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Algmaterjali mikroskoopia

Algmaterjali otsene mikroskoopia on (ks kiiremaid voimalusi diagnoosi
pustitamiseks. Seened on bakteritest oluliselt suuremad, kuid neid leidub
organismis palju vdhem. Samuti on seeninfektsioon sageli lokaliseerunud
kindlasse organisse, mis muudab selle avastamise keerukaks. Kui uuritakse
kudet, tuleb proove votta kahjustunud koe erinevatest piirkondadest. Vedelike
(uriin, aspiraadid, liikvor) uurimisel tuleks alati kasutada materjali
kontsentreerimist, et tagada véhestegi seeneosiste jbudmine uuritavasse
preparaati. Kiilv on kill tundlikum meetod vorreldes mikroskoopiaga, kuid
teatud juhtudel on viimasel eelised. R6gas voi madas voib sageli ndha juba
surnud seene elemente. Ka mikroskoopial positiivseks osutunud kiiine
preparaadid jddvad kultuuris sageli negatiivseks.

Tabel 1. Seente eristamiseks sobivad varvingud

Meetod Materjal Aeg Leiud Markused

Calcofluor, Erinevad materjalid  |1-5 min | Seened Vajalik fluorestsents-mikroskoop.
Blankophor + fluorestseeruvad, Artefaktid vdivad helendada
NaOH vai KOH proovimaterjal liiisub. | (puuvillakiud!). Ei ole vaimalik

nha hiiiifide pigmentatsiooni.

Tusivérving Liikvor kriiptokokoosi |1-2 min | Parmiraku kapsel Helendavad limfotsiiiidid vdivad
kahtluse korral muutub tumedal anda kapslitaolise halo.
taustal nahtavaks.

Gram’i vérving | Erinevad materjalid |3 min Seened varvuvad Gram- | (ryptococcus-parmirakke
positiivselt. iimbritsev kapsel ei ole nahtav.
Grocott’ Parafiini sisestatud | 2,5 tundi | Seened vérvuvad Seigseened varvuvad norgalt.
habetamismeetod | materjalid mustalt rohekal taustal. | Aegandudev.
PAS varving Parafiini sisestatud 25-30 min | Seened varvuvad PAS-positiivsed artefaktid vdivad
materjalid lillakas- punaselt roosal |sarnaneda seentele.
taustal.
Giemsa varving | Luuiidi I5 min Vgimaldab naha Seenpatogeenidest ainult liigi H.

rakusiseseid patogeene, | capsw/atum eristamiseks.
nt Histoplasma
capsulatum




Miikoloogialaborites kasutatakse enamasti vahe varvimismetoodikaid, mistottu
tuleb vajadusel kasutada teiste laborite abi (bakterioloogia, patoloogia,
histoloogia). Lisaks erinevatele varvimismeetoditele ja tavapdrasele
valgusmikroskoopiale tuleks kasutada faasikontrast- ja
fluorestsentsmikroskoopiat. Voimalikest varvimismeetoditest annab iilevaate
tabel 1.

Enamasti ei ole mikroskoopia pdhjal véimalik seent liigi tasemel
identifitseerida. Erandiks on pityriasis versicolor'i tekitaja Malassezia furfur
nahakettudes ja Scopulariopsis brevicaulis kliinte materjalis (eosed
iseloomuliku kujuga). Ménikord on voimalik piiritleda patogeenide kitsam
riihm. Kui ndhakse pungrakke ja/voi pseudomdtseeli, on tegu parmseentega.
Kui mikroskoopial leitakse kitsaid, paljude tihedalt paiknevate ristvaheseintega
seenehliiife, siis on need hallitusseened (sealhulgas dermatofliiidid, mis
tulevad kone alla keratiniseerunud kudede puhul). Kui leitakse laiu, harvade
vaheseintega, 60-90° hargnevaid seenehlilife, voib tegu olla seigseentega
(Zygomycetes; Absidia, Mucor, Rhizomucor). Dermatofiiltidest pohjustatud
juuste nakkuse korral on mikroskoopia pohjal samuti véimalik piiritelda
patogeenide riihm:

1. Ektothrix — eosed juuksekarva pinnal (joonis 1.). Vdikesed eosed (2—3 mm)
on liikidel Microsporum canis ja M. audonii. Suured eosed (5-8 mm) on liikidel
M. gypseum ja M. gallinae. Suured, ahelatena paiknevad eosed on liigil
Trichophyton verrucosum (5-10 mm).

2. Endothrix — eostemass juuksekarva sees (joonis 2.). Eoste [abimdot 5-8 mm,
juuksekarvad enamasti murdunud véi keerdunud. Endothrix'i pdhjustavad T
tonsurans ja T. violaceum.

3. Ekto-endothrix — eosed nii juuksekarva sees kui pealispinnal (joonis 3.).
Segatiilipi infektsiooni pdhjustavad T. rubrum ja T. mentagrophytes.

4. Faavus — seenehiifid ja 6huruumid juuksekarva sees, juuksed ei murdu.
Faavust tekitab T shoenleinii (joonis 4.).




Joonis 3. Endo-ektothrix juustel Joonis 4. Faavus juustel




Seente isoleerimine bioloogilistest

materjalidest

Bioloogilise materjali kiilvamisel tuleb jélgida, et potentsiaalsele patogeenile
tagataks optimaalsed kasvutingimused. Ldhem teave patsiendi haiguse
(pdhihaigus, immunoloogiline staatus, reisid, kontaktid loomadega, varasem
antibakteriaalne ja antifungaalne ravi) ja proovimaterjali kohta (materjali liik,
kogumisaeg) voimaldab kdige tdendolisema patogeeni avastamiseks
rakendada erimetoodikaid. Erinevate proovimaterjalide sdilitamise, transpordi
ja kasitlemise eeskirjad on toodud lisades 1-11. Vedelike (uriin, aspiraadid,
liikvor) uurimisel tuleks alati kasutada materjali kontsentreerimist tagamaks
vdheste seeneosiste joudmist kultuuri. Siiski tuleb arvestada seda, et
kontsentreerimine vdib pohjustada soovimatute organismide Ulekasvu (nt
samaaegse bakteriaalse ja seennakkuse korral). Tugev pdrmide (lekasv
proovimaterjalis parsib ka hallitusseente kasvu. Koeproovid tuleb tiikeldada
voimalikult vdikeseks, kuid homogeniseerimist ei saa alati soovitada, kuna
hallitusseente mutseeli Ibhkumine tiksikuteks rakkudeks voib seene hévitada
(eriti tundlikud on seigseened).

Kulviks sobiv s66de valitakse enamasti vastavalt proovimaterjalile ja sellest
sagedamini isoleeritavatele patogeenidele, arvestades diagnoosi. Peamiselt
kasutatakse universaalsé6tmeid, mis tagavad enamikule seenpatogeenidest
optimaalse kasvu. Vajadusel, eriti kui kahtlustatakse nn eksootilist miikoosi
(kriiptokokoos, histoplasmoos) valitakse esmaskiilviks spetsiaalsédde (nt brain
heart infusion agar).

Peamised miikoloogilised universaalséétmed on Sabouraud’ gliikoos agar
(SGA) ja linnaseagar (MEA, malt ekstrakt agar). Miikoloogilisi s66tmeid
turustavad suured diagnostikakompaniid (Difco, Oxoid) pulbrina. Enamikku
mikoloogilisi s66tmeid steriliseeritakse autoklaavi reziimil 121 °C 15 minutit.

Allpool on toodud iilevaade enamlevinud miikoloogilistest s66tmetest:

1.Sabouraud’ gliikoos agar (SGA)
SGAd kasutatakse patogeensete seente isoleerimiseks. Dermatofiittide
isoleerimiseks kasutatavale so6tmele lisatakse tsiikloheksimiidi (500 mg 1 liitri
kohta) ja klooramfenikooli (50 mg liitri kohta). Tsiikloheksimiid inhibeerib




enamiku saprotroofsete seente kasvu. Patogeensetest seentest on
tstikloheksimiidile tundlikud méned perekond Candida liigid, perekonnad
Cryptococcus, Aspergillus ja seigseened (Mucor, Rhizomucor jt).

Valmistuskaik
10 g mikoloogilist peptooni
40 g gliikoosi
20 g agarit
1 | destilleeritud vett
Lahusta komponendid 1 liitris destilleeritud vees. Kuumuta keemiseni, kuni
pulber on téielikult lahustunud. S66tme ph on 7 (enne autoklaavimist).
Autoklaavi 121 °C juures 15 min. Lase jahtuda umbes temperatuurini +50 °C
ja lisa antibiootikum. Vala Petri tassidesse, s66tmekihi paksus on umbes 4 mm.

S66tme positiivne kvaliteedikontroll
Teostatakse tiivedega Candida albicans ATCC 90028 ja/vdi Saccharomyces
cerevisiae CCUG 32994. Testtlivest valmistatakse suspensioon 0,9% NaCl-
lahuses labipaistvusega 0,5 McFarland'i skaala jargi. Testtassile kiilvatakse 1 ml

suspensiooni. Inkubeerimistemperatuur 28-30 °C

Candida albicans ATCC 90028 — 48 h +37 °C, hea kasv, vahase pinnaga
valged kolooniad.

Saccharomyces cerevisiae CCUG 32994 — 48 h 437 °C, hea kasv, vahase
pinnaga valged kolooniad.

2. 2% voi 4% linnaseagar (ingl. malt extract agar, MEA)
2% MEAd kasutatakse dermatofiilitide (Epidermophyton, Microsporum,
Trichophyton), hallitusseente (Aspergillus, Penicillium) ja seigseente
(Zygomycetes; Mucor, Rhizomycor, Rhizopus) morfoloogia-agarina liikide
samastamisel.

4% MEAd kasutatakse SGA alternatiivina patogeensete seente
isoleerimiseks.

Valmistuskaik
20 g voi 40 g malt ekstrakti
20 g agarit
1 liiter destilleeritud vett
Lahusta komponendid 1 liitris destilleeritud vees. Kuumuta keemiseni, kuni




pulber on tdielikult lahustunud. S66tme ph on 7 enne autoklaavimist.
Autoklaavi +121 °C juures 15 min. Lase jahtuda umbes temperatuurini +50
°C ja lisa antibioootikum (nt 100 mg klooramfenikooli). Vala Petri tassidesse,
s66tmekihi paksus on umbes 4 mm.

S66tme positiivne kvaliteedikontroll
Kontroll teostatakse tlivedega Candida albicans ATCC 90028 ja/voi
Saccharomyces cerevisiae CCUG 32994. Testtlivest valmistatakse suspensioon
0,9% NacCl-lahuses labipaistvusega 0,5 McFarland'i skaala jargi. Testtassile
kilvatakse 1 ml suspensiooni.

Candida albicans ATCC 90028 — 48 h +37 °C, hea kasv, vahase pinnaga
valged kolooniad.

Saccharomyces cerevisiae CCUG 32994 — 48 h 437 °C, hea kasv, vahase
pinnaga valged kolooniad.

3. Maisiagar (ingl. corn meal agar, CMA)
Maisiagarit kasutatakse parmide (Ascomycetes: Saccharomyces; Candida,
Basidiomycetes: Trichosporon, Geotrichum) morfoloogia-agarina liikide
samastamiseks.

Valmistuskaik
17 g maisiagarit
10 ml Tween-80
1| destilleeritud vett
Lahusta s66tme komponendid 1 liitris destilleeritud vees. Kuumuta keemiseni,
kuni pulber on tdielikult lahustunud. Autoklaavi +121 °C juures 15 min. Lase
jahtuda umbes temperatuurini +50 °C ja vala morfoloogiatestiks sobivatesse
50 mm Petri tassidesse.

