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I. PREMESSA 

Le biotecnologie implicanti l'uso su scala industriale di processi di fer­
mentazione, al di là di queUe tradizionalmente usate per la produzione di 
alimenti, farmaci, antibiotici, ecc., stanno ricevendo oggi notevole impulso 
iu campi diversi ed appaiono promettenti sotto molti aspetti. Il loro uso 
pone tuttavia il problema della caratterizzazione dei ceppi di microorganismi 
usati, sia dal punto di vista della loro stabilità (importante soprattutto ai 
fini della produzione), sia dal punto di vista di possibili effetti patogeni per i 
lavoratori, le popolazioni circostanti o i consumatori del prodotto. 

Con un'impostazione Linneana, i ceppi vengono normalmente definiti 
per la loro appartenenza ad una data specie, denominata dal nome di un 
archetipo (type strain), L'opera del tassonomo è spesso richiesta per accer­
tare la correttezza dell'assegnazione della specie. La presenza nello stesso 
raggruppamento di ceppi noti o sospetti come patogeni per l'uomo, le piante 
o gli animali, può portare, caso per caso, alla prescrizione di cautele, o alla 
decisione dell'inopportunità di utilizzare su ~cala industriale il ceppo in 
fJUestione. 

Si vuole qui analizzare criticamente, alla luce delle conoscenze attuali, 
il significato ed i limiti dell'approccio tassonomico, che vale, ammesso (e non 
concesso), che la classificazione riproduca« fedelmente» gli effettivi rapporti 
evolutivi e genetici tra le diverse specie. Saranno quindi discussi i diversi 
metodi utilizzati per la classificazione, dedicando maggior attenzione al caso 
dei lieviti (cui è limitata la bibliografia) e prefiggendosi un'analisi che per­
metta di valutare se i diversi metodi portino coerentemente all'individuazione 
di raggruppamenti costituenti delle« unità naturali» della classificazione, 

E: noto che per organismi per i quali la riproduzione in natura è essen­
zialmente agamica, o per i quali una riproduzione sessuata è ottenihile in 
laboratorio, ma ha una rilevanza difficilmente accertabile in natura, 5fuma 
il concetto biologico di specie «naturale», basato suH'interfecondità; di 
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cnnst•gul'nzu i silitemi di clalisificaziont• non pn~sonn f•,<;sere basati du· su 
somi~lianzt· o differenzi• di carath•ri osscrvahili spNimentalmentt~, siano quPsti 
caratteri fenotipici [l] o caratteri if'gati alla composiziow· g~·nica [2-1]. 

Come sarà mt•glin chiarito nel seguito, entramhi i tipi di classificaziow· 
(quello fenotipico c quello genotipico) contengono notnoli elementi di arhi­
trarietà. sia w·lla scelta dPI!P propriPtà da analizzar1· clw dr-HP metodiche d<t 
seguire. f: pertanto legittimo aspettarsi eh(' eli~i condueano a raggruppamenti 
in linea di principio non sovrapponihili, e diverlii t~ntramhi da qudla smldi­
visione in gruppi che nni pur continuiamo a ritt'nert• immanente, non pura 
costruzione del nostro intelletto. La convinzioiH' d1•ll'esistcnza di tali unità 
naturali ci deriva in ultima anali>:i dalla noziont• che un hen dt'terminatu 
(anche H' a noi largamente ignoto) cammino t•volutivn ha portato ad una 
divergenza delle spt~cie. QuPstc possono essersi già sufficicntemcnlt~ allon­
tanate da colitituin· raggruppamenti identificabili," possono essere« giovani» 
ancora in via di diversificazione, nel qual caso si avrà uno spettro continuo di 
variabilità nei caratteri osservahili. 

Ciò premesso. e risNvandoci di ritornare più oltre su qu{"llo cht• puù 
essNf' considerato come un t~n.o approccio al prohh·ma della classificaziont•. 
ovvero la ricostruzioni.' dell'albero filogenetico, consideriamo più in dettaglin 
i due sistemi tassonomici citati. 

2. CLASSIFICAZIU::\"E PJW CARATTEHI F.EMJTIPICI 

Il prohlema principalt· rlt•lla tassnnomia « da~sica», ha~ata su carattt•ri 
ft:nntipici, è nella scelta dd numero e del peso da attrihuir1• alle di\'t>r!'l' 
proprietà osservahili. Il principio Adansoniano della cla~~Sificazione hasatu 
su di un gran nunwro di proprietà indipPndenti e di eguale importanza incontra 
difficoltà nelle applicazioni pratirht•, anche con lt- pii1 recenti tecnich1• di 
tassonomia numerica [5-7]. E ciò non tanto pN il problema, supt'rahile nf'ila 
pratica con diversi metodi, dci caratteri non esprimihili con un'alternativa 
semplice (ad es. tolleranza di alcool a diversa concentrazione) quanto pt•r il 
fatto che, nel tentativo di includere il maggior numPro di proprietà pnssihili. 
è facile includere proprietà non indipendenti oppure proprietà di peso molto 
diverso. 

La ta~sonomia dei lieviti, originariament1~ basata principalment{" su 
proprietà morfologiche dellt.> cellule vegetativc e delle spore c su pochi tests 
biochimici, si è successivamente allargata ad un numPro considt'revolf' di 
saggi di assimilazionf' e f{'rmentazione, di sensibilità a fattori di crescita o ad 
inihitori, ed infine alla presenza di antigeni [8]. Ma al di là del dibattito. 
tuttora vivace, sull'importanza relativa dP.i vari caratteri considerati, va 
tenuto present(' un discorso di carattere generale. 
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L'adattabilità dei microorganismi in genere a diverse condizioni am­
hic•ntali è l'ertamente determinata per via genetica; se pt'rÒ in alcuni casi 
l'adattamento riflt'tte una variazinne dell'informazione w·netica, o per mu­
taziont~, o per acquisizione di matt'riale genetico da altri organismi (trasdu­
zione, trasferimento di plasmidi, ecc.), in molti casi l'informazione genetica 
rimane cnstante, e la risposta alle variazioni ambientali è dovuta al com· 
plesso sistema di regolazione della sintt'si proteica. 

Di fatto è opera inutile definire le proprietà fenotipiche, come la produ-
1\Ìoue di particolari enzimi o la presenza di particolari antig•·ni senza definire 
al tempo stesso le eondizioni ambitmtali in cui tali poprietà si esprimono. 

t importante quindi, m• Ila caratterizzazione dei ct'ppi per uso industriale, 
tt•nc·r presente che le condizioni di laboratorio sono certamente divt'rse, se 
uou altro per fattori di scala. da quelle attuate in fase •li produzione. t 
,1uesto uno dei limiti principali alla significatività di prove tassonomiche 
basate sull'analisi dei caratteri fenotipici. (}ucsto fatto, insieme all'arbitra­
rietà esistentt', come si è detto. nella scelta e nel pt'so dei caratteri, ha sti· 
molato la ricerca di sistf'mi tassnnomici divNsi. 

:!. CLASSIFlCAZIONE PER CARATTERI LEGATI ALLA COMPOSIZIONE GENICA 

La critica fondamt>ntalc che viene mossa 1lai fautori di questo tipo tli 
dassificazione a 'Jilt'lia fenotipica è che quest'ultima. analizzando solo quei 
l'arattcri che sono ft'notipicanwntc l'spressi, prende in considf'razione, in 
dt•finitiva, una porzione assai ristretta dell'intero genoma, mt~ntre que~>to 

contiene una •tuantità di informazione non c•sprcssa, ma potenzialmente 
t•sprimibile, assai più elevata. 

Le proprietà legate alla composizione ll:enica che in passato suno state 
utilizzate a fini tassonomici sono essenzialmente la composizione media in 
hasi del DNA totale dell'organismo (espressa sulitamente come percentuale 
t! i guanina e citosina, o % G + C) c la capacità di ibridazione DNA- DNA 
tra l'aeido df•sossiribunucleico purificato da diversi ceppi. 

Per quanto riguarda la composizione rn••dia in basi, questo è certamente 
un parametro utile a tlifl'erenziare gruppi di ceppi che presPntano valori di 
"~ G -t C nettamente divt•rsi. La precisione con cui normalmente si deter· 
mina la composizione media in basi (per \'Ìa cromatografica, o mediante 
misure di temperatura di fusione del DNA, o di dcmsità eli galleggiamento 
in gradiente di cloruro di cesio) non permette tuttavia di ridurre l'errore spe­
rimentale su questo parametro al di sotto di -+:: 0,5 °.~ [9], così che è difficile 
t!irc, ad esempio, se vadano considerati diversi sotto cpu•sto aspetto due ceppi 
il cui DNA abhia composizione in hasi rispettivamente 30 °{1 G +C e 

:ll 0{,G+C. 
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La precisione raggiungibile sperimentalmente, dunque, ma soprattuttn 
il fatto che il parametro in questione deriva da un 'operazione di larga media, 
che ignora la specificità delle sequenze contenut(' nel Dl\A. fanno sì cht• i 
raggruppamenti ottenuti sulla base di questo parametro siano troppo amJ•i 
per una fine analisi tassonomica. 

Assai piì1 specifico appare i1 test di ihridazion(' DNA -DNA (3. 4. lO. llJ. 
Alla Lase di questi test è l'idea di raggruppare tra loro organismi il cui g('· 
noma contenga un numero elevato di sequenze omologhe, indipendentementt' 
dal fatto che. tali sequenze vengarw o meno espresse nel fenotipo. 

Il test di ibridazione, nelle sue linee essenziali, prevede la purificazion•· 
d ... I DNA di un organismo scelto come riferimento (type strain) e del DNA, 
marcato radioattivamentc, dell'organismo in esame. Previa frammentazione 
e denaturazionc dei DNA purificati, si fa avvenire l'ibridazione mediante 
incubazione a temperatura opportuna dei frammenti a singola elica ottenuti, 
in eccesso di DNA di riferimento« freddo». La frazione riassociata viene 
trattenuta su opportuni filtri o separata con metodi cromatografici. Poiché 
solo uno dci due DNA è marcato si misura facilmente la quantità di molccok 
riassociate «ibride». Il confronto con la quantità di riassociato ottenuto 
incuLandn in analogh1~ condizioni spt~rimentali il DNA omologo permett1• di 
valutare in percentuale il grado di omologia tra il DNA incognito e que1lo 
di riferimento. 

Questo tipo di test chiaramente non distingue tra frazione ripctitiva l' 

frazione unica del DNA, e poiché la frazione ripetitiva rinatura più pronta­
mente, seleziona per quc~<to tipo di informazione. È pensaLile- di modifican 
i1 t1•st in modo da analizzare specificamente la frazione unica, ma ciò ren· 
derebbe il metodo assai più laborioso, e più difficilmente applicabile pl'T la 
vasta opera necessaria ai fini tassonomici. Resta comunque il fatto che il 
lavoro tassnnomico fin qui svolto riguarda il DNA totale. Ora, considerandu 
in generale gli eucarioti, da un 15 % ad un 60 o/o. a seconda dell'organismu 
considerato, può essere costituito da DNA ripetitivo. Nel caso particolare 
dd lieviti, che non presentano più di un lO % di informazione ripetuta, il 
problema è meno importantl' c, se si pone cura a che almenn 1'80--90 % d,•j 
frammenti omologhi rinaturi nelle condizioni scelte, la prova può esst•n· 
ritenuta significativa. A questo scopo attenzione va posta al sistema utiliz· 
zato per la separazione deUa frazione riassociata [I2J. 

Ma, generalmente parlando, si pone a questo punto tutta una seri•~ di 
interrogativi sul significato del test di ibridazione: saranno considerati appar· 
tenenti a specie diverse due organismi perché la stPssa informazione genetica 
è presente nell'uno in un elevatissimo numero di copie, nell'altro in nume-ro 
ridotto? E viceversa, qual'è la probabilità che vengano considerati nello 

stesso gruppo ceppi simili per il ripetitivn e diversi per la frazione unic.a? 
Riguardo all'informazione contenuta nei plasmidi, essa può rappresentare 
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una frazione percentualmente non significativa (nei limiti sperimentali dei 
test di ibridazione) eppure la sua presenza può alterare in modo essenziale 
le proprietà dell'organismo, conferendogli caratteri come le resistenze a 
diversi antibiotici. 

