8 cazuri de amestec de specii levurice
(NiIS-nistatin, MIC-miconazol, ECO-econazol, KET-ketoconazol, SFC- 5 flucitozina, AMB-
amfotericina B, FL-fluconazol; S-sensibil; I-intermediar sensibil; R-rezistent, careurile gri marcheaza
situatia in care tulpinile prezinta sensibilitate diferita la antifungice, cu bold valorile CMI cu semnificatie
de rezistenta)

tulpina specia NIS | MIC |ECO|KET| S5FC AMB FL
Caz ID Y
concentratie minima
inhibitoare (mg/l)
) 103A C.glabrata S S S S 0.25 4 8
103B C.albicans S S S S 0.25 1 0.5
106A C.albicans S S S S 0.25 1 0.19
2 106B C.krusei I I R R 8 4 32
106C | C.norvegensis I I R S 8 2 16
3 108A C.albicans S S S S 0.25 1 0.125
108B C.albicans R I R S 8 4 16
112A C.albicans S S S S 0.25 1 1
4 112B C.kefyr S S S S 1 4 0.5
112C C.glabrata R S S S 0.25 2 8
113A C.albicans S S S S 0.25 1 0.19
5 113B C.kefyr S S S S 2 (D) 1 0.38
113C C.lusitaniae R S S S 1128 (R) 8 0.25
6 1A C.krusei S S I S 0.5 1 24
1B C.albicans S I I I 0.25 2 0.125
. 20A C.albicans S S I I 0.25 1 0.125
20B C.dubliniensis S S S S 0.25 1 0.25
21A C.albicans S S S S 0.25 1 0.125
8 21B C.inconspicua S S S S 0.5 1 4
21C C.krusei R S S S 8 2 32

Selectarea tulpinilor rezistente reprezinta
principala consecintd a tratarii unui caz in care
existd un amestec de specii care a trecut neobservat.

Avantajul folosirii unui mediu cromogen
pentru izolare constd tocmai 1In sesizarea
amestecurilor de levuri in produsele recoltate de la
pacienti, cu evitarea selectarii unei specii rezistente.
In campurile gri ale tabelului, sunt semnalizate
situatiile in care exista diferente de sensibilitate la
un anumit antifungic.

Astfel, 1n situatiile acestor 8 probe mixte,
avand la dispozitie toate cele 7 antifungice incluse
in studiu, si optdndu-se empiric pentru unul dintre
ele fara a sti de existenta unui amestec, sansele de
“esec terapeutic” sunt foarte mari, profilul
Acest aspect are implicatii nedorite in cazul
culturilor mixte de levuri: selectarea tulpinii mai
putin sensibile, cu reaparitia ulterioard a semnelor
clinice.
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Urmand acest scenariu, tulpinile selectate,
ar fi unele sau toate dintre: Candida albicans, C.
krusei, C. glabrata, C. lusitaniae, C. norvegensis,
specii cu sensibilitate redusa la antifungice sau chiar
rezistente.

In concluzie, se pot contura doud aspecte
importante:

- Existenta amestecurilor de levuri in
probele orofaringiene (15,1%) reprezintd o
certitudine ce nu trebuie neglijata. Ea are consecinte
in eficienta tratamentului, cu repercusiuni epide-
miologice prin selectarea tulpinilor rezistente.
Utilizarea mediilor cromogene la izolarea primara
se contureazd ca necesitate pentru sesizarea
speciilor de Candida asociate.

- Faptul ca pot exista simultan doua tulpini
de Candida albicans 1n aceeasi probd, are
semnificatii importante in ceea ce priveste evolutia
clinicd a infectiei.
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Din perspectiva acestor doud concluzii,
eventualul esec terapeutic isi poate gasi inca o
explicatie — speciile / tulpinile “ascunse”. In
acelasi timp poate ilustra incd un mecanism de
selectie a tulpinilor de Candida non-albicans aflate
in plind crestere a incidentei.
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