Positiivne kvaliteedikontroll
Kontroll teostatakse tlivedega Candida albicans ATCC 90028 ja/voi Candida

tropicalis ATCC 750. Kontrolltiivesid inkubeeritakse 48 h +25 °C juures.
Candida albicans ATCC 90028 - vahase pinnaga valged voi
kreemikasvalged kolooniad, esinevad pseudohiiifid ja hitfid, pungrakud,
tipmised klamtidospoorid.
Candida tropicalis ATCC 750 — vahase pinnaga valged v6i kreemikad
kolooniad, esinevad iseloomuliku kujuga pungrakud, pseudohiiifid ja htidfid.




4. Czapek dox agar (CzA)
Czapek dox agarit kasutatakse hallitusseente (Aspergillus, Penicillium)
morfoloogia-agarina liikide samastamiseks.

Valmistuskaik
45,4 g Czapek dox agarit (Oxoid)
1 liiter destilleeritud vett
Lahusta agar destilleeritud vees. Kuumuta keemiseni, kuni pulber on téielikult
lahustunud. Autoklaavi +121 °C juures 15 min. Lase jahtuda umbes
temperatuurini +50 °C ja lisa antibiootikum (nt 100 mg klooramfenikooli). Vala
Petri tassidesse, s66tmekihi paksus on umbes 4 mm.

5. Kartuli glukoos agar (ingl. potato dextrose agar,
PDA)
PDAd kasutatakse morfoloogia-agarina padrmseente ja hallitusseente
samastamiseks.

Valmistuskaik

39 g kartuli gliikoos agarit (Oxoid)

1 | destilleeritud vett

Lahusta agar 1 liitris destilleeritud vees. Kuumuta, kuni pulber on taielikult
lahustunud. Autoklaavi +121 °C juures 15 min. Lase jahtuda umbes
temperatuurini +-50 °C ja lisa antibiootikum (nt100 mg klooramfenikooli). Vala
Petri tassidesse, s66tmekihi paksus on umbes 4 mm.

Positiivne kvaliteedikontroll
Candida albicans ATCC 90028 — iseloomuliku morfoloogiaga pseudohiiifid ja
pungrakud.

6. Limmastikkomponendiga s66de (ingl. yeast nitrogen
base, YNB)
YNBi kasutatakse parmide (Candida, Saccharomyces jt) suhkrute
assimilatsioonitesti keskkonnana.

Valmistuskaik
6,7 g yeast nitrogen base'i (Difco)
20,0 g agarit
1 | destilleeritud vett




Lahusta s66tme komponendid 1 liitris destilleeritud vees. Kuumuta keemiseni,
kuni pulber on téielikult lahustunud. Autoklaavi +121 °C juures 15 min. Lase
jahtuda umbes temperatuurini +50 °C. Kasutatakse kohe parmide suhkrute
assimilatsioonitestideks.

Positiivne kvaliteedikontroll
Teostatakse assimilatsioonitest C. albicans tlivega ATCC 90028, mis peab
andma iseloomuliku auksanogrammi: gliikoos - positiivne, hea kasv; galaktoos
- positiivne, hea kasv; sahharoos - positiivne, hea kasv; maltoos - positiivne,
hea kasv; laktoos - negatiivne, kasv puudub; rafinoos - negatiivne, kasv
puudub; tsellobioos - negatiivne, kasv puudub; rhamnoos - negatiivne, kasv
puudub; trehhaloos - positiivne, hea kasv.
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Parmide samastamine

Parmseeni iseloomustab véime moodustada pungrakke (blastospoore).
Erinevalt hallitusseentest, mida samastatakse peamiselt koloonia ja
mikroskoopiliste tunnuste alusel, kasutatakse parmseente samastamiseks
valdavalt erinevaid biokeemilisi teste ning vihem morfoloogilisi tunnuseid.
Enamik pdrmseeni kasvab hasti tavapdrastel bakterioloogilistel ja seentele
sobivatel s66tmetel (SGA, MEA, v.a Malassezia). Pirmseened kasvavad kiiresti,
optimaalsetes tingimustes (30-37 °C) ilmuvad kolooniad 1-3 6&pdevaga. Liik
Candida albicans moodustab 70-80% Kkliinilisest materjalist isoleeritud
parmseentest. Viimastel aastatel on kéikjal maailmas taheldatud teiste Candida
perekonna liikide osakaalu suurenemist inimpatogeenidena. Lisaks on kliinilises
praktikas tavalisemad perekondade Saccharomyces, Geotrichum, Trichosporon

ja Cryptococcus esindajad.

Samastamise esmane tingimus on puhaskultuuri olamasolu. Mittesteriilsest
materjalist (nt kurgulima, roga, tupe sekreet, roe) tuleb seen isoleerida
puhaskultuuri, kasutades antibiootikumilisandiga seentele sobivaid s6&tmeid.

1. Parmikolooniate kirjeldamine
Erinevaid parmseente perekondi iseloomustavad rohkem v6i véhem erinevad
koloonia tunnused. Vdhemalt 24 tunni vanuseid kolooniaid vaadeldakse luubi
voi binokulaarmikroskoobi abil (véikestel suurendustel) ning kirjeldatakse
koloonia iseloom (kuiv versus limane, vahane), varvus (valge, roosa, must voi
pruun), kuju (korge versus lame, sile versus ebatasane) ja koloonia servaala
(sile versus ebatasane).

2. Mikroskoopia
Preparaat valmistatakse 0,9% NaOH véi 1-10% KOH lahusesse. Parmide
mikroskopeerimisel kirjeldatakse rakkude kuju (imarad versus piklikud),
iseloom (pungrakud, artrokoniidid), samuti poliisahhariidse kapsli esinemine
voi puudumine. Kapsli vaatlemiseks tuleb teha tusipreparaat (vt lisa 1). Limaste
kolooniate ja kapsliga pungrakkude esinemine viitab perekonnale
Cryptococcus. Moningatel juhtudel voib kapsel olla vdga dhuke ja raskesti
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vaadeldav, siis tuleb perekondi eristada biokeemiliste voi seroloogiliste
testidega.

3. Seerumtest (vt lisa 2.)

Positiivne seerumtest voimaldab b
samastada liiki Candida albicans. Kui
seerumtest on positiivne, siis ei ole a

edasine testimine vajalik Tuleb siiski
arvestada, et seerumtest on positiivne ka
liigil C. dublinensis. Liiki C. dublinensis
on isoleeritud eeskdtt AIDS-iga
patsientidelt ning vajadusel tuleb liikide
[6plikuks  samastamiseks  kasutada Joonis 5. a. Liigi Candida albicans
idutoruga (ingl. germ tube)
tdiendavaid teste (nt temperatuuritest 42 pirmirakk b. Liigi Candida
°C juures, C. dublinensis ei kasva; ja  tropicalis alusel ahenenud
assimilatsioonitest). Samuti on vimalik, ~ 'dutorugaparmirakk
et moéned liigi C. tropicalis tuved
annavad seerumtestis positiivse tulemuse, eriti testaja Idppfaasis (2,5-3 tundi).
Liigi C. tropicalis tiivedel on arenev idumoik emaraku ldhedal sissend6rdunud,
erinevalt liigist C. albicans, mil see on alati laia alusega (vt joonis 5.).
Seerumtestiks kasutatakse hobuse, inimese voi vasika vereseerumit.
Testtemperatuur on 37
°C ja inkubeerimise
kestus  1,5-3  tundi q

(optimaalne 2 tundi). <>
a. O
Morfoloogiatest |
(vt lisa 3.)
Morfoloogiatestiga
selgitatakse pdrmseente

voimet moodustada %

erinevat tlipi struktuure, a b ¢ d
nagu pseudohiiifid,

tselised hitfid Joonis 6. a. Pseudohdilif b. Huif c. Interkalaarsed ja

tipmised klamiidospoorid d. Artrokoniidideks
lilistunud haaf
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klamiidospoorid, artrokoniidid, mis véimaldab eristada seeneperekondi (vt

tabel 2. ja joonis 6.).

Testiks kasutatkse maisiagarit (Tween-80 lisandiga) voi kartuli gliikoos agarit.
Optimaalne inkubeerimistemperatuur on 23-25 °C, kestus 48 tundi. Enamik
Candida perekonna liike moodustavad maisiagaril pseudomiitseeli. Liigile C.
albicans on tlitpiline klamiidospooride moodustumine.

Tabel. 2. Mikromorfoloogiliste tunnuste esinemine patogeensete
parmseente perekondades

Organism Pungra- |Pseudo- | Toelised | Kotteosed Artro- |Muud iseloomu-
rakud | hiiifid |hiiifid | (askospoorid) |koniidid |likud tunnused

C. albicans + + + klamiidospoorid

Candida spp. + +/- +/-

JSaccharomyces spp. | + +/- +/- +

Hansenula spp. + + +/- + «kiibara-kujulised»
askospoorid

Cryptococcus spp. |+ kapsel

Rhodotorula spp. |+ roosa Vi punane voi

kollane pigment

Geotrichum spp.

Irichosporon spp. | + +

5. Kott-eoste moodustumise kontroll

Parmid moodustavad kott-eoseid (askospoore) enamasti juhul, kui toitainete
hulk keskkonnas on piiratud. Testiks kasutatakse erinevaid toitainevaesemaid
s0otmeid, nditeks sobivad MEA ja atsetaatagar. Sageli moodustuvad
askospoorid ka morfoloogiatestiks kasutataval maisiagaril. So66det
inkubeeritakse toatemperatuuril (23-25 °C) kuni 1 kuu. Testi kontrollitakse
kord nédalas fikseerides parmirakud leegis alusklaasile ja téodeldes neid Ziel-
Neelsen karbool fustsiinilahusega, milles kott-eosed vérvuvad punaseks ja
vegetatiivsed rakud roheliseks.




6. Biokeemilised testid

6.1. Fermentatsioonitest
Fermentatsiooni all moistetakse pdrmseente voimet tekitada gaasi (s6ltumata
keskkonna pH-nditajatest) kasutades elutegevuseks erinevaid suhkruid.
Fermentatsioonitestid on aeganéudvad ja neid ei soovitata kliinilises laboris
rutiinseks kasutamiseks. Fermentatsioonitesti kasutatakse vajadusel tdiendava
testina (lisaks suhkrute assimilatsioonitestile ja morfoloogiatestile) pdrmseente

I6plikuks samastamiseks.

Klassikaliselt kasutatakse testiks Durham'i katseklaase, kus kogunev gaas on
hésti ndhtav. Teste inkubeeritakse toatemperatuuril (25-30 °C) kuni 10 péeva,
tehes vaatlusiiga 2-3 péeva jarel. Ménede liikide fermentatsioon on aeglane,
ilmnedes alles 10-pédevase perioodi viimastel pdevadel. Testsuhkruteks on D-
glikoos, D-galaktoos, sahharoos, maltoos, laktoos, trehhaloos ja rafinoos.

6.2. Suhkrute assimilatsioonitest (vt lisa 4.)

Assimilatsiooni all mdistetakse pdrmseente voimet kasutada aeroobsetes
tingimustes elutegevuseks suhkruid. Liigiti on suhkrute kasutamine erinev.
Kasvu testitakse enamasti 16 suhkru olemasolul (D-gliikoos, D-galaktoos,
sahharoos, maltoos, laktoos, tsellobioos, melibioos, trehhaloos, rafinoos,
melesitoos, kslloos, L-sorboos, eriitritool, D-mannitol, D-sorbitool, inositool).
Testi inkubeeritakse toatemperatuuril (25-30 °C) ja tulemusi loetakse 48 tunni
moodudes. Liikide samastamiseks tuleb kasutada kdsiraamatuid, kus on dra
toodud erinevatele liikidele iseloomulik suhkrute assimilatsioonimuster
(auksanogramm).