N o n vogliamo toccare in questa sede la problematica sollevata dalla 
ingegneria genetica, che rischia negli ultimi tempi di sconvolgere la paziente 
opera del tassonomo, raccorciando distanze filogenetiche e portando alla pre­
senza, nello stesso organismo, di caratteri provenienti da specie diverse. 
L'eventuale uso industriale di cloni costruiti mediante manipolazioni gene­
tiche pone problemi diversi, che non verranno qui discussi. Tuttavia proprio 
le nuove acquisizioni scientifiche ottenute tramite l'ingegneria genetica ci 
forniscono oggi una visione ben diversa da quella valida fino a pochi anni 
ursono, nella quale il DNA era considereto come un« magazzino» o« memo­
ria» statica di tutte le funzioni potenzialmente svolte dall'organismo. La 
struttura discontinua del gene, la presenza di sequenze spaziatrici la cui 
funzione è ancora tutta da chiarire [13-16] gettano altre ombre di incertezza 
sul significato dei tests di ibridazione ai fini di una classificazione. È proba­
bilmente il modello organizzativo delle sequenze ripetute che si è modificato 
nel corso dell'evoluzione [17, 18] e che riftette oggi la differenza tra specie. 
È prevedibile che tra non molti anni si arrivi a decifrare il significato delle 
st•quenze spaziatrici, ed a descrivere, se non a comprendere, l'organizzazione 
delle sequenze nel genoma di un dato organismo. 

4. LA RICOSTRUZIONE DEGLI ALBERI FILOGE:'iETICI 

Ci troviamo così ricondotti al problema, precedentemente accennato, 
ddla ricostruzione dei cammini evolutivi che hanno portato al differenziarsi 
cldle specie, come unica base per giungere ad una classificazione« naturale», 
mentre le difficoltà discusse nei precedenti paragrafi esemplificano l'afferma­
zione che i sistemi attuali di classificazione rimangono sì dei sistemi validi 
per giungere a raggruppamenti utili a fini pratici, ma che, in quanto in larga 
misura arbitrari, essi forniscono risultati non necessariamente sovrapponibili. 
Se« a posteriori» un esteso lavoro tassonomico portato avanti secondo cia­
:;cuno dei due criteri fondamentali sopra discussi, portasse all'identificazione 
degli stessi raggruppamenti, si raggiungerebbe un buon livello di confidenza 
nell'affermare che questi raggruppamenti riproducono fedelmente i rappori 
evolutivi tra le specie. 

Mentre siamo ancora ben lontani, anche nel ristretto ambito dei lieviti, 
clal disporre di dati sufficienti (specialmente per ciò che riguarda i tests di 
ibridazione) per tentare tale confronto, il dato che dimostra che non più del 
IO % tlella porzione unica del genoma codifica per proteine strutturali [17] 
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non è certo confortante nell'aspettativa di una coincidenza dei risultati forniti 
dai due metodi. 

La via che si prefigge direttamente la ricostruzione dei cammini evolutivi 
appare sotto diversi aspetti più promettente. Le distanze evolutive possono 
essere calcolate sulla base del minimo numero di sostituzioni necessarie (a 
livello della sequenza polinucleotidica codificante per una data proteina) a 
modificare la sequenza di aminoacidi nel modo osservato [19-21]. Questo 
procedimento viene applicato a proteine la cui funzione sia essenziale alla 
vita degli organismi considerati, e quindi siano presenti anche in specie molto 
distanti tra loro. Le proteine scelte a questo scopo (emoglobine IX e f3c, ci· 
tocromo C, fibrinopeptidi IX e ~) hanno la caratteristica di conservare lo 
stesso tipo di residui in posizioni fisse, evidentemente corrispondenti ai siti 
responsabili della funzione svolta dalla proteina, mentre presentano in altre 
zone una grande variabilità nella composizione in aminoacidi. Evidentemente 
mutazioni che conducono ad alterazioni nelle posizioni legate alla funzionalità 
della proteina sono controselezionate, mentre mutazioni nelle zone della 
catena polipeptidica inessenziali ai fini della funzionalità non sono sottoposte 
a processi selettivi. 

:E: stato dimostrato da Britten e Davidson [17] che, almeno per alcune 
specie superiori, la velocità di variazione dei residui aminoacidici in queste 
ultime zone è compatibile con quella dei codoni nella porzione unica del 
genoma. Ciò conforta nel considerare che le distanze evolutive valutate in 
base al confronto di opportune sequenze peptidichc 5Ìano significative dal 
punto di vista dell'evoluzione dell'intero genoma, almeno per la sua parte 
non ri1•etitiva. 

Si tratta naturalmente di un metodo indaginoso, che mal si presta a ra· 
pide analisi per l'attribuzione di un ceppo ad una specie piuttosto che ad 
un'altra. I raggruppamenti cui esso conduce sono troppo larghi per un'analisi 
abbastanza dettagliata, ad esempio all'interno del genere Candida. Tuttavia 
è questa l'unica via che, estesa all'analisi di altre sequenze a rapida variazione 
di composizione in aminoacidi, può condurre ad una classificazione in gruppi 
significativi dal punto di vista filogenetico. Solo quando siano noti tali raggrn1•· 
pamenti sarà possibile scegliere tra i tanti tests fenotipici disponibili quelJi 
che siano di rapida esecuzione e che diano risposte correlate alle specie 
«naturali». 
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Significato e limiti delle prove di patogenicità delle Candide 

LoREN'ZO TUTTOBELLO (a) ed ENNIO PALLIOL.<\. (b) 

(a) Seroi~io Biologico 

(b) Laboratorio di Veterinaria 

Le Candide sono dei lieviti asporigeni, ubiquitari, che hanno la capacità 
di produrre pseudomicelio e, più raramente, vero micelio. Per questo genere 
il nome di Monilia, talvolta insieme ad Oidium, ba dominato la seconda 
metà dell'800 e la prima metà del 900; il nome di Candida è stato proposto 
da Berkhout solo nel 1923 [l] e definitivamente accettato nel IX Congresso 
Internazionale di Botanica a Montreal nel 1959. Per cui può accadere di 
trovare in testi, anche abbastanza recenti, o comunque di AA. famosi [2], 
il termine« moniliasi » per indicare le affezioni da Candida, mentre è corretto 
il termine« candidiasi» (e non quello di candidosi) proposto da Winner e 
Hurley nel 1964 [3] e accettato nel Yeast Symposium di Delft nel 1969 (4]. 

L'ubiquitarietà del genere Candida è stata osservata per tutte le specie, 
ad eccezione della C. albicans, che sembra prediligere come habitat naturale 
l'uomo e gli animali, anche se saltuariamente è stata isolata dal suolo [5], 
frutti esotici [6], lieviti di pane [7], fiori, foglie, bevande, aceto di vino [8], 
aria, formaggi freschi, burro, panna e liquidi zuccherini [9]. 

Gran parte delle co_noscenze sistematiche, cliniche, farmacologiche e 
patogenetiche delle Candide fino a tutti gli anni '50 riguardavano quasi 
esclusivamente la C. albicans, soprattutto per l'incompletezza delle tecniche 
diagnostiche differenziali allora in uso. Negli ultimi 25 anni si è, invece, assi­
stito ad un incremento notevole delle candidiasi, con la contemporanea 
diminuzione di incidenza eziologica da C. albicans e la identificazione di altre 
specie di Candide la cui patogenicità fino al 1960 era dubbia. 

La maggior parte delle candidiasi si manifesta in forme superficiali e 
circoscritte ad andamento clinico subacuto o cronico; meno frequentemente 
si osservano forme clinicheg eneralizzate, profonde, sistemiche, acute o 
mortali. Le Candide vengono isolate eon maggiore frequenza, dalle superfici 
cutanee, dalle rime labiali, dalle regioni di maggior sudorazione e di sfrega­
mento cutaneo, quali ascelle, inguine, pieghe inferiori delle mammelle, spazi 
interdigitali delle mani e soprattutto dei piedi, onichie e paronichie. Altre 
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fonti di isolanH"nto sonn le f(.ci. le uriw· e più raranwntt• il sangui', il liquid" 
cefalorachidiano, il liquido amnioticu, h· ulcere da yurit·i. lt· ulc(·fl' gastridw 
e duodenali. lt~ appendici a~purtate. Vengono i~olall' con frequf'nza variabih· 
in afli:zioni localizzatf' m·i più di\'Crsi organi. 

La natura delle spt•cie isolabili, h· pt•rcentuali di incidenza nellt· ,•arit· 
aff"t>zioni. r i òati t•pidf'miologici t· dinici sono stati ampiaml'ntt· riportati tla 
Hurll'y [lO]. Aecantn alla C. albicans, pn•sentt· nt•lla maggior partt· delh· 
aR't:zioni quasi sempre in perccntua!t· magginn· rÌI-JJWtln allt• altri' »pl'eit·. 
ricorrono spt•ssn la C. tropiralis, la C. krusei, la C. flUilliermrmdii, la C. pu· 
rapsilosis, la C. ,çfellatoidea, la C. pseudotropicalis r talvolta la C. 1•i.~wanathii. 
la C. zeylanoide.~. la C. humicola. la C. inliTmedia. la C. .~loofii. la C. boviml, 
la C. prlliculo.~a (questt• trf' ultime in animali). 

Nonostante la gran molt· di osservazioni disponibili una Sf'rie di interro­
gativi permangono sul ruolo svolto dalle Canditlr nei fenonwni morbosi. È 
comunque noto ('ht• i rapporti tra Candid1• e l'organismo ospite possmw t'.SSI'rt' 
di tre tipi: 

a) puro saprofitisrno sotto forma di presenza m·l canali' digt•n•ntt• t' 
m·ll" mucose, ovc le Candidi' si nutnmo di sostanzt· organiclw in decompo;.i­
zione, di succhi organici, t'cc.; questo commensalismo è confermato da assenza 
di danni e di reazioni immunitarit•: 

h) parassitismo .çenza manifl'stazi.oni patolo{[ichl' clinicamrntl' rik­
vabili: di questo stato morboso inapparcntt• per segui cliuiei. si ha ìndicazimw 
attrav!"rso successive manifestazioni di rt•azioni immunitarie: 

c) para.~sitismo con manijl'stazioni l'atofo{[irhr' t' chiari segni clinici, 
grnPralmentc con spedlieht• rf'azioni immunitari1·: ~·ih a,·yjpnf' raramt•ntt· ,. 
m qw~sto caso si parla di candidia;;i. 

Da quanto detto risulta chiaro che il problema principali· 1:ht• si presenta 
m micologia mt•dica quando un lieYito vit•m• isolato da un repertu umanu o 
animalt• è di stabilitt•, ancht· con l'ausilio di dati anamnestici, clinici cd cpi· 
dt•miologici, in quale di qu!"ste tre condizioni si trova la Candida e. nt•l c.a~o 
di accertata candidiasi, M' questa è una infezione primaria o secondaria. In 
altre parole si dt•yc sapere st• la Candida insorg1· primitivann~ntl' in soggt•tti 
apparentt•mcntc sani, essendo }JTOv,·ista di patogenicità pwpria. opptut•. 
come avvienf' nella grande maggioranza dei casi, se è un microrganismu 
«opportunista» in quanto approfitta di tutte le condizioni di diminuziont• o 
di assenza dei poteri di difesa dell'organismo per provocarf' la candidiasi, 
che sotto qul"sto aspetto è da considl"rart• malattia condizionata da fattori 
organici e secondariamente da fattori ambientali. 