6.3. Nitraadi assimilatsioonitest (vt lisa 6)
Nitraadi assimilatsioonitest vdimaldab hinnata parmseente nitraatide
kasutamise voimet.Test teostatakse sarnaselt suhkrute assimilatsioonitestile.
Testi inkubeeritakse toatemperatuuril (25-30 °C) ja tulemusi loetakse 48 tunni
moddudes.

6.4. Uurea hidroliiisi test (vt lisa 8)
Uurea hiidrolliusi test voimaldab eristada kandseente hulka kuuluvaid parme
(Cryptococcus, Trichosporon, Rhodotorula) ja moénda dermatofiiliti
(Trichosporon mentagrophytes), millel on olemas ureaas. Kuna test on
valgustundlik, on alati soovitav lisada positiivne ja negatiivne kontroll. Testi
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inkubeeritakse toatemperatuuril 7 66pdeva.

6.5. Diagnostilised paketid

Igapdevases laboripraktikas on  otstarbekas kasutada  suurte
diagnostikakompaniide toodetud diagnostilisi pakette ning ainult probleemsete
tlivede puhul teostada klassikalised fermentatsiooni- ja assimilatsioonitestid voi
taiendavad lisatestid. Usaldusvddrsemad testid parmide samastamiseks on ID
32 Cja API 20 (Bio Merieux) ja Vitek. Need slisteemid voimaldavad samastada
umbes 60 Kliinilises praktikas sagedamini esinevat parmseent (vt lisa 5.).
Lihtsam test on ChromagarCandida (Becton-Dickinson), mis véimaldab
samastada 4 koige sagedasemat Candida perekonna liiki (C. albicans, C.
krusei, C. tropicalis ja C. glabrata; vt lisa 11.). Diagnostiliste pakettide
kasutamisel tuleb rangelt jargida tootjapoolset kasutusjuhendit.

Tavalisemate patogeensete pdrmseente samastamise skeem

Seerumtest
- | -
morfoloogiatest maisiagaril C. albicans
| |
esinevad hiiiifid voi pseudohiiiifid hiiifid (ja pseudohiiifid) puuduvad
‘ ureaasi test 7

| | A |

esinevad artrokoniidid  egineva blastokoniidid L |
ureaasi test Candida sp ) |!105|t.oo||. morfoloogiatest maisiagaril
kirjelda mikromorfoloogia assimilatsioon test
teosta assimilatsioonitest ~ + =

+ —

nitraadi test  Rhodotorula sp.  viikesed pungrakud

- + (. glabrata?
assimilatsiooni ja/vgi  suured
ermentatsioonitest pungrakud

Trichosporon sp?

teosta assimilatsioonitest test nigerseed agaril

ja/voi fermentatsioonitest (€ neoformans verss faco har?m},m
Geotrichum sp? Cryptococcus? Cryptococeus sp.; cert ‘fl"/iff?'? )
teosta assimilatsioonitest  assimilatsiooni javéi . meoformans'il assn_m/afmom
ja/voi jooni fermentatsioonitest test positiivne javor—
ja/voi fermentatsioonitest p ) e




Seente ravimtundlikkuse maaramine

Seeninfektsioonide sagenemine, riskirlhma kuuluvate patsientide ja
ravimresistentsete tlivede kasv aasta-aastalt tingivad vajaduse uurida
ravimtundlikkust in vitro. Testide tulemusi méjutavad koige rohkem valitud
tests6dde, inokulumi suurus, samuti inkubeerimise kestus ja temperatuur. Seos
in vitro médératud minimaalse inhibeeriva ravimkontsentratsiooni (MIK) ja
ravimi kliinilise efektiivsuse vahel soltub paljugi konkreetse ravimi
farmakokineetikast ja infektsiooni asukohast. Standardiseeritud meetodid on
olemas asoolide (flukonasool, itrakonasool, ketokonasool) ja amphoteritsiin-B
ravimtundlikkuse ~mddramiseks nii pdrmseentele kui hallitustele.
Ravimtundlikkuse mé&éramine on oluline eelkdige resistentsete tlivede leviku
hindamiseks ja kohaliku epidemioloogilise olukorra selgitamiseks. Ideaaljuhul
mdadrab Kklinitsist esmase antifungaalse ravi kohalike epidemioloogiliste
andmete pohjal, sest patogeeni isoleerimine ja ravimtundlikkuse mddramine
nouab vdhemalt 48 tundi.

1.Makro- ja mikrolahjendusmeetodid

Makrolahjendusmeetod on kehtiv referentsmeetod, mille on vélja té6tanud
Riiklik Kliiniliste Laborite Standardite Komisjon (National Committee for
Clinical Laboratory Standards, NCCLS) USA-s. Makrolahjendusmeetod
voimaldab mddrata minimaalset inhibeerivat kontsentratsiooni (MIK) nii
asoolide kui amphoteritsiin-B jaoks. Meetodit saab edukalt reprodutseerida
erinevates laborites (korrelatsioon 80-99%), kuid kuna see on tehniliselt
suhteliselt keerukas ja aegandudev (48 tundi), siis ei sobi ta igapdevases
praktikas kasutamiseks. Makrolahjendusmeetodi modifikatsioon on
mikrolahjendusmeetod, kus test viiakse ldbi mikrotiiter-plaatidel. Molemal
juhul kasutatakse RPMI-1640 vedelsé6det 0.165 M MOPS ja 20g/L gliikoosi
lisandiga. Inokulumi kontsentratsioon on 0,5-2,5 X 10° rakku. Testtemperatuur
on 35 °C, testi kestus 48 tundi. Detailselt on protseduuri kirjeldatud NCCLSi
protokollis M27-A parmseente ja protokollis M38-P hallitusseente tundlikkuse
madramiseks (vt kasutatud kirjandus).
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2.Kolorimeetrilised meetodid

Meetod pohineb reagendil alamar blue, mis reageerib mikroobide kasvule
keskkonnas vérvimuutusega (sinisest punaseks). Varvimuutus on kergesti
jélgitav ja vdimaldab méérata parmseente MIK. Valmispaketina turustatakse
kolorimeetrilisi teste parmide MIK madramiseks paneelina Sensititre YeastOne
(AccuMed International). Paneelil on mikrotiiterplaadi slivendites ravimite
lahjenduste seeria, millele on lisatud reagenti alamar blue. Meetod
korreleerub hasti NCCLS referentsmetoodikaga ja on kiirem (24 tundi).

3.E-test meetod
Meetod pohineb antifungaalse preparaadiga immutatud testribal, millele on
maérgitud ravimi kontsentratsiooni gradient. Vastavalt inhibeeritud kasvu
tsoonile loetakse testribalt MIK. Meetod korreleerub hasti NCCLSi
referentsmetoodikaga. E-test on valja td6tatud Rootsis (Biodisc).

4.Disk-difusioon meetodid
Disk-difusioonmeetodid ei ole standardiseeritud. Mitmed erinevad
diagnostikakompaniid turustavad antifungaalsete preparaatidega immutatud
paberdiske (Abtek, MAST) voi tablette (Rosco Diagnostica). Kasutatavad
s66tmed on yeast nitrogen base (YNB) ja RPMI-1640, inkubatsiooniaeg 2448
tundi. Disk-difusioonmeetod on siiski arvestatav meetod resisentsete tiivede
kiireks véljaselgitamiseks.




Tabel 3. Minimaalse inhibeeriva kontsentratsiooni (MIK, mg/I)
télgendamine

Antifungaalne | Tundlik | Tundlik ravimdoosist |Mo6dukalt Resistentne
preparaat soltuvalt tundlik

Amphoteritsiin-B | < | >

5 flutsiitosiin <4 816 > 32
Flukonasool <#§ 16322 > 64
Mikonasool <38 > 16
Ketokonasool <8 > 16
Itrakonasool < 0,125 0,25-0,5 > |

! ravimdoos 100-200 mg/pédevas
2 ravimdoos 200-400 mg/pédevas

Tuleb arvestada, et nii flukonasooli kui itrakonasooli MIK tundlikkusklasside
piirvddrtuste andmed périnevad limaskestade kandidoosiga patsientidelt ja ei
pruugi seetottu olla Giheselt Gile kantavad invasiivse kandidoosiga patsientidele.
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Dermatofiititide samastamine

Dermatofuiite samastatakse koloonia ja mikromorfoloogiliste tunnuste alusel.
Sageli ei ole tiive isoleerimine vajalik, iseloomulikud mikroskoopilised
tunnused ilmuvad juba esmaskiilviks kasutatud s66tmel (SGA; MEA) u 7 pdeva
vanuses kultuuris. Kui esmaskiilvi s66de sisaldab tslkloheksimiidi, voib
moénede iseloomulike tunnuste ilmumine olla pérsitud. Selektiivne sédde
dermatofiiitidele on dermatophyte test medium, DTM, millel enamik
baktereid ja saprotroofseid hallitusseeni ei kasva. Ttlpilised kolooniatunnused
(nt pigment) ilmuvad enamasti kartuli gliikoos agaril v6i maisiagaril (gltikoosi
lisandiga). Liikide eristamiseks on vajalikud test uurea agaril (liikide
Trichophyton rubrum ja T. mentagrophytes eristamiseks), juuste perforatsiooni
test, kv riisiteradele (liikide Microsporum audonii ja M. canis eristamiseks; vt

lisad 8-10.).

Liigi maadramisel voib abiks olla teave nakkusallikast (teine nakatunu, loom,
pinnas), mis piiritleb véimaliku patogeeni kitsama riihma (antropofiil, zoofiil,
geofiil), ja kolde asukohast, samuti kahjustuse iseloom ja leid materjali
algmikroskoopial (eriti juuste nakkuse puhul — ektothrix'i versus endothrix'i
tekitavad liigid).

Dermatofiititide esmaskilve inkubeeritakse temperatuuril 28-32 °C kuni
21 péeva. Kaks korda nddalas hinnatakse kiilve mikroskoopiliselt. Probleemsed
tlived isoleeritakse kartuli gliikoos agarile voi spetsiaalsé6tmele.

Mikroskoopia
Dermatoftilitide hulka kuuluvad seened perekondadest Epidermophyton,
Microsporum ja Trichophyton. Dermatofuiitidel esineb puhaskultuuris kaht
thlpi eoseid — mikrokoniide ja makrokoniide. Perekondade eristamisel on
peamisteks tunnusteks makrokoniidid, nende kuju ja suurus, samuti
kolooniatunnused. Perekonnas Microsporum on makrokoniidid paksuseinalised
ja karedapinnalised, perekondade Trichophyton ja Epidermophyton seentel on
makrokoniidid 6hukeseseinalised ja siledapinnalised. Mikrokoniidid puuduvad
perekonna Epidermophyton seentel. Mikrokoniidide kujuon oluline liikide T
mentagrophytes, T. tonsurans, T. rubrum ja T. terrestre eristamiseks. Muud
liikide eristamisel olulised struktuurid on tipmised klamidospoorid (M.

19




audonii), tipmiselt laienenud hiilfid (T shoenleinii) ja hiitfide peegelduv
hargnemine (T violaceum) ning spiraalhiifid (T mentagrophytes).

Sageli tekib dermatofiilitidel massiliselt mikro- ja makrokoniide ning
traditsioonilisel viisil on raske saada héstivaadeldavat preparaati. Hea
ldbipaistvuse saavutamiseks voib kasutada kleeplinti. Véike tlikk labipaistvat
jaika kleeplinti surutakse pintsettide abil 6rnalt vastu kolooniat. Seejérel
tostetakse kleeplint, mille kiilge on Uhe kihina kleepunud seene eosed,
mikroskopeerimislahusesse (Amman'i lahus, 3% KOH, laktofenool-
puuvillasinise lahus) ja kaetakse katteklaasiga.

1.Microsporum
canis

Koloonia
Koloonia (SGA) laiuv,
ohuke, villane,
hallikas kuni
pruunikas-valge,
poordel kollane.

Mikroskoopia
Makrokoniidid
paksuseinalised, Joonis 7. a. Liigi Microsporum canis makrokoniidid b.
kdandunud tipuga, Noored makrokoniidid
paljurakulised (6-12),

35-110 x 12-25 um.
Mikrokoniidid 6hukeseseinalised,
piklikud voi pirnjad (vt joonis 7.).

2.M. gypseum

Koloonia
Koloonia  (SGA)  puuderijas,
kahvatu kaneelipruun, podrdel
kollakaspunane, ménikord roosaka
varjundiga.

Joonis 8. a. Liigi Microsporum gypseum
makrokoniidid b. Mikrokoniidid
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Mikroskoopia

Makrokoniidid paksuseinalised, silindrilised, paljurakulised (3-6), 25-60 x 8,5—
15,0 um. Mikrokoniidid istuvad voi varrekesel, dhukeseseinalised, piklikud voi

pirnjad (vt joonis 8.).

3.Epidermophyton

floccosum

Koloonia
Koloonia (SGA) sametine,
kergelt voldiline,
kahvatukollane kuni
sinepikollane, poordel
kollakaspruun, keskel
tumedam.

Mikroskoopia

Makrokoniidid ohukese-
seinalised, 2-5-rakulised, koniidid
10-40 x 6-12 um.
Mikrokoniidid puuduvad (vt
joonis 9.).
4.Trichophyton rubrum
Koloonia

Koloonia (SGA) kohev, valge, ménikord
vananedes roosaka tooniga, p&ordel
veinpunane kuni oliivjas, harva kollane.

Mikroskoopia
Makrokoniidid enamasti puuduvad,
Ohukeseseinalised, erineva suurusega,
silindrilised voi sigarikujulised. Mikrokoniidid
kultuuris valdavalt pisara- voi tilgakujulised,
kitsa alusega, istuvad, 3,0-5,5 x 2,0-3,5 um
(vt joonis 10.).

Joonis 9. Liigi Epidermophyton floccosum makro-

Joonis 10. a. Liigi Trichophyton
rubrum mikrokoniidid b. Makro-
koniidid
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5.Trichophyton mentagrophytes

Joonis | 1. a. Liigi Trichophyton mentagrophytes mikrokoniidid b. Makrokoniidid

c. Spiraalhudfid

Koloonia

Koloonia (SGA) puuderjas voi kohev, kreemikas kuni kollakaspruun, péoérdel
ookerjas kuni punakaspruun, moénikord tumepruun.

Mikroskoopia

Makrokoniidid 3-8-rakulised, 6hukeseseinalised, silindrilised voi sigari-
kujulised, kultuuris mikrokoniidid valdavalt Gmarad, 2 um diameetriga,

paiknevad tihedate
kobaratena piki hitfe. Tihti
esineb spiraalhiilife (vt joonis
11.).

6.Trichophyton
verrucosum

Koloonia
Koloonia (SGA) kumer,
nahkjas, hiliem kergelt
sametine, kreemikas kuni
hallikasvalge, poordel
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Joonis 12. Liigi Trichophyton verrucosum
klamUidospoorid



kreemikas voi Ioheroosa.

Mikroskoopia
Eoseid enamasti ei moodustu, makrokoniidid 4-7-rakulised (tiamiiniga s6dde!),
sigarikujulised, mikrokoniidid munajad voi pirnjad. Varskel isolaadil tavaliselt
palju ahelatena paiknevaid klamtidospoore ja laienenud tipuga hiife. Kasv
kiirem temperatuuril 37 °C (vorrldes 28 °C). Klamiidospoore moodustub
arvukalt temperatuuril 37 °C (vt joonis 12.).

7.Trichophyton violaceum

Koloonia
Koloonia (SGA) laikiv, nahkjas, kortsulise pinnaga, kollane, aprikoosivérvi voi
punakaslilla, aeglase kasvuga.

Mikroskoopia
Eoseid enamasti ei moodustu, harva esinevad ovaalsed kuni pirnjad
mikrokoniidid. Hidfid vddnduvad, peegelduvalt hargnevad (ingl. reflexive
branching).

8.Trichophyton

tonsurans b a
Koloonia

Koloonia (SGA) varieeruv,

enamasti seemisnahka

meenutav, voldiline, valkjas
kuni hallikas, kollakas kuni

roostepruun, p&ordel
mahagonpunane voi pruun voi
kollane.
Mikroskoopia Joonis 13. a. Liigi Trichophyton tonsurans klamiido-
Makrokoniidid ohukese- spoorid b. Noored mikrokoniidid
seinalised, 2—-6-rakulised,

harvaesinevad. Mikrokoniidid noores kultuuris valdavalt piklikud, tolvjad kuni
silindrilised, vanas kultuuris valdavalt imarad, 6hupallikujulised, kitsa alusega
(vt joonis13.).
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Hallitusseente samastamine

Terminit «hallitusseen» kasutatakse meditsiinilises kirjanduses koigi
seeneniidistikku ehk miitseeli moodustavate seente tdhistamiseks. Erinevaid
slistemaatilisi klasse (Zygomycetes — seigseened, Ascomycetes — kottseened,
Basidiomycetes - kandseened, Hyphomycetes - avateisseened)
iseloomustavad erinevad mikromorfoloogilised tunnused. Peamiselt

samastataksegi hallitusseeni mikromorfoloogiliste ja kultuuritunnuste pohijal.

Valgusmikroskoobi preparaadi valmistamiseks on otstarbekas vaadelda
kultuuri esmalt binokulaarmikroskoobis véikesel suurendusel. See véimaldab
vélja valida parima koha, kust preparaati materjali votta (viljakehad,
koniidikandjad jm). Kui kultuur on vana ja eoseid vdga palju, voetakse
materjali servaalalt, vajadusel hiljem ka keskkosast. Petri tassi ei avata tdiesti,
vaid materjali voetakse pooleldi avatud tassist, véltimaks eoste lendumist.
Seente valgusmikroskoopiaks voib kasutada 0,9% NacCl lahust, 1-10% KOH
lahust voi spetsiaalseid mikroskopeerimislahuseid, mille koostised on toodud
lisas 10. Seentest, millel on hiidrofoobsed koniidid (nt Aspergillus, Penicillium)
tehakse preparaat piimhappesse voi piimhappe-puuvillasinise lahusesse ja
kuumutatakse preparaati norgalt. Seigseentest voib preparaadi teha
kraanivette, sest piimhape ja KOH méjutavad tugevasti nende kuju.
Preparaadi voib teha ldbipaistvat kleeplinti
kasutadest nagu kirjeldatud dermatofiiitide
samastamise peatiikis.

Uldse tuntakse u 400 patogeenset seent,
hallitusseened on enamasti oportunistlikud

patogeenid, nakatades tugeva
imuunsupressiooniga patsiente.
Oportunistlikke infektsioone pohjustavad
sagedamini need véhesed

hallitusseeneliigid, mis on vdimelised
kasvama +37 °C juures ja koérgemal

temperatuuril.  Olulisemad patogeenid . jalarakk
kuuluvad perekonda Aspergillus j—_-!_ié
(Ascomycetes), Fusarium (Ascomycetes), '

Sc,edosp oriim (Hyphomycetes) - ja Joonis 14. Perekonna Aspergillus
seigseente (Zygomycetes) moned koniidikandja
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perekonnad (Absidia, Mucor,
Rhizomucor, Rhizopus). Kliinilistel
isolaatidel voivad taapilised
mikromorfoloogilised tunnused olla
redutseerunud, mistottu on tivesid
raske samastada.

Aspergillus
Perekonda Aspergillus kuuluvaid liike
iseloomustab  laienenud  tipuga
koniidikandja, millele kinnitub 1-2 rida
fialiide (vt joonis 14.). ) /

Koniid — mittesugulise paljunemise
€eos, mis tekib spetsiaalsel
koniidikandjal

Koniidikandja — lihtne v6i harunenud seeneniit, mis on spetsialiseerunud
koniidide tekkeks

Vesiikul — koniidikandja puhetunud tipuosa

Fialiid — koniide tekitav rakk
Kbige sagedasemaks invasiivseid mikoose tekitavaks hallitusseeneks on
Aspergillus fumigatus (vt joonis 15.). Tavaliselt saab infektsioon alguse eoste
sissehingamisel (ilemistest voi alumistest hingamisteedest. Perekonna
Aspergillus liikide samastamiseks kasutatakse puhaskultuuri isoleeritud tivede
mikromorfoloogiliste tunnuste vérdlemist 7 pdeva vanuses kultuuris
linnaseagaril ja/voi Czapek

Joonis 15. Liigi Aspergillus fumigatus
koniidikandja

dox agaril.

Liigi A.  fumigatus
kolooniad on
sinakasrohelised, vanemana
suitsuhallid roheka

varjundiga (MA, C2).
Vesiikul on lehvikutaoliselt
kaetud fialiididega vaid
Glemise kolmandiku osas.
Iseloomulik on ka fialiidide
paiknemine  paralleelselt
koniidikandja  pikiteljega, | __ _
sageli on osa fialiidne pisut

Joonis 16. Liigi Aspergillus flavus koniidikandja
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kadndunud. Eosed on vaikesed (2-3 um). See liik
on Uhena vdhestest hallitusseentest véimeline
kasvama vaga korgel temperatuuril (kuni +52
°C), mistéttu on vdimalik samastamiseks
kasutada temperatuuritesti +45 °C juures.

Sagedased aspergillooside pohjustajad on ka
A. flavus, A. niger ja A. terreus.

Liigi A. flavus kolooniad on algul kollakad,
hiljem kollakasrohelised. Vesiikul on imar, kogu
pinna ulatuses fialiididega kaetud (vt. joonis
16.). Fialiidid paiknevad 1-2 reana, koniidid on
massina rohekad (3,5-4,5 um). A. flavus kasvab
hésti temperatuuril + 37 °C.

Liigi A niger kolooniad on noorena kollakad,
kuid vdrvuvad kiiresti mustjaspruuniks.
Koniidikandjad moodustavad tiheda mati.
Vesiikul on Gimar. Fialiidid paiknevad kahe reana
ja katavad vesiikult kogu ulatuses (vt joonis 17.). Koniidikandja siledapinnaline.
Eosed massina tumepruunid kuni mustad, koniidid ogalised, 3,5-5,0 um
labimdddus. A. niger kasvab hasti temperatuuril +37 °C.

Joonis 17. Liigi Aspergillus
niger koniidikandja ja koniidid

Seigseened (Zygomycetes)
Kirjeldatakse seigseentest pohjustatud kopsu, naha ja rhinotserebraalseid
infektsioone. Seigseentest pdhjustatud infektsioone iseloomustab kiire
progresseerumine. Seigseened on védga kiire kasvuga, koloonia labimodot
kasvab 66pdevaga mitu sentimeetrit. Enamik seigseente inimpatogeenidena
kirjeldatud liikidest on vadliskeskkonnas laialt levinud ja tavalised labori
kontaminandid, mistottu voib olla probleemiks kontaminatsiooni eristamine
patogeenist. Mdned patogeensed liigid on vdimelised kasvama korgel
temperatuuril (kuni 45 °C; Rhizopus oryzae, Absidia corymbifera).