Questi« fattori di opportunismo)) possono essrrt• individuati in: 

l) deficienze congenite o acquisite del si~tema rcticolo~mlotelialt·; 
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2) tumori del sistema reticolo-endoteliale (emolinfopatie maligne, 

Jeucosi, leucemie, morbo di Hodkins, t~cc.); 

3) chemioterapie antitumorali; 

't) sostanze immunosoppressive; 

5) mobilitazione e sovraccarico di fagociti per inalazioni prolungate 
di particelle di carbone o di amianto; 

6) allergie; 

7) diabete; 

8) obesità; 

9) t"sposizione prolungata a radiazioni come risultati di terapie, inci­

denti, ecc.; 

lO) tt"rapie più o m~no prolungate a base di corticosteroidi e di anti-
biotici, specialmente tetracicline e aminoglucosidi; 

11) pillole contraccettive; 

12) varie cause iatrogene; 

13) stress da trauma, incidenti, forme morbose o particolari farmaci 
ehe inibiscono le normali resistenze dell'ospite o il sistema reticolo-endoteliale; 

14) tossine batteriche, specialmente esotossine da Pseudomonas; 

15) terapie parenterali, c in particolare iperalimcntazione per v1a 
t·ndovcnosa; 

16) cateterismi cardiaco, Vllnoso, vescicale; 

17) emodialisi; 

18) nuove tecniche chirurgiche (trapianti, protc~i valvolari, in-

ncsti, ecc.); 

19) ustroni.-

Riprendendo il discorso preeedentcmentc avviato si deve dimostrare 
1·hc la Candida repertata non è un germe saprobo, bensì un microrganismo 
opportunista dotato, in particolari condizioni, di una certa patogenicità. 
Partendo dal ceppo isolato si deve perciò rispondere al 3° postulato di Koch, 
t·he richiede la riproduzione sperimentale della malattia in animali di la­
boratorio . 

. \ tal proposito val la pena di ricordare che in passato per la riprova 
.Iella patogenicità delle Candide si è ricorsi spesso a infezioni sperimentali 
umane, principalmente con C. albicans. Hausmann [Il] con un tampone 
boccale di un lattante, malato di mughetto infettò per via vaginale una donna 
ineinta provocandole una vaginite. Marwin [12] scarificò in più zone della pelle 
~00 soggetti ottenendo alcuni risultati positivi. Karcher [13] produsse reazioni 
w~scicolo-pustolose in pelle umana con lieviti vivi. Ht"sseltine e Coli. [14] 
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produssero mughetto in bambini appena nati. Maibach e Kligman [15] 
ottennero, con semplice deposizione dì C. albican.~ sotto cerotto occlusivn, 
placche eritematose ricoperte da papulc, trasformatcsi in pustole chf' furono 
interpretate come« archetypal lesions» di candidiasi cutanee. Riscontraronu 
inoltre con questo metodo una din~rsa risposta all'infezione della pel!t• a 
seconda del!(' regioni del corpo trattat1•. 

Molti altri AA. hanno prodotto paronichif' sperimentali [16]. Ma per 
fortuna le risposte positive che moltissimi AA. hanno avuto infettando 
sperimentalmente vari animali('''), hanno fatto abbandonare queste peri­
colose quanto immorali procedure. 

Il Redaelli [I7J con una serie di lavori iniziati nel 1924, ha portato un 
contributo fondamenta!•~ nella ricerca di un modello di patogenicità spcri­
mcntalf~ per le Candide attraverso esperienze condotte su diverse specie di 
animali di laboratorio utilizzando diverst~ vie di inoculazionr>: endovenosa, 
endoarteriosa, sottocutanca, endoperitoneale, endocornealc, intrapleurica. 

Altri AA. hanno contribuito, con alterna fortuna, alla ricerca di modelli 
sperimentali di patogenicità rilevabili in animali di laboratorio. Spesso sono 
stati usati dosaggi non definiti, spesso inoculi troppo alti, per cui si è mani­
festata una malattia acuta a decorso letale [18-19]; altre volte si è provocata 
la malattia in forma acuta abbassando le difese organiche dell'animalt' ospite 
con una serie di farmaci (prevalentemente antibiotici e cortisonici (20]) e 
con radiazioni [21] o mucina [22]. 

Infezioni protratte nf'l tempo, JWr studiare la patogcnesi o l'effetto di 
farmaci antimicotici, furono ottenute in topi iniettando C. albicans per via 
endoperitonealc [23] o per via endovenosa [24]. Hasenclf'ver [25] studiò la 
virult•nza di C. albican$ iniettandola e.v. in topini c conigli e dimostrò la 
uguale, e talvolta migliore suscettibilità all'infezionf' del topino rispetto al 

coniglio. 
Un buon modello di studio delia patogenicità di C albicans in topini 

è quello di Mourad e Friedman [26]: inoculo standardizzato con colture agi· 
tatf' in condizioni definite, cellulf' contak in emocitometro, somministrazioni 
scalari (da 108 a 104 Ct'l!ult') p1•r via endovenosa, endoperitoneale, periorah~, 
sottocutanea, intramuscolare, intranasale, intracerehrale. La via più effi­
cace di inoculazione è risultata essere quella endovenosa, seguita dall'intra· 
cerebrale e, con una diminuzione di efficacia di 10-100 volte, dall'endopf'ri· 
toncale. Le altre vie sonv risultate praticamente inefficaci. 

Fino a 20 anni fa parlare di candidiasi significava chiamare in causa la 
C. albicans, Del resto tutti i riferimenti finora riportati si riferiscono a tal•· 
specie, se si eccettua il lavoro di Mankowski [24J chf' osservò la patogenicità 
nel topino di C. tropicalis e C. stellatoidea. t solo negli anni '60 chf' l'attenzion•· 

(•) Si veda il cap. 19" Expcrimental candidosis dell'op. ci!. [3]. 
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dci ricercatori si sposta anche verso altri lieviti. Può aver contribuito, in 
maniera decisiva, il lavoro di Mackenzie [27]: contro i vecchi dati epidemio­
logici, la C. albicans rappresenta solo il 56% dei lieviti isolati dai più sva­
riati reperti umani, la C. tropicalis il 5%; inoltre compaiono in percentuali 
significative due« nuovi» lieviti: Torulopsis glabrata (12,4%) e Rhodotorula 
mucilaginosa (6,1 %). Hasenclever e Mitchell [28] studiano la patogenicità 
di C. albicans e di vari ceppi di C. tropicalis partendo da inoculi e. v. rispetti­
vamente di 107 e 108 cellule; viene confermato che la C. tropicalis è poco 
patogena verso il coniglio, ma alcuni stipiti hanno la stessa virulenza della 
C. albicans verso il topino. Per la prima volta si determina istologicamente 
per le due specie la moltiplicazione nel rene, cervello, polmoni, milza e viene 
contemporaneamente seguito istochimicamentc per rene e cervello il processo 
patogenetico colorando le n·azioni col metodo di Bauer modificato da Lillie 

[29]. 
Hurley e Winner [30], dopo attenta revisiom~ bibliografica affermano 

che pur risultando negative le prove biologiche del coniglio di Redaelli [17], 
non si deve guardare più a C. lropicalis, C. krusei, C. p.~eudotropicalis, C. pa­
rakrusei (sin. C. parapsilosis), C. guilliermondii, come a saprofiti, ma come 
a potenziali agenti patogeni. Inoculando topini per via intradermica, endo­
peritoneale, endopolmonare, endovenosa con C. tropicalis cresciuta in agar, 
dimostrano inequivocabilmente, specialmente attraverso l'inoculazione e.v .• 
la sua considerevole patogenicità evidenziata in sezioni istologiche di rene e 
cervello colorate con ematossilina e P .A.S. Contemporanf'amente Hasen­
clever e Mitchell (31} compiono uno studio sulla patogenesi della Torulopsis 
glabrata, un lievito anascosporigeno che viene isolato sempre più frequente­
mente, specialmente in affezioni dell'apparato genito-urinario femminile e 
in pazienti sottoposti a terapie con antibiotici o con corticosteroidi, In topini 
normalmente non produce infezioni progressive, anche se permane in alcuni 
organi per più settimane, solo in forma Y. 

Inoculando 108 cellule in topini pretrattati con cortisone, gli stessi AA. 
in 3 settimane hanno ottenuto il 50% di mortalità con evidenti lf'sioni a 
focolai submicroscopici nel rene. 

Correggendo le conclusioni finali di Mourad (26], Sandula e Coll. [32} 
trovano che tutti i 95 ceppi di C. albicans saggiati sono patogeni per il topino. 
Hurley [33] conferma sperimentalmente la patogenicità della C. stellatoit:ka; 
Andriole e Hasenclever [34] ottengono il 40% di mortalità in topini inoculati 
f"ndovena con C. parapsilosis (sin. C. parakruwi e C. brumptii); ••spcrienze 
controverse ~uHa dimostrazione tli patogenicità sperimentale di C. krusei, 
che più volte ha mostrato di avt•re rilevanza clinica. sono ricordate nella mono· 
grafia della Hurley [lO]. Gnldstein c Coli, [35] ossen:ano formazinni asces­
suali in topini infettati con C. guilliPrmondii prt~trattati con cortisone: Sandhu 
c Coli. [36] dimostrano la patogenicità per topini e cunigli ,ti C. visu-anathii; 
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Hurll'y (37] afferma cht· C. pseudotropicali.ç produce una candidiasi mortai•· 
se iniettata endovena in topini. 

In conclusione si è oggi abhastanza d'accordo nel consideran·- patoge1w. 
compatibilmt•ntt> con le condizioni dell'ospite Jliù volte discusse, C. a/bican.~. 
C. tropicalis, C. stellatoidea, C. viswanathii, C parapsilosis, C. guilliermondii, 
C. krusf'.i, C. pse.udotropicalì.\. Si è anchr visto che la patogenicità non ~ 

semprt• facilmenk dimostrabili!, che ~~~ idee ed i risultati degli studiosi rara­
mente concordano, che per poterla evidenziare si dt've ricorrere ad una seril' 
di accorgimenti, non da tutti condivisi: altissimi inoculi; trattamenti dell'ani­
male in esperimento con antibiotici, cortisonici, allossana, immunosopprf'S­
sori, radiazioni, t'Cc. 

Attualmentt• vengono isolate saltuariamente in affezioni umane o ani­
mali altn~ specit· di Candide in precedenza poco considerate. Rect~ntementt· 
ad esempio abbiamo evidenziato la netta patogenicità per il topi no di C. clau.'­
senii (dati non pubblicati), mentre al XII Congresso Internazionale di Mi­
crobiologia di Monaco di Baviera (3-8 settembre 1978) Hurley ha comunicato 
di aver ottenuto per la prima volta, dopo numerosi passaggi su animali, una 
evidente patogenicità con C. blankii. 

Circa 4 anni fa cominciammo ad interessarci dd problema della pato­
genicità delle Candide, non solo per verificare l'eventuale ruolo patogeno di 
Candide provenienti da reperti clinici, ma anche per valutare, per quantn 
possibile in anticipo, il grado di affidabilità di Candide da produn;i per l'ali­
mentazione animale in forma di farint' essiccate. È vero chf' tali farine ad 
alto contenuto proteico, ottenutt> da Candide sviluppat1• su n-alcani, subi­
scono un processo di sterilizzazione veloce nell'I:'-Bsiccamcn1 o spray-dray. 
ma è anche vero chl' la possibilità di sopravvivenza dci microrganismi dipend1· 
dal numero dell!~ cellule, dalla temperatura e dal tempo di trattamento a 
cui sono sottopostl', Riportando graficamentl:' in ordinata il numertJ ddk 
cellule ed in ascissa i tempi, per una di'terminata tem1wratura si ottiene una 
curva di sopra,•vivenza che è comunqu1• asintotica, per cui qualche grumu 
di cellull:' vive, in processi che prl'vcdono la produzione di 300-400 tonnt•Uate 
al giorno di lieviti secchi, è ragionl'vole prevederln, Quindi cellule ,·iv•· an­
dranno a contatto degli operatori f' potranno riprodursi nl'gli animali chf' k 
ingeriscono, nelle stalle, nel terreno ~~. secondo il ciclo dei lieviti in natura. 
nei fiori e nei frutti. Prescindendo dalll' motivazioni ecologiche, pur impor­
tanti, ci sembra che lieviti di così prevedibile diffusione capillari' dt'bLanu 
dare le massime garanzie nei confronti della salute umana e animai•·, mentre 

la diffusione dovrebbt• essere la più scarsa possibil•·· 
Abbiamo dunque affrontato questo studio per definire la possibili:' pato­

genicità di ceppi di Candida nuovi o poco conosciuti sotto tale profilo, cou­
sapevoli delle notl'voli difficoltà di un approccio mf'todologico, che era esatta­
mente l'opposto di quello svilup]Jato dai micologi medici. 
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Dopo prove preliminari su conigli, cavie [38], topini, gerbilli, polli, 
inoculati per via endovenosa ed endoperitoneale, con C. albicans, C. tropicalis 
ed altre specie di Candida [39], si è optato per la via di inoculazione cndo­
"·enosa, in quanto offre segni di patogenicità più marcati, e per il topino come 
animale routinario da esperimento poiché oltre alla sua nota recettività 
alle Candide opportunistiche, offre tutta una serie di vantaggi operativi. 