Seigseentele on iseloomulik sporangiumite esinemine, modned liigid
kinnituvad risoidide abil. Perekondade ja liikide eristamisel on oluliseks
tunnuseks kolumella esinemine/puudumine ja selle kuju (vt joonis 18.).
Mikroskoopiliselt iseloomustab seigseeni ilma vaheseinteta paljutuumaline
mitseel. HGUUfid on vorreldes kottseentega (nt Aspergillus) palju laiemad ja
hargnevad peaaegu tdisnurkselt. Kolooniad on algul enamasti valged ja
kohevad, hiljem pruunikad voi hallikad tdites Petri tassi mone padevaga.
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Sporangium — mittesugulise paljunemise struktuur,

milles tekivad endogeenselt sporangiospoorid

Sporangiospoorid — sporangiumis tekkivad eosed
Kolumella - sporangiumikandja pikendus

sporangiumi sees

Risoid — seeneniit, mis on spetsialiseerunud

substraadile kinnitumiseks

Scedosporium
Liiki Scedosporium apiospermium on kirjeldatud
kopsuinfektsioonide, aju abstsesside ja keratiidi
pbhjustajana.  Scedosporium-infektsioonid
alluvad raskesti ravile, seen on amphoteritsiin-B
resistentne. Kolooniad on algul hiirhallid, hiljem
tumedamad, pddrdel samuti tumehallid kuni
mustad. S. apiospermium kasvab hésti

temperatuuril +37 °C.

Ovaalsed, sirge alusega, pruunid koniidid
arenevad lihtsatel voi harunenud kandjatel, 3,5-
7 x 5=12 um (vt joonis 19.).

kolumella

sporangium

sporangumi-
kandja

— risoid
i

Joonis 18. Seigseene
(Zygomycetes)
sporangiumikandja
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Fusarium

Perekonna Fusarium seened on tavalised
mullasaprotroofid, kuid neid on kirjeldatud
ka  keratiidi ja  hematogeenselt
dissemineerunud stisteemsete
infektsioonide pdhjustajatena. Kolooniad
on enamasti eredavarvilised,
valkjaskollastes, roosakates, lillakates
toonides, kohevad voi kergelt vahased.
Koniidikandjad on lihtsad véi harunenud,
esinevad nii Gherakulised mikrokoniidid kui
mitmerakulised makrokoniidid.
Makrokoniidid on enamasti kdverdunud.
Mikro- ja makrokoniidid vdivad paikneda
ahelatena v6i moodustada kogumikke (vt
joonis 20.).
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mikrokoniidid
fialiid

Joonis 20. Perekonna Fusarium
koniidikandja



Uuring seente esinemise suhtes - proovide

transport, kasitlemine ja tulemuste
interpretatsioon

Biopsiad

1.Proov
Steriilsetes tingimustes kogutud biopsiamaterjal transporditakse véimalikult
kiiresti laborisse keeratava korgiga steriilses katsutis 0,9% NaCl-lahuses.

2.Proovi séilitamine
Proov ei tohi kuivada! Kui proovile ei ole lisatud flsioloogilist lahust, siis tuleb
lisada proovi laborisse saabumisel 1-2 ml steriilset 0,9% NaCl-lahust, olenevalt
proovimaterjali hulgast. Vajadusel sdilitatakse proovi kiilmikus temperatuuril
+4 °C kuni 8 tundi. Proov sdilitatakse ka parast kiilvamist kuni 66pédev +4 °C
kiilmikus, edasi —20 °C juures.

3.Kiilv

Koetlkki voib bakteriaalse kontaminatsiooni valtimiseks eelnevalt té6delda
antibiootikumilahusega, milleks sobib nt gentamdtsiin. Koetlkk asetatakse
steriilsesse Petri tassi, 16igatakse skalpelli ja pintsettide abil voimalikult peeneks
(koetlikkide 1dbimdot 0,5-1 mm). Kui proovitikk on kéhrkoest,
homogeniseeritakse see steriilses uhmris védhese flisioloogilise lahusega.
Kilvatakse steriilse Pasteur'i pipetiga tilkadena (8—12 tilka sé6tmeplaadile).
Soovitav on s6dtmeplaadi tagakiiljele mérkida materjali asukohad — see
holbustab hiljem vdimaliku kontaminatsiooni eristamist patogeenist. S66de:
antibiootikumiga SGA. Suuremad koetlikid surutakse skalpelli abil osaliselt
s6otmesse. Inkubeeritakse vahemalt 14 pdeva, soovitavalt 21 pdeva,
temperatuuril +28-30 °C.

4.Preparaat
Koigist biopsiamaterjalidest tehakse preparaat Gram'i, Giemsa ja/voi
Calcoflour white'i menetluse jérgi. Igast koetiikist tehakse kaks preparaati
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surudes koetiikke korduvalt vastu mikroskoobi alusklaasi voi kahe alusklaasi
vahel.

5.Samastamine
Koéik biopsiamaterjalidest isoleeritud seened samastatakse liigi tasemel.

6.Ravimtundlikkuse maaramine
Koigil biopsiamaterjalidest isoleeritud pdrmseentel mdératakse ravimtundlikkus
minimaalse inhibeerivat kontsentratsiooni véimaldava meetodiga kokkuleppel
analiitisi tellijaga.

7.Interpretatsioon
Koéik biopsiamaterjalist isoleeritud parmseened loetakse haigustekitajateks.
Hallitusseente isoleerimisel tuleb arvestada materjali kontaminatsiooni
vOimalusega ja hinnata konkreetse hallitusseene vodimet tekitada
oportunistlikke infektsioone.

Haavamada, eritised

1.Proov
Eritisi ja mdda kogutakse ststlaga aspireerides steriilsesse katsutisse.

2.Proovi séilitamine
Proovi sdilitatakse +4 °C juures kuni 24 tundi.

3.Kiilv
Viskoossele madale lisatakse vordses koguses fiisioloogilist lahust, segatakse ja
tsentrifuugitakse rezZiimil 1500 x g 10 minutit. Abstsessivedelikke
tsentrifuugitakse samuti. Kllvatakse tilkadena otse sistlast, tsentrifuugitud
materjali korral kilviaasaga. S66de: antibiootikumiga SGA. Kiilve
inkubeeritakse temperatuuril +28-30 °C vdhemalt 7 pdeva, soovitavalt kuni 21
péeva. Kiilve hinnatakse iga péev.

4.Preparaat
Materjalist valmistatakse preparaat Calcofluor white'i keskkonnas voi Gram'i
vérvinguga.

5.Samastamine ja interpretatsioon
Koik materjalitilgast kasvanud organismid loetakse patogeenseteks ja
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samastatakse liigi tasemel.

6.Ravimtundlikkuse madramine
Koigi haavamddast ja eritistest isoleeritud pdrmseente ravimtundlikkus
madratakse kokkuleppel tellijaga ravimi minimaalse inhibeeriva
kontsentratsiooni meetodil.

Juuksed, kiitined, nahk

1. Proov ja proovi séilitamine
Proovimaterjal kogutakse nahalt niri skalpelliga kaapeid tehes. Kliintest
voetakse proovimaterjal skalpelli, kiireti voi kiilinepuuriga. Juukseid kogutakse
pintsettidega kitkudes, proovis peab olema juureosa. Proov kogutakse
spetsiaalsesse  proovilimbrikusse vdi  puhtasse, kuiva klaas- voi
plastkonteinerisse. Proovi sdilitatakse toatemperatuuril. Tuleb véltida proovi
niiskumist sdilitamise kaigus.

2. Kiilv

Vajadusel Iigatakse proovimaterjal skalpelliga vdiksemaks, sobivad 1-2-mm
ldbimdoduga tiikid. Materjal raputatakse s66tmele, surudes suuremad tiikid
osaliselt s66tmesse. Tehakse kaks kilvi — antibiootikumilisandiga MEA ning
tstikloheksimiidi ja antibiootikumiga SGA. Kiilvamisel tuleb jalgida, et materjali
jatkuks ka preparaadiks. Kui materjali on védhe, tuleb eelistada preparaati. Tasse
inkubeeritakse kuni 21 pdeva temperatuuril +28-30 °C. Kui kahtlustatakse
liigist Trichophyton verrucosum pohjustatud infektsiooni, inkubeeritakse iht
kilvi temperatuuril + 37 °C. Kilve hinnatakse kaks korda néddalas. Vajadusel
dermatofiilidid isoleeritakse (kontamineerunud esmaskdilv, parsitud kasv
tstikloheksimiidiga agaril vm).

3.Preparaat
Mikroskoobi alusklaasile pannakse tilk mikroskopeerimislahust (10% KOH, 5%
KOH+ glltserooli segu, Calcofluor white) ja lisatakse proovimaterjal.

4.Samastamine
Koéik dermatofiitidid ja infektsiooni p6hjustavad hallitusseened samastatakse
liigi tasemel.
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5. Interpretatsioon
Koik isoleeritud dermatofliidid loetakse haigustekitajateks. Hallitusseente
isoleerimise korral tuleb arvestada materjali kontaminatsiooni véimalusega ja
hinnata konkreetse hallitusseene voimet tekitada oportunistlikke infektsioone,
samuti mikroskoopilist leidu. Hallitusseene infektsiooni diagnoosimiseks on
vajalik korduv isoleerimine, v.a Scopulariopsis brevicaulis.

Liikvor ja lumbaalpunktaat

1.Proov
Proov voetakse steriilsesse keeratava korgiga katsutisse mahus 3-5 ml, lastel
vdhem.

2.Proovi transport ja sailitamine
Proovi transporditakse ja sdilitatakse temperatuuril +37 °C mitte kauem kui 24
tundi.

3.Kiilv
Proov tsentrifuugitakse reziimil 1500 x g 10 minutit. Enamik supernatanti
eemaldatakse (sdilitatakse Cryptococcus-antigeeni uuringuteks), sade
lahustatakse véikeses koguses supernatandis ning kiilvatakse steriilse Pasteur'i
pipetiga tilkadena kahele sédtmeplaadile: (iks SGA ja iiks PDA plaat. Uht
s6otmeplaati inkubeeritakse temperatuuril +28-30 °C, teist +37 °C vdhemalt
7 pdeva, soovitavalt 21 péeva.

4.Preparaat
Sademest tehakse preparaat Gram'i vdrvinguga. Kui preparaadis leidub
parmirakke, tehakse tdiendav tusipreparaat Cryptococcus-rakkude uuringuks.

5.Samastamine
Koik liikvorist voi lumbaalpunktaadist isoleeritud seened samastatakse liigi
tasemel.

6.Ravimtundlikkuse maaramine
Koigil liikvorist voi lumbaalpunktaadist isoleeritud parmseentel méaratakse
ravimtundlikkus minimaalse inhibeerivat kontsentratsiooni véimaldava
meetodiga kokkuleppel analiilisi tellijaga.
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7.Interpretatsioon
Koik liikvorist voi lumbaalpunktaadist isoleeritud seened loetakse
haigustekitajateks.

Limaskestad (suu, nina, tupp) ja emakakael, ureetra,
valiskorv - tampooniga voetud proovid

1.Proovid
Proov  vdetakse fisioloogilises lahuses niisutatud tampooniga
transportsé6tmega varustatud katsutisse. Parast proovivottu peab tampoon
olema sddtmesse surutud, et valtida proovi kuivamist. Proovi sdilitatakse +4 °C
juures kuni 24 h.

2.Kiilv
S6ode: antibiootikumiga SGA. Tampooni rullitakse s66tmeplaadi pinnal voi
kilvatakse poolkvantitatiivse kilvi pohiméttel. Tasse inkubeeritakse
temperatuuril +37 °C 7 pdeva. Tasse hinnatakse iga pdev, enamasti ilmuvad
parmide kolooniad 48 tunni jooksul. Hallitusseened, eriti kérvast ja
haavamaterjalidest, voivad kasvama hakata alles 4-5 pdeva méddudes.

3.Preparaat
Limaskestadelt, emakakaelalt, ureetrast voetud materjal varvitakse Gram'i
jargi. Véliskorvast tampooniga voetud materjalist preparaate ei tehta, kuna
materjali hulk on vaga erinev (enamasti vdga vahene), mikroskoopiaks sobib
eelistatult spaatliga kogutud materjal.

4.Samastamine
Koik limaskestadelt, ureetrast voi valiskorvast isoleeritud parmseened ja
voimalikud oportunistlikke infektsioone pdéhjustavad hallitusseened
samastatakse liigi tasemel.

5.Ravimtundlikkuse maaramine
Koigi limaskestadelt, ureetrast voi véliskorvast isoleeritud parmseentel
méadratakse ravimtundlikkus disk-difusioon meetodiga voi minimaalse
inhibeerivat kontsentratsiooni véimaldava meetodiga kokkuleppel tellijaga.

6.Interpretatsioon
Candida-perekonda kuuluvad parmseened kuuluvad suu ja tupe limaskesta
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normaalse mikrofloora koosseisu. Positiivne mikroskoopiline leid, positiivne
kilv ja Kkliiniliste siimptomite olemasolu toetavad kandidoosi diagnoosi.
Vidikese hulga isoleeritud parmseene (< 10°® Candida rakku/ml),
mikroskoopilise leiu puudumise ja ebaselge kliiniku korral on ndidustatud
kordusanalliis. On patsiente, kellel 10310° Candida rakku/ml esinemine
vaginaalsekreedis ei tekita kliinilisi simptomeid. Hallitusseened ei kuulu
inimese normaalsesse mikrofloorasse. Hallitusseente isoleerimisel tuleb
arvestada materjali kontaminatsiooni véimalusega ja hinnata konkreetse
hallitusseene voimet tekitada oportunistlikke infektsioone, samuti
mikroskoopilist leidu.

Roe

1.Proov
Proov kogutakse puhtasse keeratava korgiga plastkonteinerisse. Proovi
sdilitatakse temperatuuril +4 °C kuni 12 tundi.

2.Kiilv

Vedelas faasis poovimaterjal ei vaja tdotlemist. Tahkest proovist voetakse vdike
tikk (ca 0,3g), mis suspendeeritakse 3 ml 0,9% NaCl-lahuses (segatakse
Vortex-segajal). S66de: antibiootikumiga SGA. Kiilvatakse poolkvantitatiivse
kalvi pohimébttel kiilviaasaga voi tilkadena kogu s66tmeplaadile. Vajadusel
teostatakse kvantitatiivne kiilv, tehes materjali suspensioonist kiimnekordsed
lahjendused ja kiilvates kindla koguse (0,1-0,5 ml). Kiilvi inkubeeritakse
temperatuuril +37 °C kuni 7 pdeva. Kiilve hinnatakse iga paev.

3.Preparaat
Preparaate roojast ei tehta.

4.Samastamine
Kéik roojast isoleeritud parmseened samastatakse liigi tasemel. Koik
isoleeritud hallitusseened loetakse kontaminantideks.

5.Ravimtundlikkuse maaramine
Roojast isoleeritud perekond Candida-parmseente ravimtundlikkus maaratakse
disk-difusioonmeetodil kokkuleppel analliisi tellijaga.
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6.Interpretatsioon
Rooja uuring seentele on ndidustatud immuunosupressiooniga patsientidel
parmseente kolonisatsiooni selgitamiseks voi pikaajalisest antibakteriaalsest
ravist tekkinud probleemide tottu. Umbes 40% tervest elanikkonnast ja 75%
imuunsupresseeritud patsientidest on normaalselt koloniseeritud Candida-
perekonna parmseentega. Sama parmseene liigi korduv isoleerimine ja
domineerimine voib viidata ravi vajavale probleemile.

Réga ja bronhiloputusmaterijali

1.Proov
5-10 ml materjali kogutakse steriilsesse keeratava korgiga katsutisse.

2.Proovi sdilitamine
Proovi séilitatakse temperatuuril +4 °C kuni 12 tundi. Rohkem kui 12 tundi
tagasi voetud materjal uuringuks ei sobi!

3.Kiilv

Régaproovi hinnatakse mikroskoopiliselt vdikese suurendusega enne kiilvi
tegemist, selleks et valtida vaheinformatiivseid kiilve siiljest: kui vaatevéljas on
vdhem kui 10 lameepiteelirakku ja rohkem kui 25 polimorfonukleaarset
leukotstiiti véi on nédha alveolaarseid makrofaage, on tegemist alumistest
hingamisteedest périneva rogaga. Proovile lisatakse vordses koguses
destilleeritud vett, segatakse Vortex-segajal 1-2 minutit. Seejdrel
tsentrifuugitakse proov repiimil 2000 x g 15 minutit. Supernatant eemaldatakse
ja sade kilvatakse poolkvantitatiivselt voi kvantitatiivselt (100 véi 500 ml).
Sédde: antibiootikumiga SGA. S66tmeplaati inkubeeritakse temperatuuril
+28-30 °C vdhemalt 7 pdeva, soovitavalt kuni 21 pdeva. Kui kahtlustatakse
aspergilloosi, on soovitav kiilvata lisaks teine so6tmeplaat, mida inkubeeritakse
temperatuuril +45 °C. Kiilve hinnatakse iga paev.

4.Preparaat
Tsentrifuugitud proovi sademest tehakse preparaat optilise markeri (Calcofluor
white vm) keskkonnas ja/vdi Gram'i varvinguga. Vajadusel voib sadet
mikroskopeerida ka 10% KOH-lahuses.
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5.Samastamine
Kéik rogast voi bronhiloputusmaterjalist isoleeritud parmseened ja
potentsiaalselt oportunistlikke infektsioone podhjustavad hallitusseened
samastatakse liigi tasemel.

6.Ravimtundlikkuse maaramine
Koigil rogast isoleeritud parmseentel madratakse ravimtundlikkus kokkuleppel
tellijaga disk-difusioon meetodil voi kasutades mdnda ravimi minimaalse
inhibeeriva kontsentratsiooni meetodit.

7.Interpretatsioon

Candida-infektsiooni diagnoosimisel omab diagnostilist vdartust kvantitatiivne
kiilv. 10+10° parmirakku/ml viitab véimalikule infektsioonile, vajalik on korduv
analiilis ja seroloogilised testid, enam kui 10¢ parmirakku/ml on maérgiks
infektsiooni olemasolust. Candida voib régas esineda kontaminandina neelust
vOi suust. Ainult positiivne rdgaproov ei ole piisav aspergilloosi
diagnoosimiseks, vajalikud on korduvad positiivsed kiilvid ja/voi histoloogiline
leid voi positiivne antigeeni voi antikeha test.

Uriin
1.Proov
Proov kogutakse steriilsesse keeratava korgiga katsutisse.

2.Proovi séilitamine
Proovi sdilitatakse +4 °C juures kuni 12 tundi. Rohkem kui 12 tundi tagasi
voetud materjal uuringuks ei sobi!

3.Kiilv
Proov tsentrifuugitakse reZiimil 1500 x g 10 minutit. Véikseid koguseid (vdhem
kui 0,5 ml) ei tsentrifuugita. Supernatant eemaldatakse, sade lahustatakse
véheses supernatandis, steriilse Pasteur'i pipetiga kiilvatakse 1-4 tilka
materjali. S66de: antibiootikumiga SGA. Vajadusel teostatakse kvantitatiivne
kalv, kilvates 100 voi 500 ml sadet. Kilvi inkubeeritakse temperatuuril +-28-
30 °C vdhemalt 7 pdeva, soovitavalt 21 pédeva. Kiilve hinnatakse iga paev.

4.Preparaat
Proovi tsentrifuugimisel tekkinud sademest valmistatakse preparaat Gram'i
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varvinguga.

5.Samastamine
Koik uriinist vdhemalt >10? parmirakku/ml isoleeritud parmid samastatakse
ligi tasemel.

6.Ravimtundlikkuse maaramine
Koigi uriinist vdhemalt >10% parmirakku/ml isoleeritud péarmseentel
madratakse ravimtundlikkus kokkuleppel tellijaga disk-difusioon meetodil voi
kasutades ménda ravimi minimaalse inhibeeriva kontsentratsiooni meetodit.

7.Interpretatioon
Keskjoa uriinis loetakse >10* Candida rakku/ml margiks voimalikust
infektsioonist. Pdiepunktsioonil kogutud uriinis loetakse oluliseks 10%-103
Candida rakku/ml. Pusikateetri uriini analGs ei ole ndidustatud. Kateeteruriinis
voib esineda kuni 108 Candlida rakku/ml ilma patsiendi kliiniliste simptomiteta.
Ka poie- voi neerukivide esinemine voib tingida Candida rakkude arvukuse
ajutise tousu uriinis, sellistel patsientidel on ndidustatud kordusanalitis.

Veri

1.Proov
Steriilsetes tingimustes veeni punkteerides kogutakse 10 ml verd (lastel 5 ml),
mis slstitakse verekilvi pudelisse. Kasutatavast verekultuuri slsteemist
(Bactec, Septi-Check, Signal) soltuvalt tuleb jargida tootjapoolseid
instruktsioone. Vere sdilitamine ja transport toimub temperatuuril +37 °C.

2.Kalv
Kasvu ilmnemisel esmases verekultuuris tehakse materjali véljakilv. S66de:
antibiootikumiga SGA. Inkubeeritakse +28-30 °C vdhemalt 7 péeva,
soovitavalt kuni 14 pdeva.

3.Preparaat
Kasvu ilmnemisel esmases verekultuuris tehakse materjalist preparaat Gram'i
varvinguga.

4.Samastamine ja interpretatsioon
Kéik verest isoleeritud seened loetakse haigustekitajateks ja samastatakse liigi
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tasemel. Hallitusseente isoleerimine siisteemse seeninfektsiooni korral on
Uliharv!
5.Ravimtundlikkuse maaramine

Koigil verest isoleeritud parmseentel madaratakse ravimtundlikkus kokkuleppel
tellijaga ravimi minimaalse inhibeeriva kontsentratsiooni meetodil.
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Antikeha ja antigeeni uuringud invasiivsete

seeninfektsioonide diagnostikas

Peamised antigeensed markerid asuvad seente rakuseinas (mannan,
galaktomannan, B-1,3-D-gliikaan, kitiin). On ka mitmeid vbimalusi seene
ainevahetuse metaboliitide (enolaas, D-arabinitool) ja seentevastaste
antikehade madramiseks. Immunoloogiliste meetodite eeliseks on kiirus —
test kestab 2—4 tundi, korduvaks positiivseks testiks, mis annab aluse
diagnoosi pistituseks, kulub ideaaljuhul 66péev. Infektsiooni dgeda kulu korral
tuleb arvestada, et antikehade teke votab aega, samuti ei pruugi
immuunosupressiooniga patsientidel méaérataval tasemel antikehi tekkida.

Candida - antigeenid
Candida - mannaani madramiseks on olemas nii ELISA kui lateks
aglutinatsioonitestid (BIO-RAD Pasteur). ELISA formaadis testid on védga
tundlikud - tundlikkus 0,1 ng/ml.

Candida - antikehad
Candida mannaani vastaste antikehade maaramiseks on olemas ELISA test
(BIO-RAD Pasteur). Tootja soovitab Candida mannaani ja mannaani vastaseid
antikehi mddrata kombineeritult. Antikeha ei pruugi olla méaratav antigeeni
korge kontsentratsiooni tottu. Juhul, kui antigeeni kontsentratsioon
vereseerumis jddb allapoole testi tundlikkuspiiri, voib antikehi leiduda
médratavas hulgas.