Un'altra scelta è stata fatta contemporaneamente alle prime due: quella 
relativa al tipo di cellule da inoculare. ~ noto che la Candida è un genere 
dimorfico, che può presentarsi sotto forma di cellule abbastanza regolari, 
più o meno ovoidali, in gemmazione (questa è chiamata forma Y da yeast = 
lievito); oppure in forme variamente ramificate, di tipo pseudoifale, o addi­
rittura, e più raramente, con un aspetto tipico a micelio (questa è chiamata 
forma M da mycelium = micelio). Abbiamo optato per l'inoculo in forma Y 
non solo per l'uniformità di sviluppo, per la facilità di conta e quindi di repli­
cabilità sperimentale, ma anche perché è prevalente la bibliografia che indi­
yidua la forma Y come iniziatrice del processo patologico ['~0]. Alcune forme 
~li lievito« resistenti» all'attacco delle cellule del sistema reticolo-endoteliale, 
germinano e penetrano con le pseudoife nei tubuli renali, o li attraversano, 
o «perforano» la membrana dei polimorfonucleati che le hanno fagocitate [41]. 

Per ottenere la forma Y si parte da colture in agar malto di 48 h a 28 °C, 
che vengono trasferite in beute di brodo nutritivo glucosato, moderatamente 
agitate in shaker a 200 girijmin in cella termostatica a 28 °C per 20 h. Anche 
se gli animali da esperimento hanno una temperatura corporea tra i 37 °C 
,.d i 38 °C, si è preferito preparare le colture da inoculare a 28 oc poiché, con 
la tecnica descritta, si hanno colture in forma Y molto uniformi ed abbon­
danti, in avanzata fase logaritmica; infatti la temperatura di 37 °C, usata 
da alcuni AA., è talvolta la temperatura massima, o molto vicina alla mas­
..,ima, di sviluppo di un lievito da esaminare. Con questo sistema abbiamo 
approntato colture di C. albicans, C. tropicalis, C. stellatoidea, C. guillier~ 

mondii, C. krusei, C. vìswanathii, C. claussenii, C. parapsilosi.~, C. pseudo­
tropicalis, C. utilìs, C. lipolytica, C. zeylanoides, C. macedoniensis, C. cloacae, 
C. .~ubtropicalis, C. novellus, C. st.Jre, C. vanriji, C. maltosa, C. humicola, C. me­
libiosi, C. intermedia, e inoltre di altri lieviti isolati da reperti clinici come 
Rhodotorula rubra e Torulopsis glabrata. Tutte le colture sviluppano benissimo 
in forma Y; C. cloacae talvolta forma gemme piuttosto tubulari; C. humicola, 
forma agglomerati pseudomicdiali, per cui rimane difficile l'inoculazione en­
dovena. La conta in camera rli Thoma-Zeiss della diluizione delle colture è 
..,tata più volte confrontata con la conta microbiologica mediante diluizioni 
seriali e piastramenti in agar malto (generalmente in triplicato). Con la conta 
microscopica si commette un errore che non è mai superiore al 5 %; general­
mente è tra il 2 c il 3%, con eccedenza del numero di cellule contate al mi­
croscopio rispetto al numero delle col<lllie contate m piastra. 
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Negli studi di patogenicità sperimentale abbiamo sempre seguito il 
criterio di abbinare alle nuove specie di Candida da esaminare, specie di lif'viti 
patogene e non patogene (o finora ritenute tali), in modo da avere contempo­
raneamente due termini di paragone. 

In più sedi [42, 43], si è molto dibattuto su questo criterio perché. a 
seconda dei termini di paragone usati, il giudizio di patogenicità su uno stt'SFn 

ceppo in esame può essere diverso, così come può risultare diverso quando si 
modificano i dosaggi, le vil" di inoculo, le specie animali, i tipi di modificazioni 
delle specif> animali. 

Abbiamo ritenuto opportuno escludere, dopo diverst• esperienzt', la 
C. albicans quale ceppn di raffronto patogeno poiché per la sua marcata 
atipia tra le Candide opportuniste (la più diffusa, la più virulenta, ad eco­
logia prevalentemente umana o animale, con peculiari caratteristiche mor­
fologiche, come i tubuli,le clamidospore, le forme M nei tessuti invasi) poteva 
condizionare o distorcere i giudizi di patogenicità rispetto ad altre Candide, 
che non avessero dato manifestazioni simili. 

Abbiamo, pertanto, preferito usare come Cf'ppo patogeno un ceppo a 
virulenza attenuata di C. tropicalis, rivelatasi, indipendentemente dal suo 
habitat, patogena per il topino se inoculata ad alte dosi [44]. Avviene infatti 
che Candide sicuramente patogene dal punto di vista clinico, responsabili 
di endocarditi e di setticemie, come la C. parapsilosis, C. guilliermondii, 
C. krusei, inoculate endovena in topini, raramente producono malatti1• 
progressive, come pure è difficile dimostrare per qucstt' specie la produzione 
di forme M e la conseguente })enctrazione nei tubuli renali e in zone circo­
stanti [35]. Anche noi, in esperienze comprendenti tali specie, abbiamo ottt•· 
nuto risultati discordanti [45], con evidenze istologiche particolari e in organi 
diversi (per es. C. krusei mostra, in assenza di mortalità, processi infiammatori 
non localizzati, ma diffusi nel fegato e nel cervello). Quindi Candide patogene 
per l'uomo possono risultare ad una prima analisi non patogene per gli 
animali e viceversa. Risultati di questo tipo inducono ovviamente a tentare 
altre vie sperimentali. Una prima via è quella di maggiorare la dose del­
l'inoculo. Come già altri AA. [26, 31], abbiamo infatti più volte usato inoculi 
fino a 108 cellule; se l'inoculo è fatto con cellule in forma Y, un topino di 
20 g sopporta benissimo tali dosi elevate senza che si verifichino forme in­
fartuali o tromhoemboliche, che del resto si evidenziano subito o dopo qualche 
ora dall'inoculazione. Un'altra via da seguire è quella della« modificazione 
dell'ospite» che, come si è già detto, può essert" ottenuta con vari mezzi e 
che sembra valida e corretta, trattandosi di microrganismi opportunisti cht• 
estrinsecano la loro potenziale patogenicità proprio in organismi defedati o 
fisiologicamente squilibrati. 

Per quanto riguarda i cortisonici, pur usufruendo di precisi dati biblio­
grafici [31, 46-49] si sono dovuti stabilire tipo, quantità, modalità e tempi di 
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inoculazione. Le migliori risposte le abbiamo ottenute iniettando per via 
intramuscolare topini maschi albini con cortisonici ritardo (4 mg prednisone) 
4 giorni prima e 3 giorni dopo l'inoculo con Candide. Per il forte abbassamento 
,Ielle difese immunitarie si sono avuti sporadici casi mortali anche in topini 
cortisonizzati e non inoculati con Candide [50]. Ciò ha portato a suggerire 
per questo tipo di prove l'uso di ceppi animali« pathogen free». 

Ulteriori esperienze (51] condotte trattando topini con allossana e te­
traciclina (2 mg di allossana per via c.v. 5 giorni prima dell'inoculo con 
Candide e somministrazione per os di 10 mgjg di ossitetraciclina cloridrato 
per 15 giorni) hanno evidenziato, rispetto ai controlli, una più accentuata 
moltiplicazione, specialmente nei reni, di C. tropicalis (ceppo attenuato) e di 
C. maltosa var, subtropicalis, mentre il Saccharomyces cerevisiae, usato come 
Ct'ppo di controllo non patogeno, non si è mai moltiplicato negli animali 
trattati ed è scomparso dal circolo e dagli organi entro qualche giorno. Tale 
moltiplicazione di Candide in un organo fondamentale, con o senza danni, 
riparati o no, sembra da ritenersi un elemento di virulenza e comunque un 
elemento da prendere in considerazione ai fini della valutazione di patogeni­
cità da parte del microrganismo. Appare necessario, pertanto, seguire l'evol­
versi dell'invasione e della malattia provocata dal lievito, mediante una 
numerosa serie di abbattimenti da eseguirsi, non dopo settimane, come alcuni 
suggeriscono, ma ad intervalli di ore, seguiti da conta microbica e da esami 
istologici ed istochimici dei principali organi. Pochi AA. hanno tuttavia 
studiato il problema seguendo questo modello [28, 31, 52, 53]. In un recente 
studio di patogenesi con C. tropicalis [54] abbiamo trovato, contando le 
cellule in rene e cervello (organi maggiormente invasi) e controllando micro­
biologicamente fegato, milza, polmoni, sangue ed urine, che dei 25 milioni 
di cellule inoculate, fino alla 911 ora nel rene se ne trovavano meno di lO~ 
e nel cervello meno di 103 , 

Dopo 24 ore si è giunti a valori di centinaia di migliaia di colonie; in 
tempi successivi, specialmente nel cervello, il numero può diminuire. Tali 
risultati appaiono in accordo con quanto rilevato da Stone (55] per cui su 
lO.OOO Candide che vanno alla «trincea epatica», su 1.000 che vanno al 
«filtro renale», su 100 che vanno ad altri tessuti solo una sopravvive, quando 
il sistema reticolo endoteliale è normalmente funzionante. Mentre Saccha­
romyces cerevisiae e C. lipolytica, per es. diminuiscono nel tempo, C. tropicalis 
e in minor misura C. maltosa var. subtropicalis si moltiplicano, specialmente 
nel rene e nel cervello dei topini sensihilizzati, Comunque la moltiplicazione 
aumenta da lO a 100 volte a seconda della specie animale che si sceglie, delle 
sostanze che si inoculano, dell'organo che si esamina, dei tempi di abbatti­
mento dall'inoculo, ecc. La moltiplicazione intesa in questo senso, confer­
mata istologicamente da colonizzazione, e,io da richiami linfoistocitari si può 
considerare manifestazione di una malattia indotta. Il grado di moltiplica-

.l nn. 1<!. Su/Mr. 8nnita (lU<II) 15,423-438 
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zione può quindi t"ssere utilizzato coml" inclicr di maggiore o minort• ,-irult·n·za 
di un c.eppn di Candida. 

Altri sistemi. oltrt: a quelli della patogt>nicità din~tta su animali. so1Ho 
stati indicati da vari AA..: colturP monostrato. intrarlt>rmn-n·azinnt:, pruYt' 
su embriont· di pollo. ò'cc. L'embrionP di pollo è stato studiato ml"rliantt~ inn­
culaziotH:. in tt·mpi di\·~rsi dt>llo s"iluppo embrionalt•, pn via corinn-allan· 
toidca [561, per via endnvenosa, p eT vi:a amniotica [57J, pl'r via vitc•Uina (58]. 
Visco ha riesaminato in modo globak [59] i diwrsi sistemi pruposti ed ha 
conclu~o chr: a) l'ino{~ulo per via amniotica è da cscludt>Tl' perchl- tutti gli 
embrioni muoiono; b) l'inocult, pt'r via cnrion-allantoidea dà scarst· indicH· 
zioni di patogenicità, scarsa difl'w;iont•. mortalità non proporzinnale agli 
inoculi scalari: r) l'inuculo in sacco -vitellino eseguito entro la prima ml'tà 
del ciel<, embrionali', è da preferire per la gradualità dl'ilt> rispostf' patogt'­
neticlw. 

Sulla bast• di tali indicazioni abbiamo compiuto una serie di esperi­
menti [60] inoculando con '\-'aril' Candide, a varie dosi, oltrt~ 1.()00 embrioni 
di pollo, dapprima a O giorni di età, poi 11er l'ecet>ssiva st"nsibilità o~sf'rvata, 
a 8 giorni: infatti dopo il nono giorno sembra che comincinn a tiJTmarsi lt· 
gammaglobuline [61]. Le nostrt' esperienze ci inducono a ritenere che lf' pmn• 

su embriont' di pollo, inoculatn per via vitt>llina all'Bo giorno di vita embriu­
nale, possano surrogart• lt> provf' con conigli n con topi pt•r C. albi.calls, C. 
tropicalis, C. steltatoideu. I param~>tri della percl'ntualt· di mortalità t' di'l 
temp<1 di sopravvivenza corrt"lati allt· dosi JH'rmettonu di ...-aiutar<' pt•r qut·sti 
ceppi il grado di patogenicità ~~ di virulenza. Pt•r C. ~ui/lierrnondii. C. pseudo­

frOJiiralis, C. kr11sei, C. parap>lifo:;is, C. milis t' C. maltosu var. $Ubtn1picali.~ 
(eht~ di questo Sl"condo gruppo ha dato lt· maggiori perct•ntuali di mortalità 
nri tl'mpi più ri~tretti) non c'è stata rdazione tw la patogenìdtà clinit~a 

aecertata (u saltuaria patogl'nicità sperimentalt• sugli animali) " le rispo!<tt· 
con gli l"mhrioni di pnllo [62]. 

Lf' manift'stazioni di patogrniòtà delle Candidt• sonn statt' attribuih· 
a più cause: secondo Seclig [6:-\] a probabili' formazioni:' di liJssilw; Sl'cnntlt, 
altri AA.[64. 65] a glicoproteine: st,condo lwata t'Coli. [6h] alla canditossina. 
una profosfatal"i lt>tale l'er i topini; secondo Zaikina ed Elino" [67] ad una 
plasmacoagula~i; infine secondn Ut"inold e Cnll.[68] ad una p~ptidasi esol'el­
lulan· isolata da un ceppo di C. albiranB in cui Staib (69] aveva c·vidt•nziato 
una attività proteolitica con agar-albumina umana. Staib [70] ba poi dinw· 
strato chi' l'intensità della protl"olisi ir1 vitro è in sufficit>nte accordo l'Oli la 
patogcnic.ità sui topini. Saltarelli e Coli. [71] al ~ontrario non trovmm uua 
correlaziont· din~tta tra patogenicità e prott'oli6i in ceppi di C. albica11s: 
Budtz-.lOrgcnscn [72] rileva cht• i ceppi patogeni son\J prutt~olitici. ma dw 
non t:'è corrdaziont· tra patogt,nicità clinica t• aloni di protl'olisi in agar 
albumina umana. Modificando non sostanzialmf'nlt' la tt:cnica di Staih ah-
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biamo condotto una serie di rict>rche in tal senso [73], saggiando un buon 

1111 mern di spedl' di Candida; si è con~tatato che l'ampiezza dell'alone di lisi 
in agar albumina (umana o bovina) non è strettamente correlata con la pato­
g•·nieità sperimentale o con la patogenicità clinicamente accertata. La lisi, 
,-eppur variabile in intensità, sembra una caratteristica di tutti i ceppi pato­
w·ni appartenenti a C. ulbirans, C. stel/awidea, C. lropicn/is, e di alcuni stipiti 
delle specie macedonien.~is, guilliermondii, kru.~Pi. Di tnttfl le Candide del 
gruppo sake e malwsa, soltanto la C. ma/tosa -var. $ubtropiwlis, (sinonimo di 
C. novellu.~ ATCC 20275 nomm nudum [7·tl) mostra una marcata ·~ costantfl 
attività protl'olitica. Non si è talvolta riscontrata prott>olisi con ceppi di 
dimnstrata patogenicità clinica, cnme non si è riusciti a ,limoJ>trare spesso la 
patngenicità ~perimentale di t'l'ppi tli Candida sicuramente proteolitici. Si 
rimane ancora nel dubbio se l'attività protf~olitica sia uu carattere ta~;sn­

t!()lllico utile come<< marker» per un ct>ppo ili particolare interesse, oppure 
una caratteristica lr-gata ad una ddle pnssihili azinni patogene delle Candidt•. 

A conclusione quindi di quPsta lunga disamina che rappresenta una sin­
t~·si delle principali l'sperienze volte a studiare la patogenicità di'Ile Candide. 
pn~;l\Ìamo tlire ehe alcuni punti ~lwrimt•ntali riportati nel « protocollo ~;pmi­
nu~ntale eli massima per l'accertamt'nto della patogcnicità din~tta delle Can­
t!ide» i!Ono sviluppati e chiariti, mentre altri richiedono ulteriori approfun­
dimenti. Sulla base degli elementi acquisiti ritt'niamo ehe prove di patoge­
nieità tlelle Candide l!t"bhano comunque prevt•th•re un « •lepi~;tage>> sul 
maggior numero possibile ,H specie animali, inoculando inb:ialmf'nte il Ct'ppo 
per via endovc•nosa, essendo la via più Vt'loée ed dfìcace. In easi di risultati 
rwgativi o di difficile interpreta:r.iune, a nostro parl're, potrt'hhe rivt>larsi utile 
saggiare altre vie di inoculazione, quale l'intradermica, l'endoperitont~ale, 
l'intramammaria, l't•ndovaginale. Se a li"elli elevati di inoculo non si otte­
rwssero chiare evidenze di patogt'nicità .o,arà opportuno procedf're alla cnrti­
~•mizzazione degli animali per evidenziare le capacità oppnrtunistiche tlci 
l'Pppi in t•same. Le evidenze patologiche che suggeriamo di prendere in consi­
dt•razinne per una candidiasi acecrtata, saranno, oltre la mortt', la presen:r.a 
i~tulogica di furmt~ M (a somiglianza di eiò che si riscontra in C. albican$ e 
C'. trnpicalis in nr~ani IOndamentali ehe per le Candi1le ~~~mbrano essere il 
n•ne, il et•rvt•llo. il ti·gato, i polmoni, la milza, il cunrc) accompagnata o meno 
t!a varie forme eellulari reattive; la moltiplicazione, dopo l'iniziale« clea­
rauee» in forma Y tld micrurgani:omo in almenn un organo tra qudli suddetti, 
•·ti intine l'accertata diagnosi di una malattia ripetibile .~perimentalmentt~, 
attraversn il ri(i.,vo tli t!ati clinici classici eome rl'azioni febbrili, variazione 
tlt·l ta~;sn glicemico o azott·mico. rffetti sulla prt•ssione arwriosa, PCe., in altre 
p<unle tutto ciù ehe al dinieo \'l'tPrinario farebbe tliagno~ticarP una malattia 
in atto n aVYI'ilUta. Jnoltn· ~anì opportuno premlere in consitlera:r,ione ogni 
lt•sione ripetuta e ripetihile in qualun•tne organo. anche se non si evitlenziano 
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Candide, purché non si riscontri negli animali controllo; come pure ogni sin­
tomo generalizzato riscontrato, non facilmente documentabile, ma osserva­
bile clinicamente in più lotti di animali come incoordinazione motoria, tor­
ticollis, maneggio rotatorio, ecc. 

Nei casi in cui sia difficile dimostrare sperimentalmt'nte una patogt'· 
nicità clinicamente accertata potrebbero essert' di una qualcht' utilità: a) lt· 
prove su embrioni di pollo inoculando i lieviti in sacco vitellino all'8°-9° giorno: 
b) l'accertamento dell'attività proteolitica in vitro verso albumina umana o 
animale; c) le prove su linee cellulari umane, determinando la velocità di 
fìlamentazione e la velocità del danno citologicu. 
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Utilizzazione e significato di metodi immunodiagnostici 
ai fini della prevenzione e dell'accertamento di 

manifestazioni allergiche nei lavoratori addetti 
agli impianti per la produzione di 

biomasse da n-alcani 

Cr.Er.u COLLOTTI, GIULIANO GENTILI e GIU~EPPE VICARI 

Laborutorio di Biolo&ia Cellulare e lmmunoio&ia, 

In accordo con la classificazione di Coombs e Gi!ll [l] si distinguono oggi 
cinque tipi principali di reazioni allergiche o di ipersensibilità: Tipo I (IgE­
,lipendente); Tipo Il (provocata da anticorpi citotossici tessutospecifici); 
Tipo III (provocata da immunocomplessi); Tipo IV (ipersensibilità ritardata 
mediata da cellule); Tipo V (iperseiUiibilità stimolatoria); 

Le biomasse ottenute dai derivati del petrolio mediante fermentazione 
ad opera di ceppi di Candida rientrano nella definizione di polveri organiche 
" biologiche e, in quanto tali, potrebbero potenzialmente provocare nell"uomo, 
in seguito ad inalazione ripetuta, manifestazioni allergiche. Pertanto, tali 
fermentazioni industriali rientrano nel campo di interesse della sanità pub­
blica [2], e in effetti recentemente sono state osservate manifestazioni asma­
tiche, verosimilmente di tipo immediato, in alcuni lavoratori di una fabbrica 
francese di tali proteine [3]. Sulla base di quanto oggi è noto si può ragione­
volmente ipotizzare che le biomasse da n-alcani potrebbero dare luogo a due 
1listinte categorie di allergopatie respiratorie, differenti per caratteristiche 
immunologiche, sintomatologia clinica e ,lesioni istopatologiche, anche S~" 

~~ priori non si possono escludere al momento altri tipi possibili di allergo­
patie, anche a carico di altri distretti, quali ad es. la cute. La prima di esse~ 
tipica dei soggetti atopici, è costituita dalla classica asma bronchiale, me­
diata da anticorpi reaginici della classe IgE, con meccanismo immunologico 
Ji Tipo l. La seconda categoria, più frequentt' nei soggetti non atopici, è 
rappresentata dalla cosiddetta alveolite allergica estrinseca, o pneumopatia 
interstiziale granulomatosa da inalazione di polveri organiche, la cui pato­
genesi è attribuibile prevalentemente ad un meccani8mo immunopatologico 
di Tipo III. 
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l principali caratteri distintivi tra le due sindromi all('rgiche sono indi­
cati nella Tab. l. In ambedue i tipi di allergopatie sono presenti alterazioni 
patologiche a carico dd distretto polmonarc; esse sono diverse e sono pro­
\'ocate dalla liberazione di mediatori chimici differenti. Ciascuna delle dut· 
allergopatie inoltre presenta una reattività immunologica di tipo diverso, 
che può essere messa in evidenza con tecniche immunologiche appropriate 
che rendono possibile una diagnosi differenziale, anche se va sempre tenuto 
presente che i differenti tipi di allergia spesso coesistono e possono esserf' 
anche interdipendenti. Nei pazienti affetti da asma è stata dimostrata la 
coesistenza di allergia di Tipo I e di Tipo III, mentre nell'alveolite allergica 
estrinseca dovuta ad ipersensibilità di Tipo III si può talora avere anche una 
componente di Tipo IV [4J. 

Nel presente rapporto verranno presi in esame: 

l) i meccanismi immunopatologici che sono alla base delle due aller­
gopatie respiratorie; 

2) gli aspetti clinici delle due 
a quanto è già noto dallo studio di 
polveri biologiche; 

allergopatie, ovviamentt~ m 

sindromi similari provocate 
relaziont• 
da altre 

3) i metodi immunodiagnostici per lo studio di questt• malattie. 