Aspergillus - galaktomannan
Aspergillus-galaktomannani méaédramiseks on olemas nii lateks aglutinatsiooni
kui ELISA testid vereseerumist (BIO-RAD Pasteur). Galaktomannan ilmub
madrataval tasemel verre juba enne muude aspergilloosile viitavate
simptomite ilmnemist. ELISA testi tundlikkus on erinevates uuringutes 57-
100%, spetsiifilisus 66-100% .

Cryptococcus - antigeen
Cryptococcus - gliikuroonokstimannani (kapsli pollisahhariid) méadramiseks on
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olemas lateks aglutinatsioonitestid (Pastorex, BIO-RAD Pasteur; Calas Crypto
LA, Meridian Diagnostics) ja ELISA test (Premier, Meridian Diagnostics).
Latekstestide tundlikkus on 92% ja spetsiifilisus 100% . ELISA testi tundlikkus
on 100%, spetsiifilisus 98% .

Proovivott
Seroloogilisteks testideks voetakse 5—10 ml verd steriilsesse kindalt
suletavasse katsutisse, antigoagulante ei ole soovitav lisada. Analiilsitakse
vereseerumit (minimaalselt 1 ml). Vereseerumi transport toimub temperatuuril
+4 °C.







Lisa 1. TuSipreparaadi (ingl. india ink)
valmistamine

TuSipreparaat valmistatakse juhul, kui liikvori mikroskoopial (Gram'i vérving,
Calcofluor white vm) on leitud pdrmirakke. TuSipreparaat véimaldab nédha
kriiptokokoosi  tekitaja  Cryprococcus  neoformans iseloomulikku
poliisahhariidset kapslit.

1. Liikvor tsentrifuugitakse 1500 x g 10 minutit (3000 p&o6ret/minutis).
Supernatant eemaldatakse ja séilitatakse Cryptococcus-antigeeni uuringuks.

2. 1-2 tilka sadet tilgutatakse mikroskoobi alusklaasile.

3. Lisatakse vordses koguses (1-2 tilka) musta tussi ja segatakse.

4. Preparaat kaetakse katteklaasiga ja vaadatakse 20- voi 40-kordse objektiiviga
valgusmikroskoobi helevéljas nérga valgustugevusega. Cryptococcus-
infektsiooni korral on preparaadis tumedal taustal ndha suured, 5-20 um
labimddduga parmirakud, mida imbritseb iseloomulik heledam limakapsel.
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Lisa 2. Seerumtest (ingl. germ tube test) liigi
Candida albicans samastamiseks

Seerumtest teostatakse liigi Candida albicans samastamiseks. Testiks
kasutatakse hobuse, inimese voi vasika vereseerumit. Liigil Candida albicans
areneb keskmiselt 2,5 tunni jooksul iseloomulik laia alusega iduméik (idutoru,
ingl. germ tube), mis on hasti jalgitav tavalises valgusmikroskoobis 20-40-
kordse objektiivi kasutamisel.

Too kaik:
1. Katsutisse pipeteeritakse 500 ml vereseerumit. Vereseerumit voib séilitada
temperatuuril —20 °C.
2. Vahemalt 24 tunni vanusest parmikultuurist voetakse 1-3 parmikolooniat ja
suspendeeritakse seerumis. Rakkude kontsentratsioon suspensioonis peab
olema vahemikus 10*-10%/ml.
3. Suspensiooni segatakse hoolikalt Vortex-segajal.
4. Suspensioon asetatakse 1,5-3 (keskmiselt 2,5) tunniks termostaati
temperatuuriga +37 °C. Mitte hoida lle 3 tunnil
5. Pdrast inkubeerimist kantakse 1-2 tilka suspensiooni mikroskoobi
alusklaasile, kaetakse katteklaasiga ja vaadatakse valgusmikroskoobis vaikesel
suurendusel.
6. Samastamine: kui seerumi mikroskoopial on enamikul vaatevéljas olevatel
rakkudel naha laia alusega idumaik, siis on tegemist liigiga C. albicans.

Véimalikud vead
1. Seerumi inkubeerimisel temperatuuril +37 °C ile kolme tunni vaib iduméik
areneda ka monedel teistel Candida-liikidel.
2. 3-tunnise inkubeerimisaja juures voib idumbik areneda ka Candida tropicalis
tivedel, oluline on vaadata idumdigu kuju. Candida albicans tiivedel on
idumoik alati laia alusega. C. tropicalis tlivedel on see alati alusel ahenenud ja
sisse n66rdunud, meenutades pungrakku (vt joonis 5).
Seerumi kvaliteedikontroll: Candida albicans tlivega ATCC 90028 - positiivne,
areneb iseloomuliku kujuga iduméik.
Candida glabrata tlivega ATCC 90030 — negatiivne, idumdiku ei teki.
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Lisa 3. Parmseente morfoloogiatest

Morfoloogiatest teostatakse parmseente 16plikuks samastamiseks koos
suhkrute assimilatsioonitestiga voi vajadusel tdiendava testina. Test voimaldab
kirjeldada iseloomulikke morfoloogiaelemente (hlifid, pseudohiifid,
klamUdospoorid, artrokoniidid).

To66 kaik
1. Testiks kasutatakse 5 cm diameetriga Petri tasse, millesse on eelnevalt
valatud 6hukese kihina (ca 2 mm) maisiagar (Tween-80 lisandiga) voi kartuli
glitkoos agar.
2. Tardunud agarile kiilvatakse mone triibuna testitav, véhemalt 24 h vanune
parmikultuur ja kaetakse see leegis steriliseeritud mikroskoobi katteklaasiga.
3. Testtasse inkubeeritakse temperatuuril 25 °C 48 tundi. Tekkinud
mikroaerofiilsetes  tingimustes  areneb  pdrmseenele iseloomulik
pseudomiitseel voi mitseel.
4. Petri tassis olevat parmikultuuri vaadeldakse vdikestel suurendustel
valgusmikroskoobi heleviljas.

Positiivne kontroll
Candida albicans ATCC 90028 — iseloomulik morfoloogia, pseudohitiiifide tipus
arenevad paksukestalised klamiidospoorid.




Lisa 4. Pirmseente samastamine suhkrute
assimilatsioonitestiga

Suhkrute assimilatsioonitesti (kombinatsioonis morfoloogiatestiga) kasutatakse
koigi kliinilisest materjalist isoleeritud padrmseente samastamiseks, mida ei ole
voimalik samastada seerumtestiga ega selektiivsel so6tmel ChromMagar
Candida. Samuti koigi normaalselt steriilsetest materjalidest (veri, liikvor,
koettikid jms.) isoleeritud padrmseente samastamiseks.

1. Valmista testitavast parmseene tiivest 0,5 ml suspensiooni 0,9% NacCl-
lahuses tihedusega, mis vastab Mc'Farlandi skaalal vaartusele 2,0.

2. Sulata 10 ml ldmmastikkomponendiga s66det (Nitrogen yeast base). Jahuta
s66de temperatuurini +45 °C. Lisa jahutatud s66tmele 0,5 ml suspensiooni,
sega hoolikalt ning vala steriilsesse 9 mm Petri tassi. Lase s66tmel tarduda.

3. Valmista ette testitavate suhkrutega impregneeritud paberkettad. Testiks
valitakse 6-16 suhkrut. Pohiritta kuuluvad glilkoos, maltoos, sahharoos,
laktoos, trehhaloos, tsellobioos ja rafinoos. Aseta 5 mm paberkettad alusele
ning pipeteeri kettale 1-2 tilka killastatud testsuhkru lahust. Kuivata
paberkettad termostaadis temperatuuril +37 °C.

4. Aseta so6tmeplaadile killastatud suhkrulahuses immutatud 5 mm
paberkettad, nii et kasvu ketta imber saaks selgelt eristada.

5. Inkubeeri so6tmeplaate temperatuuril +27-30 °C vdhemalt 48 tundi.

6. Kasv testsuhkruga paberketta (mber on margiks selle suhkru
assimilatsioonist. Kui testitav parmittivi ei ole véimeline testsuhkrut kasutama,
kasvu ei ilmne.

7. Erinevate suhkrute assimilatsiooni hindamisel saadakse auksanogramm,
mida vorreldakse liigiomase auksanogrammiga késiraamatutes:

Barnett & Payne Yarrow 1990. Yeasts; Characteristics and identification.
Cambridge University Press.

Kreger-van Rij NJW 1984. The Yeasts: A taxonomic study. 3" edition, Elsevier,
Amsterdam.
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Lisa 5. Parmseente samastamine APl ID32C
(BioMerieux) testiga

Pakett API ID 32C on parmseente samastamiseks moeldud vdikesemodduline
assimilatsioonitest, mida saab kasutada koos spetsiaalselt kohandatud
andmebaasiga. Testpaneelil on 32 slivendit, mis sisaldavad kuivatatud suhkruid.
Testitavast tilivest spetsiaalses kasvulahuses (C-s66de) valmistatud
suspensiooniga inokuleeritud paneeli inkubeeritakse 24-48 tundi. Paneel
voimaldab 60 parmseene liigi samastamist.

Pakett API ID 32C (BioMerieux) sisaldab:
‘testpaneeli ID 32 C
-kaant testpaneelile
-katsutit C s66tmega (C medium)
‘tabeleid tulemuste hindamiseks

To6 kaik
1. 24-48 h vanusest identifitseeritava parmseene puhaskultuurist tehakse
suspensioon steriilses vees tihedusega, mis vastab Mc'Farlandi skaalal
vadrtusele 2,0, kasutades vordluseks standardit.
2. Avatakse paketti kuuluv C-s66tmega ampull, murdes dra ampulli korgiosa.
250 ml suspensiooni pipeteeritakse C-s66tmega katsutisse ja segatakse
hoolikalt.
3. Avatakse testpaneeli pakend ja markeeritakse testpaneel (analiilisi number,
kuupdev). Igasse testpaneeli slivendisse pipeteeritakse 135 ml
parmisuspensiooni C-s66tmes.
4. Testpaneel kaetakse kaanega ja inkubeeritakse nn niiske kambri tingimustes
temperatuuril +28-30 °C 24-48 tundi.
5. Parast 24 h ja 48 h inkubeerimist hinnatakse testpaneelil parmitlive kasvu
erinevate suhkrute olemasolul testpaneeli siivendites, asetades testpaneeli
tumedale taustale, mis holbustab hindamist. Kui siivendis on ndha kasv, st
stivendi sisaldis ei ole enam labipaistev, loetakse test positiivseks. Kui stivendis
kasv puudub, st siivendi sisu on jaddnud selgeks, loetakse test negatiivseks.
Tulemused kantakse paketti kuuluvale tulemuste hindamise lehele vastavalt




testitud suhkrute jarjekorrale.

6. Kui testpaneel on hinnatud, arvutatakse liigiomane numbriline kood, mis on
vajalik parmseene liigi méadramiseks kasutades arvutiprogrammi API
(BioMerieux). Suhkrud on tulemuste hindamise lehel riihmitatud kolme kaupa,
kolmiku esimeses positsioonis olev positiivne test annab 1, teises positsioonis
olev positiivne test 2 ja kolmandas positsioonis olev positiivne test 4 punkti.
Liites kokku koigi kolme positsiooni punktid saadakse numbriline kood.
Liigiomane numbriline kood sisestatakse arvutiprogrammi API ja hinnatakse
kriitiliselt arvuti pakutud tulemust (sobivus morfoloogiatestigal).
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Lisa 6. Parmseente nitraadi assimilatsioonitest

Nitraadi assimilatsioonitesti kasutatakse tdiendava testina (lisaks suhkrute
assimilatsioonitestile ja morfoloogiatestile) kliinilisest materjalist isoleeritud
parmseente samastamiseks. Test teostatakse sarnaselt suhkrute
assimilatsioonitestile, kuid s66tmena kasutatakse yeast carbon base'i, mis ei
sisalda lammastikkomponente. Testis kasutatakse kaht 5 mm I&bim6oduga
paberketast, millest ks on impregneeritud KNO, ja teine peptooniga
(positiivne kontroll). Kasv paberketta imber nditab nitraadi kasutamist ja test
loetakse positiivseks.