TAPELLA 

Principali caratteri distintivi tra l'118mB allergica estrinseca 
e l'alveolite allergica utrinseea 

Meccani~mo immunopato­
lo!!:ico 

Fattori prediBIIonenti 

Inoorgen~a . d.ei sintomi do­
po eS(lOSIZlOI)P 

lnt~ressamento sist~mico 

Reperti si~roloj!:il'i 

Test cutanei 

Test di provocazione bron­
chiale specifico 

Tipo l (talora anche Tipo Tipo III (ejo Tipo IV?). 
II) 

Fattori l!:enetiei - Atopia. 

Immediata (talora, pt'T for­
m~ particolari, anche tar­
diva). 

Assente. 

Valori eit>vati di l!!:E. R~­
perto di lgE specifieh•·. 

Reattività immediata. 

Heazione immediata (talo­
ra, per fonnc particolari, 
anche tardiva) 

Fattori &euetici e ambien­
tali. 

Semi-ritardata (da 4 a 
6-B or~). 

Abituai•· (con siutomato­
lop;ia fll'nerale e febhr~). 

Anticorpi Kpecifici preci­
pitanti (Ip:G. lgM, ltzA) 
a titolo elevato. 

Reattività di tipo Artlms. 

Rea'l'ionl' semi-ritotrdata. 
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"ECCA:';'ISMI IMMlTNOPATOLOGif:I 

lpersensibilità di Tipo I (IgE-dipende1lle) 

È f(Uesta la forma di ipersensibilità che si verifica m·ll'allergia clas~;ica 
o anafilassi. "Essa è mediata da anticorpi reaginici della classe lgE specifici 
per l'allergene. Questi anticorpi si fissano per mezzo della loro porzione Fc 
ai mastociti, o ai granulociti basofili, e in sl'guito a combinazione con l'aUer· 
gene danno luogo ad un processo di degranulazione di queste cellule con con­
!leguente liberazione di istamina e di altre sostanze vasoattive. Nei polmoni 
la reazione scatta entro pochi minuti dalla combinazione dell'aJiergene ina­
lato, o circolante, con i mastociti sensihilizzati con i corrispondenti anticorpi 
~pecifici della classe IgE. Questa combinazione dà luogo alla degranulazione 
tlelle ctollule sensibilizzate e alla liberazione di istamina e di altre sostanze 
vasoattive, quali serotonina, SRS-A (slow-reacting substance of anaphylaxis) 
e varie kinine, con produzione di vasodilatazione, edema, aumento della 
~ecrezione mucosa e broncocostrizione. Non si ha distruzione cellulare, né 
partecipazione del complemento. Gli anticorpi reaginici della classe lgE 
sono glicoproteine di peso molecolare 200.000, a mobilità elettroforetica 
gamma l e con coefficiente di sedimentazione 8,2 S. La concentrazione di 
fgE nel siero varia da 100 a 700 ng per i soggetti normali fino a valori molto 
devati, quali 2.600 ng, nei soggetti allergici. La IgE si può riscontrare anche 
nei secr~ti nasali, bronchiali e lacrimali, talora in concentrazioni anche su­
periori a quelle riscontrate nel siero. Questo dato, assit>me a quello degli ele­
vati livelli riscontrati in tali secreti nei soggetti allergici e al reperto di lin­
fociti B produttori di IgE nelle stazioni linfatiche del sistema respiratorio ~t 

di quello digerente, fanno pensare ad una secrezione locale di tali immuno­
globuline e ad un ruolo di queste lgE secretorie nei meccanismi di difesa e di 
infiammazione. 

fpersensibilità di Tipo III 

l)ucsta forma di iperstmsihilità è un Vt'ro e proprio proce,<o;so infiam­
matorio provocato dalla formazione di compl~ssi di antigene e rh anticorpo 
c. talora, di complemento. La fissazione di complt'mento da parte dt>l com­
plesso determina la produzione di anafìlatossine quali prodotti di scissione 
.li C3 e di C5, con conseguente lib~razione di istamina e aumento della permea­
bilità vascolare. Contemporaneamfmte si ha anche produzione di fattori 
l'h~miotattici che attraggono polimorfonucleati, i quali fagocitano il com­
plessn e liberano t>nzimi proteolitici ed enzimi attivatori di kinine con con­
'"'~·guente ulteriore aumento della permeabilità vascolart'. Sia il complesso 
~·hfl il complemento determinano un'aggregazione di piastrine con libera7.ione 
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di aminc vasoattivc e formazione di microtromhi che causano ischcmia t> 
necrosi locali. 

La formazione di immunocomplessi può dare luogo a quadri patu­
logici diversi a seconda della composizione del complesso. In eccesso di anti­
gene si formeranno dei complessi solubili che persisteranno in circolo finu 
a quando non verranno bloccati e depositati in particolari distretti dell'or­
ganismo, quali reni, articolazioni e cute. In eccesso di anticorpo, invect>. 
l'immunocomplesao tende a precipitare rapidamente nel luogo di introduziont· 
dell'antigene. Sperimentalmente, è stato poasibile indurre reazioni da immu­
nocomplessi a livello polmonare in ambedue le situazioni. McK.innon c 
Coli. [5] hanno provocato lesioni vascolari polmonari in conigli mediante 
inoculazionc endovenosa di immunocomplessi. Tewksbury e CoD. (6] hanno 
riprodotto un'alveolite allergica estrinseca in cavie presensihilizzate con spor(· 
di Conisporium corticale mediante inalazione di tali spore. 

ASPETTI CLINICI 

Asma bronchiale estrinseca; 

Le polveri biologiche possono stimolare la produzione di anticorpi IgE. 
soprattutto in soggetti atopici. L'asma bronchiale estrinseca è dovuta al 
contatto successivo con l'agente sensibilizzante che scatena una serie di 
reazioni immunologiche a liveJlo polmonare. L'asma estrinseca si instaura 
preferenzialmente in soggetti con una predisposizione ereditaria alla sensi­
bilizzazione ad allergeni, probabilmente a causa di difetti a carico della mucosa 
respiratoria, che determinano la produzione di anticorpi sensibilizzanti 
della classe IgE i quali si fissano sulla membrana cellulare dei mastocii"i 
della stessa mucosa. Il successivo contatto con l'allergene scatena la libt>­
razione di sostanze vasoattive che inducono edema, broncocostrizione e iper­
secrezione di muco da parte delle ghiandole mucose. 

Il quadro anatomo-patologico dell'asma estrinseca è caratterizzato da 
ispessimento delle membrane basali dei bronchi, ipertrofìa della muscolatura 
bronchiale, proliferazione delle ghiandole mucose bronchiali e intasamento 
mucoso dei bronchi. Le lesioni sono anche caratterizzite dalla presenza di 
un grande numero di eosinofi.li nei tessuti peribronchiali e nell'essudato bron­
chiale. 

l pazienti sensibilizzati affetti da asma estrinseca presentano una storia 
di esposizione all'allergene, una rispoata di tipo immediato alle prove int;;'­
dermiche e una diminuzione immediata della capacità vitale con segnidi 
ostruzione bronchiale al test di provocazione bronchiale specifico effettuato 
con aerosol di allergene. La maggior parte dei pazienti con asma estrinseca 
hanno valori sierici elevati di IgE. I loro leucociti rilasciano istamina dopo 

..1!"'- lol. 81<ptr. S~ni!à (1979\ 15, ~Si'-U'· 
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()Outatto in vi:ro con l'allergene specifico ed il loro siero è in grado di sesibiliz-
7lare passivamente all'allergene specifico la cute di soggetti non allergici 
(test di Prausnitz-Kiistner). I linfociti di questi pazienti inoltre, se coltivati 
in vitro in presenza dell'allergene specifico, vanno incontro a moltiplicazione 
e trasformazione blastica. 

Alveolite allergica estrinseca 

Il termine di alveolite allergica estrinseca è stato coniato da Pepys (7] 
per descrivere casi dì malattia allergica di Tipo III (mediata da immuno­
eomplessi) a carico del distretto polmonare provocata dall'esposizione agli 
antigeni più svariati, ma in genere rappresentati da polveri di microrganismi, 
quali A.spergillus Jumigalus, Candida albican.~, actinomiceti termofili e spore 
,li miceti vari (Tah. 2). Il quadro clinico di alveolite allergica estrinseca 
può essere indotto anche da antigeni dì origine animale (insetti, volatili, 
..te.) [8]. 

T ABBLLA 2 

Principali alveoliti allergiche estrinseche ad etiologia rnicetica 1limo~otrata 

'ololattio 

Pneumopatia dt>ll'agricol· 
t ore. 

Pneumopatia da aria con· 
dizionata. 

Pneumopatia dei coltiva· 
tori di funghi. 

Bagassosi 

Pneumopatia dei lavoratori 
del malto. 

Pneumopatia degli addetti 
alle lavorazioni del for· 
maggio. 

Pulviscolo di paglia nmf· 
fita. 

Contaminanti dell'aria con· 
dizionata. 

Terreni di coltma dei fun· 
ghi muffiti. 

Bagassa umida muffita. 

Pulviscolo di orzo (mal· 
to) muffito. 

Pulviscolo di muffe del 
formaggio. 

-~otigooo «>punoahilo 

ATTINOMICETI TERMO-FILI: 

J.ficropoly&pora faeni, Tlwr­
moadinomyce& ''ulgari.&, 
T. sacharii, T. viridU, 
o T. romlidus. 

ldem. 

ldem. 

T. sacharii, T. vulgoris. 

.-\SPERGILLl: 

AspergiUus clavn11u. A. fu· 
migatus. 

PENICILLI; 

Penicillium casei. 

l'neumopatia degli addetti Coltme di A~pergiUus in· Penicillium. 
~na produzione di acido •1uinatr. 
"itrico. 

P11lviscolo di ~nghero mnf· 
li t o. 

Pmicillil<m frequenrrm-.•. 

--·---- -- -.----

.1>»>- fM . .\'11prr. s,m,-iJ fll'79) 15,439-H<i 
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La sintomatologia clinica rappresentata da episodi intermittenti di 
brividi, febbre, tosse e difficoltà respiratoria, si manifesta da 4 a 6 ore dopn 
l'inalazione della polvere biologica specifica. I pazienti sensibilizzati affetti 
da alveolite allergica estrinseca presentano una storia di esposizione all'anti­
gene e una risposta di tipo Arthus alle prove intradermiche, anche se tali 
prove sono inficiate dal fatto che la maggior parte degli antigeni in causa 
hanno proprietà irritanti. Il siero di questi pazienti contiene quasi semprt• 
anticorpi precipitanti specifici per gli antigeni causanti la malattia che pos­
sono venire dimostrati mediante tecniche di immunodiffusione in vitro. 
La conferma della diagnosi viene effettuata mediante il test di provocaziont· 
bronchiale specifico; la risposta sì verifìca in genere dopo alcune ore ed è 
caratterizzata da diminuzione della funzionalità polmonare, in assenza di 
segni di ostruzione bronchiale. 

METODI IMMUNODIAGNOSTICJ 

La grande diffusione delle sindromi allergiche, soprattutto di quell(" 
di Tipo l, nella popolazione mondiale, per la quale esse rappresentano una 
delle cause principali di morbilità, ha stimolato un rapido progresso delh· 
conoscenze scientifiche in questo campo negli anni recenti, con la conseguente 
introduzione di nuove tecniche diagnostiche. Ciononostante, l'impiego di 
queste tecniche nella pratica clinica è solo agli inizi e una notevole confusione 
regna nel settore, soprattutto a causa di una carenza di standardizzazione 
di molte tecniche e dei relativi reattivi. Ad esempio, ciò che viene denominato 
«allergene» è in realtà costituito da una miscela complessa di molte mole­
cole, delle quali alcune allergeniche ed altre no e comunque scal'6amente o 
affatto caratterizzate chimicamente dal punto di vista sia qualitativo che 
quantitativo {9]. 

La tecnica di impiego più antico per la diagnosi di malattie allergicbt· 
è rappresentata dal test intradermico; tuttavia tale prova viene quasi sem­
pre utilizzata in maniera errata senza una precedente standardizzazioii!' 
degli antigeni e senza effettuare una titolazione quantitativa. 

Il dosaggio delle lgE totali e quello delle lgE specifiche mcdiante~il 
metodo RAST (radio-allergo-sorbent test) sono tra i metodi più importanti 
derivati dagli studi degli anni recenti. Il livello delle IgE totali ha, dal punto 
di vista diagnostico, un valore solo indicativo, mentre il livello delle IgE 
specifiche determinate con il RAST può in pratica sostituire le prove intra· 
dermiche ed è di grande valore diagnostico. 

NeJJ'eventualità quindi di un'asma allergica estrinseca da polveri bio­
logiche le tecniche diagnostiche di laboratorio comprendono il test intra· 
dermico, il RAST e il dosaggio delle IgE totali. Sia per il test intradermico 
che per il RAST è necessaria un'accurata standardizzazione degli antigeni. 
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Il t•·~ t intrad••rmicn può '''"''n' un ct>rtn \ alort> pt•r la diag:no»i t!itr, .• 
ro•nzialf' tra m< ma t'strin~•·ca ,. ah·t'olitt> <allt•rgi•:a •·strinseca (,·,•di T ab. l). 

Tuttavia. nt•l ra~n di qut·~l<l sindrome clinica la <iiagnn~i di lahmatorio vÌPJH' 

ha,;ata prinl'ipalmcntl' ~ulla dimostrazione di anticorpi prt>cipitanti allt•r­

g~"m·-=-per.ifici nel sit•ru tlt•l pazi•·ntc. Tale dimostrazione vit•m• ••fft:ttuuta 

nw•liantiJ tecniche di immunodiff11sÌonr; anclw in qut'stn l'USO è llt'l~f'!<~aria 

un'accurata stantlardizzaziom• •kgli antigt•ni. 
l metodi immunologici su indicati ;;;ono Jm•totli diagno~tici spt•eifici per 

l'acccrtamt'nto tlellt" sindrnmi allr-rgiche ~opra dt•scrittr. Tuttavia. nel caso 
particolar~ Ji ;;oggetti addetti a lavorazioni industriali cnn micrnrganismi. 

;Ulehe in assenza di patngenieità di tali mierorganismi, non può essere tra­

lasciato l'acct"rtamt:nto tldlo stato immunologico di base del soggetto, ehe 
~i troverà nel 1:nrsn dd suo lavoro esposto a notevoli eariehe microbiehl'. 

PPrtanto. è consigliabile uno studio preventivo della funzione immunitaria 

oli questi lan)ratori. !Sia per quanto riguarda l'immunità cellulare (lintOciti 

T), !<Ìa per rtuanto riguarda l'immunità umoral~ (linfociti B). 

Te.~u P"' i lin}Ociti T. 

l) Conta d"i linfneiti totali del sangm~ perill-rieo e, ~e neet>s!!arw, biopsia 

oh-i linfonndi eon particolare riguardo alle art•e timo-dipemlenti. 

~) Tt•st intratlermico ad antigeni enmuni (parntitl', c:-andida e strepto­

o·hinasi-streptorlornasi): prova di sensibilizzazione al dinitroelttrnbenzeno• 

(DNCB). 

:l) Valutazinne ttnantitativa tlelle risposte linfoproliferatiw in rilro 
ai mitogcni (PHA, ConA, linfociti omologhi e antigeni ~pt>eilìei). 

1-) Conta dt•i linfociti T •~nn il test delle ro!>ette E . 

. l) Valutaziont~ tlella capacità dei linfoeiti T a prndurrt> fattori' di uu­

hizione della migrazioni~ tlt·i macrofagi (MlF) f' altre linfnchine, 

l) Elettrnfort•l'oi di'Ile pmtl'ine ~Ìt>riche. immlmtwlt•ttrofnre~i e dosaggio 

dt·lle immunnglnhulìnt•, St' nert·~sario, Plft·ttnarl' andw la tipizzazinne (it'llt· 
.... tttwJa,..o.i dì rgf;.. 

~) Tit.ulazione delle i~m·moagglutinine unti-A e auti-B ~~ valutazwnP 

d t• l h~ ri:.;pu~tP primaria l' ~l'l'nndaria ali antigeni comuni ( rnnrhilln. influf'nza. 

o·te.). 

:)) (:unta dt~i liJJftwili B t'olll il uwtntln t!elrinununufluorP~Cl'IIZa. 
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4) Esatnt- hio)Jtico df'i tt•ssuti linfatici con particolart' ri{!uardo alk 
arf'e timo-indipendenti e·o alla presenza di plasmacellule nel midoliu osst•o. 

5) Valutazione quantitativa della rispm;;I<J linfoprolift:ratin• in 1-ilro 
al mitogeno di Phytolacca amPncana. 

li ri;;ultato di tali prove devt· avere la d11Vula consideraz1om· nella valu· 
tazion(" dell'idoneità del soggetto esaminato ad una attività lavorativa cl.,. 
per sua natura espone all'inalazione f" al contatto con polveri biologicht·. 
Peraltro, nel caso particolari-' dei lavoratori degli impianti di produziont' di 
biomasse da n-alcani, tale criterio è stato accettatn dall'apposita Commi~· 
sione di t~sperti nominata dal Ministw della Sanità (D.M. 21 giugno, 1977). la 
quale ha provveduto alla elaborazione di una scheda clinico-epidt"miologica 
Chf' includt· molti dt"i 11uddctti esami di laboratoriu. 
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Significato delle prove nutrizionali sulle bioproteine 

GIOVANNI SERLUPI CHESCENZI ,. St:RAH'U SALY_\_TI (') 

[,,.boratoriQ de(lli Alimenti. 

l. .. I:VTROI>UZIONE 

La qualità nutrizionale delle prott"ine dovrt"bbe rispecchiare le loro 
o•apacità tli soddisfare le t•sigenze fisiologiche di un nrganismo rendendo 
prt•senti simultaneamente nel luogo della ~intf'si proteica tJUantità adf'guate 
di tutti gli amminoacidi. 

Le proteine, dal punto di vista nutrizionale, tlifferiscono principal· 
mente per il loro contenuto di amminoacidi essenziali, intendendo come tali 
<ptelli <'he l'organismo non è in grado di sintetizzare e che quindi debbono 
nhbligatoriamente f'ssere introdotti con la dit"ta. 

La valutazione della qualità dt"lle proteine può t~S:;t~re fatta con metodi 
.~ia chimici che biologici. I primi sono basati sulla determinazione della 
eumposizione in amminoacidi. L 'indice chimico ( « chemical score ») viene 
dt"finito facendo innanzitutto la somma delle quantità di tutti gli ammino· 
acidi e.;osenziali. Per ognuno di t~ssi viene quindi calcolato il rapporto fra il 
,;uo contenuto e la somma precedep.temente calcolata. Il rapporto cosl otte· 
nuto viene paragonato a quello di una proteina di riferimento e vit~ne rspresso 
come per cento. 

L'amminoacido per il quale tale rapporto è più basso è quello limitante 
t'd il suo rapporto è la misura dell'indice chimico. Tale indice rappresente­
rebbe quindi la misura della capacità di una proteina di fornire gli ammino· 
acidi esst"nziali alla sintesi proteica di un organismo riferita a quella di una 
proteina supposta «perfetta» che viene presa come .standard. 

Per l'uomo t•ra stata scelta come standard in sede FAO la composizione 
dell'uovo intero in quanto le proteine in esso contenute sono (ligl'rite ed 
utilizzate completamente nel ratto in acerescimento, in qudlo adulto. nd 
•·ane t' nell'uomo. Inoltre, la capacità tli promuovere la ert'scita delle 
proteine dell'uovo non aumenta in seguito ad integrazione con ammino­
acidi e~senziali. "R ,.vidcntf' che tfnest'ultima ronsidt"razione si applich•·rehhe 

( ') O•pite c[,•] Laboratorio rlr~li _\limO"nti. 
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anch•· st• qualcuun dq~li amminoacidi f'SSenziali fosst' in ecct•ssu. Infatti fu 
ben presto riconosciuto chf' la quantità di amminoacidi ~olforati l'Hl ece••:-­
siva e fu pt'rciù definito (scmpr•• in St'de FAO) un nuovn standard hasat•> 
sulla valutaziont' dci presunti fabbisogni giornalieri (Tah. l). Peraltm il 
fahhisogno dei dive-rsi amminoacidi t'sscnziali diffcri»rt• da specie a spt'cil'. 
cambia in rclaziont• alle divt'rH!' età t' alle diverse condizioni fisiologiclw 
dell'organismo. può 11ss••n• diverso da individuo a individuo. La sua df'tf'r­
minazion.-. è perciò ancora materia di contrnversia. 

Il contt'nuto dei diversi amminoacidi essenziali non è peraltro suflicit'ntP 
a definir•~ il valore nutrizionale di una protl.'ina poichè si deve tener contu 
della digeribilità e della possibilità cht· i diversi amminoacidi vengano JiiH'­
rati durante la digestione in misura ed a velocità diverse. Inoltre l'indie•· 
chimico non tiene conto della presenza degli altri amminoacidi essenziali 
e dell'influenza di altri componenti non azotati della dieta. 

Il metodo ufficiale usato negli Stati Uniti e nel Canadà detto PEH 
(Protein Efficiency Ratio) è basato sulla incorporazione della proteina in 
esame al lO % in una dieta apro"leica che viene somministrata a ratti in 
accrescimento, mentre a un gruppo di ratti di controllo viene somministrata 
una dieta analoga in cui la proteina in esanw viene sostituita dal IO ~-0 di 
caseina. Per ognuno dei due gruppi viene misurato l'incremento del pesu 
corporeo per grammo di proteina ingerita. 

Il PER della proteina è dato dall'incremento di peso prodotto dallu 
proteina in esam~' riferito a quello della caseina fatto uguale a 2.5. E~!>u 

Standard FAO 

AMMII'>!fJ\Ul>!f 

holeucina 

Leueina 

Lisina 

Ml'tionioa + Ci•tdnu 

Fenil-alanin" 

Trl'onina . 

Triptofano 

Yalina 

TOTALE 

4.3 

4,9 

4,3 i 
4,:1 

2 '9 

2,9 

l ,4 

4,3 

. ! 29.3 
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fornisci' risultati variabili, e non riproducibili in differenti laboratori. Inoltre 
non tie-ne conto delle variazioni di composizione dd corpo che possono veri­
ficarsi in conseguenza di fattori diversi e non tiene Nnto delle quote di 
proteine necessarie al mantenimento. 

Nell'NPR (Net Protein Ratio) per tener conto della quota proteica 
necessaria al mantenimento, si aggiunge all'incremento di peso misurato 
la diminuzione di peso che si osserva in un gruppo di ratti alimentati con la 
stt>SSa dieta priva di proteine e si divide per la quantità di proteina ingerita. 

Alcune metodologie, per tener conto delle variazioni di composizione 
tlt-ll'organismo si basano sulla determinazione dell'azoto introdotto con la 
dit~ta e di quello eliminato con le feci e le urine. La differenza fra questi 
due valori costituisce l'azoto fissato. H rapporto fra l'azoto fissato e quello 
.-;umministrato C08tituisce il « valore biologico». Se corretto per la perdita 
t!i azoto in animali a dieta aprotl"ica si nttiene l'NPU (Net Protein Utili­

zation). 
(}uest'ultimo è probabilmente il parametro pii1 attendibile tra tutti 

•1udli citati, ma non tiene ancora conto del fatto che, variando la quantità 
di una proteina aggiunta nella dieta, la correlazione fra aumento del peso 
o·urporeo o dell'azoto fissato, comunque valutati, e la dose tli proteina sommi~ 
uistrata è lineare solo entro un certo campo di dosi. Inoltrt", anche nel tratto 
lineare il coefficiente angolare della retta di rf'gressione non è certamente lo 
~t<"sso per le diverse proteine; infatti la .risposta metabolica a variazioni 
pncentuali di amminoacidi diversi non è necessariamente uguale. 

Sono stati perciò recentemente proposti per la valutazione del valore 
biologico delle proteine metodi a dosi multiple basati sul confronto dell'incli­
uazione della curva dose risposta. Il confronto delle pendenze viene fatto 
o\·viamente nf'J tratto lineare della curva che corrisponde alle dosi più basse. 
lnfatti aumentando la quantità di proteina somministrata con la dieta si 
raggiunge il livello corrispondente al fabbisogno anche per gli amminoacidi 
limitanti e le curve tendono a livellarsi. 