Lisa 7. Uurea hudroliiisi test

Moénedel seeneliikidel (Trichophyton mentagrophytes, Cryptococcus
neoformans, Trichosporon sp.) esineb uureat lagundav enslitim ureaas. Ureaasi
olemasolu kontrollitakse uurea-agaril ja testi kasutatakse nende seeneliikide
samastamiseks. Uurea-agarile lisatud fenoolpunane muutub kollasest punaseks
keskkonna aluseliseks muutumisel, kui ureaasi toimel uurea laguneb ja eraldub
ammoniaak: NH,CONH, + 2H,0=H2CO, + 2NH,

Punase vdrvi ilmumine nditab ureaalset aktiivsust!

1 liitri s66tme jaoks:
1,0 g mikoloogilist peptooni
5,0 g NaCl
1,8 gKH,PO,

5,0 g gllkoosi

20 g agarit

1000 ml destilleeritud vett
6 ml fenoolpunase lahust
100 ml uurea lahust

Fenoolpunase lahuse valmistamine:
0,2 g fenoolpunast
50 ml 99% etanooli
50 ml destilleeritud vett
Sega ained hoolikalt, lahuse pH=6,5

Uurea lahuse valmistamine:
20 g uureat (40%)
100 ml destilleeritud vett
Lahusta uurea hoolikalt destilleeritud vees.
Uurea lahus ja fenoolpunase lahus lisatakse sd6tmele parast autoklaavimist!
Lahusta teised s66tme komponendid 1 | destilleeritud vees. Lahuse pH = 6,2—
6,5 (temperatuuril +-25 °C). Autoklaavi s66det 15 minutit temperatuuril 4121
°C. Kui s66de on jahtunud umbes temperatuurini +50 °C, lisa uurea ja
fenoolpunase lahused. Vala s66de kaldasendis katseklaasidesse, 3 ml igasse




katseklaasi. S66de peab olema uhtlase tumekollase vérvusega. Valmis
s0otmega katseklaase peab séilitama pimedas. Valguse toimel uurea laguneb
ja s66de muutub 7-14 paevaga kolbmatuks.

So66tmed inokuleeritakse testitava seenega ja inkubeeritakse pimedas
temperatuuril +26 °C 7 pdeva. Testi hinnatakse 7. pdeval, kollase varvi
muutumine punaseks nditab ureaasi olemasolu.

Negatiivne kontroll: Trichophyton rubrum
Positiivne kontroll: Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton interdigitale
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Lisa 8. Juuste perforatsioonitest

Testi kasutatakse liigi Trichophyton rubrum eristamiseks liikidest T interdigitale
ja T. mentagrophytes.

Umbes 1 cm pikkusteks tlikkideks Idigatud inimese juuksed
steriliseeritakse. Steriliseeritud juuksed asetatakse Petri tassi voi katsutisse
destilleeritud vette, millele on lisatud 1-2 tilka 10% parmiekstrakti. Juustele
kiilvatakse testitav seenetiivi ja inkubeeritakse toatemperatuuril kuni 4 nadalat.
Kdlvi hinnatakse iga nddal mikroskoopiliselt. Test on positiivne, kui seen
perforeerib juukseid, st risti labi juuksekarva tekib koonusekujuline siivend.
Trichophyton rubrum — ei perforeeri juukseid
T mentagrophytes — perforeerib juukseid
T. interdigitale — perforeerib juukseid
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Lisa 9. Kasvukiiruse test riisiteradel liikide M.
canis ja M. audonii eristamiseks

Valmistuskaik:
poleeritud riisiterad —8 g
destileeritud vesi — 25 ml
Riis ja vesi pannakse Erlenmayer'i kolbi voi keeduklaasi ning autoklaavitakse 15
min +121 °C juures. Riis inokuleeritakse samastatava seeneliigi vaikeste
mutseelifragmentidega. Kasvu (koloonia labim66tu) hinnatakse 7 pédeva
moddudes; M. canis kasvab poleeritud riisil kiiresti, M. audoniivdga aeglaselt.
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Lisa 10. Mikroskopeerimislahused

10.1. Laktofenool - puuvillasinine
Koostis:
85% piimhape (ingl. lactic acid) — 20 ml
kontsentreeritud fenool — 20 ml
glutserool — 40 ml
destilleeritud vesi — 20 ml
puuvillasinine (ingl. cotton blue ehk anilin blue) — 0,05 mg
Fenool lahustatakse piimhappes, lisatakse glitserool ja vesi. Lopuks lisada
moned kristallid puuvillasinist.

10.2. Amman'i lahus
Koostis:
piimhape (ingl. lactic acid) — 10 ml
glutserool (85 %) — 20 ml
destilleeritud vesi — 10 ml

10.3. KOH + glutserool lahus
Koostis:
kristalliline KOH-5,0 g
glltserool (85%)—-25,0¢g
destilleeritud vesi— 20,0 g
KOH lahustatakse vees, seejarel lisatakse gllitserool.

10.4. Optilise markeri Calcofluor white'i kasutamine
proovimaterjali uuringul seente esinemise suhtes
Tootja (Becton Dickinson - Difco, USA) turustab reagenti Calcofluor white 0,5

ml ampullidena, mis sisaldavad 0,05% reagendi lahust.

Calcoufluor white'i keskkonnas véib uurida erinevat proovimaterjali seene
esinemise suhtes, nagu naha- ja kiilinte materjal, juuksed, abstsessimaterjal,
veri, bronhiloputusvedelik, biopsiamaterjalid, liikvor. Samuti proove, mis
sisaldavad véga vdhe materjali — nditeks silma sarvkestalt voetud proovid.

UV-valguses lainepikkuse vahemikus 300-400 nm Calcofluor white'i
keskkonnas olev seenematerjal fluorestseerub intensiivselt kollakasroheliselt.
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See on seotud Calcofluor white'i reagendis sisalduvate optiliste markeritega,
mis  seonduvad  mittespetsiifiliselt seene  rakuseinas leiduvate
pollsahhariididega (kitiin, tselluloos, b-gliikaan).

Calcofluor white'i ampulle voib sdilitada toatemperatuuril pimedas kuni 1
aasta, kuid juba avatud ampulle hoitakse kiilmikus temperatuuril +4 °C. Tootja
soovitab avatud ampulli kasutada sama paeva jooksul! Ampulli avamiseks tuleb
pintsettide vahel katki suruda plastikust tuubis sisalduv klaasampull.

Reagendi kvaliteedikontrol
teostatakse Candida albicans tiivega ATCC 140053 —positiivne voi E. coli
tiivega ATCC 25922 — negatiivne.

Preparaadi valmistamine
1. Uuritav materjal kantakse alusklaasile.
2. Uuritavale materjalile lisatakse 1-2 tilka 10% KOH-d. Biopsiamaterjale
hoitakse KOH-lahuses vdhemalt 5 min (kui materjal on labipaistmatu, siis
kauem — kuni 20 minutit) ja lisatakse 1-2 tilka Calcoufluor white'i lahust.
3. Preparaat kaetakse katteklaasiga ja varjatakse valguse eest. Enne vaatamist
lastakse seista u 15 minutit. Preparaati voib sdilitatakse jargmise pdevani
kalmikus niiskele filterpaberile asetatult temperatuuril +4 °C.
4.C alcofluor white'i keskkonnas preparaati vaadatakse 40-kordse objektiiviga
fluorestsentsmikroskoobis.

Véimalikud vead ja probleemid
1. Puuvillakiud voivad preparaadis anda seenehiifidele sarnase tugevusega
fluorestsentsi, kuid neil puudub hifidele iseloomulik morfoloogia (néiteks
vaheseinad).
2. Liikvori Cryptococcus neoformans versus Candida infektsiooni kahtluse
korral tuleb teha tusipreparaat — liigile Cryptococcus neoformans iseloomulik
limakapsel ei ole Calcofluour white'i keskkonnas néhtav!
3. Bakterid voivad fluorestseeruda, kuid alati vahem kui seened.
4. Voimaliku segava taustfluorestsentsi ilmnemisel véib preparaadile lisada
mone tilga 10% KOH-d ja lasta sellel enne preparaadi vaatamist kuni 5 min
mojuda.
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Lisa 11. Parmseente samastamine selektiivsel
sootmel CHROMagar Candida

CHROMagar Candida (Becton Dickinson, USA) voimaldab iseloomuliku varvi
abil Candida perekonda kuuluvate parmseente C. albicans, C. tropicalis ja C.
glabrata, C. krusei esmast samastamist. Selektiivne s6é6de CHROMagar
Candida ei sobi liikide 16plikuks samastamiseks, sest rida teisi liike véivad anda
sarnaseid vdrvusreaktsioone. Liigi 16plikuks samastamiseks teostatakse
assimilatsioonitest ja/voi morfoloogiatest. CHROMagar Candida hélbustab
segafloora puhul likide isoleerimist puhaskultuuri.

To66 kaik
1. Védhemalt 24 h vanusest parmikultuurist (SGA) tehakse kilv CHROMagar
Candida agarile. Kui kolooniate morfoloogia on erinev, tuleb kindlasti
isoleerida koik erinevat tiilipi kolooniad.
2. CHROMagar Candida plaati inkubeeritakse temperatuuril +37 °C 24 tundi.
Kui parmikolooniate vérv ei ole selgelt viljendunud, inkubeeritakse
s60tmeplaati jatkuvalt 48 tunnini.
3. Liigi esmane samastamine: Candida albicans — ererohelised korged
kolooniad; C. tropicalis — tumedad lillakassinised kuni sinakashallid madalad
kolooniad, koloonia servaalalt hajub varv s66tmesse; C. krusei— valkjad kuni
kahvaturoosad, méonikord eredama roosa, ebatasase servaga kolooniad, 48
tunni moéoddudes varv siiveneb, koloonia pind ebatasane, ebemeline; C.
glabrata — violetsed kuni purpurpunased kolooniad, konkreetse servaga, 48
tunni méddudes varv ei muutu, koloonia pind sile, laikiv.
4. Kdik normaalsed steriilsetest materjalidest (veri, punktaadid jms) parinevad
parmseened ja potentsiaalsed siivainfektsioonide tekitajad samastatakse
[6plikult assimilatsioonitesti ja morfoloogiatestiga. Muudel juhtudel véib
parmseene loplikult samastada kasutades sé6det CHROMagar Candida.

Véimalikud vead:
1. CHROMagar Candida ei voimalda liiki 100% kindlusega samastada. Rida
teisi Candida liike (C. kefyr, C. guillermondii, C. lusitaniae) vdivad anda C.
glabrata ja C. krusei tiivedele sarnase vérvusreaktsiooni.
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2. Kui identifitseerimise aluseks ei ole puhaskultuur, véib bakteriaalne
kontaminatsioon voi mitme Candida liigi koosesinemine takistada iseloomuliku
varvi ilmumist!

Positiivne kvaliteedikontroll :
Kontrolltiivi Iseloomulik varv
Candida albicans ATCC 90028  Ereroheline
Candida tropicalis ATCC 750 tumelilla, iseloomuliku ebaselge piirdega
Candida krusei ATCC 6258 roosa, ebatasase pinna ja servaalaga
Candida glabrata ATCC 90030  purpurpunane kuni lilla, «terava servaga»
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