Un sommario dei vari metodi è riportato nella Tab. 2, che è stata 
ripresa dalla rassegna di Spadoni [lJ dove i vari metodi sono approfondita­
mt"nte discussi. Anche questi metodi sono soggetti a critiche perchè sembra 
eh e la pendenza della curva dose risposta per l'accrescimento non ;;ia la Atessa 
eli ttuella per il mantenimento, 

Sembra di poter concludere che nes~un metodo può f'ssere considerato 
,~,;'.-n-a~m0'ente -;;'ddisfacente e che specialmente nel caso dell'introduzione di 
n;.;:;y;-f~(""'P.rOi;~~~;:-al.{t;,;_~io-;;e ~lovrebbe ~sst>re fatta con uno dei 
mdodi a multipla dose che tenga possibilmente conto dell'azoto fissato. 
~:-L~dio co~"j)ar8i~· dell'aiÌdamerrtO;'-;-'"interpretat~ ni'edi;;i'-i"t~ il·c~~= 
fr~c;li' l'indicè -chi~ico""'é-'coÌ.·i"ciaii ·s~·u;·dig;rlhilit"à:-p~Òd'"a"i';""i~i~~i;;;;i 
pt"r rilevare la presenza di fattori tossici o comunque anti-nutrizionali presenti 
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Principali metodi in uso per la valutazione della qualità proteiea [l] 

l. Metodi a d1JSI' singola rli proteinr 

LI. - Ba~ati sulla variazione di pc~o: 

PER (indice di efficienza proteica) fçlladagno in pc~o per grammo di !lfO• 

teina eonRnmata (Osborne ~ Mend~l - 1917); 

:\"PR (rapporto proteico netto) guadagno in pE§O più perdita di pe~o con 
una dieta priva di proteine per grammo di proteinl' consumati' 
(Bender e Dol'l - 1957). 

1.2. - Buati sulla ritenzione di azoto: 

VB (valore biologico) frazionf' dell'azoto a~sorbito trattennto dall'or!!,"a· 
nim10 (Thomas - 1909); 

:\"Pll (utilizzazione proteica netta) differenza dell'azoto corporeo finak 
meno controllo non proteico (Mill'-'r l' Bendl't - 1955). 

2. - Metodi a dose multipla di proteine 

NG1 (indice di accrescimento pl'r l'azoto) inclinazione della retta chi' de~crivr 
l'andamento della crescita in funzionr del consumo di proteinr a partirr 
dal livello zero di proteine (Allison - 1959); 

P\" (valore prot<'ico) inclinazione della retta eh<' descrive l'andamento della 
risposta (ereBeita, H,O, N) in funzionP del conswno di proteine per il 
solo tratto lineare (Sammond~ ed Hegsted - 1977). 

R'\"V -- (valore nutritivo relativo) rapJIOtto tra inclinazione della retta per la 
proteina te•t e inclinllzione della retta 11er la proteina di riferint.,nto 
determinata come l''" NGI (Heg8ted, Nett e Worcester - 1968). 

HP\ - (valor~ proteieo relativo) come RNV ma l'inclinazionl" della retta ral· 
colata rom•· per il PY (Sammond ed Hegsted - 1977). 

nella proteina in esame. Per la corretta interpretazione dei dati occorr1• 
inoltre tenere conto degli apporti non proteici che }e nuove fonti proteiche 
contengono e che camhiando il valorr- calorico della dieta o comunque .. -a­
riando i rapporti reciproci fra diversi fattori della dieta, ad esempio con 
apporti vitaminici od ormonici o con l'introduzionr- di componenti inusuali. 
possono influire direttamentr- o indirettamente sull'utilizzazione della quota 
proteica oltre a dare effetti biologici più o meno desiderabili. 

Nel caso delle« bioproteint•» solo il45% del peso è costituito da t•roteitw. 
mentre il restante 55 % è formato da grassi, zuccheri semplici c ammino­
zucchcri, chitina, fosfolipidi, Stt'roidi, vitamim· ecc. Ognuno di questi com-

• 
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ponenti prt'senti insieme alle proteine fornisce un apporto calorico nun indifft'­
rente e può avere attività fì~iologiche che debbono essere rilevati" pt'r esclu­
dere la presenza di effetti nocivi a lungo termine. 

Nel caso della tossicologia alimentare, a differenza Ili quella classica, 
non è possibile mettere in evidenza effetti di piccola entità con la sommini­
strazione di dosi molto superiori a quelle d'uso. Infatti l'aumento nella dieta 
1li uno dei componenti al di sopra di certi limiti provoca effetti negativi, 
causati da squilibri nutrizionali, che interferiscono nella valutazione degli 
1•ffetti tossici. Per le farine di pesce è stato proposto lo studio tossico-logico­
di frazioni estratte con solventi diversi m•lla previsione di poteme sommi­
nistrare dosi esagerate che permettono lo studio tossico-logico dei vari com• 
ponenti [2]. Solo dall'integrazione dei risultati di tutti questi studi potrà 
(!arsi un giudizio definitivo su qualsiasi nuova fonte alimentare. 

La scienza alimentare moderna deve evitare tragedie come le epidemie 
di pellagra che si ebbero nel XVI secolo con l'introduzione del mais dal 
'lessico in Europa. Infatti in Europa la macinazione grossolana e la diw·rsa 
ulcalinità dell'acqua di cottura non rendevano disponibile la niacina, chf"­
n•niva invece liberata coi metodi di cottura usati dagli amerindi. 

2. --COMPOSIZIONE CHIMICA DELLE BIOPROTEil'iE 

Il contenuto medio di azoto [3, 4] sia per la Toprina che per il Liquipron_ 
è del 9,5 %; moltiplicando IJUe~:~to valore per il fattore 6,25 si calco1a un 
contenuto proteico del 60 % e oltre. In realtà il contenuto in amminoacidi 
uttenuto per idrolisi completa, ammonta al 45 °10 • QuPsto è il contenuto 
proteico reale delle hioproteine, 

L'azoto non giustificato dal contenuto di proteina è dovuto alla pre­
senza di acidi nucleici in quantità devate e di composti azotati legati alla 
parete eellulare. 

~ella Tab. 3 sono riportati gli indici chimici del Liquipron e della 
Toprina paragonati a quelli di altre fonti proteiche. L'indice delle hioproteine 
~·~ di 60. leggermente inferiore a quello della caseina che ammonta a 64 • 
. \mminuaddi limitanti snno 'ludli solforati. 

:'Ilei valutare le proYe nutrizinnali si dev1~. quindi, tener pn·sente ehe: 

l) il contenuto prott'ico è infNinrt' a quello ottf'nuto moltiplicando 
il mntl·nuto di azoto per 6,25; 

2) insiemi' alle proteine vengono aggiunti alla dieta acidi nuclt'ici. 
fusfolipidi, carboidrati con un vroprio apporto caloricn; 

:i) l'indice chimico è inf.-.riore a !Judlo tlt>lla ras('ina. 
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TABELLA 3 

Indice chimico 

l 

' l l ........ l AMMINOACIUI l F•rino Farina 
ESSENZIAI.I Topriu Li<j~ipron 

l di ... ;. di p~ .. ·• l Coooino FAO -1~71 

' 
l ' 

l l ' 
i 
' l 
' l80leuein11. 94 105 119 98 104 100 

Leucina 92 89 97 98 98 100 

Lisina . lU no ' 104 101 109 100 l 
l Metionina + Cisteina 62 58 70 93 .. 100 

Fenilalanina + Tirosina 129 120 ll5 120 114 100 

Treonina 101 !lO 88 93 75 100 

TriptofiiDo . 102 !19 133 99 65 100 

V alina 93 90 88 92 125 100 

3.- DIGERIBILITA IN VIVO 

Nella Tab. 4 sono riportati i dati di digeribilità dei vari componenti 
del prodotto « Toprina» in diverse specie animali. I dati mostrano valori 
accettabili che vanno dall'BO % al 90 % per le proteine mentre sono più 
bassi per i grassi. 

Esperimenti sul prodotto « Kanepron » della Kanegafuchi giapponese 
(Tah. 5) hanno mostrato che nel tratto digestivo di varie specie animali 
sono presenti enzimi capaci di attaccare anche le pareti cellulari dei lieviti 
cresciuti su n-paraffine. Tuttavia fotografie del contenuto di varie porzioni 
dell'intestino hanno mostrato che residui delle pareti cellulari non comple­
tamente digeriti sono ancora presenti nel retto [5]. Purtroppo il contenuto 
di azoto di questi residui è difficilmente determinabile. l dati relativi alla 
digeribilità in vitro della Toprina sono descritti in un altro articolo di questo 
fascicolo (Morisi e Coll. pag. 491). 

'· - PROVE SPERIMENTALl DI NUTRIZIONE 

4.1 - Prove nurrizionali. 

La determinazione del PER non ha dato maggiori informazioni sulla 
qualità delle hioproteine data la limitatezza di questo test già!preceden­
temente discusso. La Tab. 6 mostra i risultati rielaborati da noi di un test 

' 

,, 
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TABELLA -1. 

Enerp metaholizzahile e digeribilità deUe SCP 
aggiunti a diversi livelli neUa .dieta di differenti specie animali 

--· 

SPEUE ANIMALE 

Polli (Io pl"riodo) 

Polli (2° periodo) 

Polli (1° pl"riodo) 

Polli (2° pl"riodo) 

Polli (1° periodo) 

Polli (2o periodo) 

Maiali (I esperimento) 

'la i ali (Il l'sperimento - l o periodo) 

Maiali (II esperimento- 2" periodo) 

Maiali (Jo periodo) 

Maiali (2° pt>riodo) 

Maiali (1° pHiodo) 

Maiali (2" periodo) 

Maiali . 

Vitl'ili . 

Vitdli (1° periodo) 

Vitelli (2° periodo) 

re t 15 
30 

re i 15 
30 

!fs 
l .30 

re t 15 30 

r c 
< 15 
J30 

r c 115 30 

Ho 
r c 
lzO 
{c 

20 

{~o 
Uo 
{c 

20 

{f, 
{~o 
r c 
p o 

l::n.rt. 
...... <>· 
lb .. n<o 

2.877 
2.841 
2. 750 

2.968 
2.918 
2.863 

2.938 
2.945 
2.942 

-
- -

-

2.896 
2.983 
2.970 

2.994 
3.136 
3.113 

3.084 
3.222 

3.014 
3.169 

3.107 
3.297 

3.014 
3.169 

3.107 
3.297 

3.069 
3.215 

3.073 
3.246 

-
-

-
-

4.629 
4.238 

4.887 
4.475 

l 

l 

l 
' 
' 

Du;~RIBI~ITA, 

c ...... l P•otoine 

76,7 
79,3 
75,8 

79,7 
82,2 
81,7 

83,0 
82,5 
79,7 

81,1. 
82,9 
81,2 

l a.8 
78,2 
79,7 

l 80.3 
84,3 
84,6 

68,25 
74,80 

60,81 l 
70,14 

60,781 
72,64 

60,8 
70, l 

60,8 
72,6 

65,3 
71,5 

.;8,3 
69,5 

-
--

93,5 
93.4 
94, l 

89,8 
!15,3 

97,4 
93.2 

l 
i 
l 

l 

85,6 
82,2 
80,2 

86,0 
84,4 
81,7 

84,5 
84,0 
83,9 

85,4 
85,1 
84,9 

80,8 
85,9 
86,7 

80,5 
86,8 
87,5 

82,41 
84,30 

81,18 
84,35 

86,96 
88,92 

81,2 
84,4 

86,1 
88,9 

83.5 
87 .o 
83,7 
88,1 

!18,6 
87.7 

94,9 
91,8 
90,6 

91,3 
82,2 

95,6 
88 ,l 

l 

l 

Mu~o.l•l Muuio.lo 
<>tJUUOO OUo<> 

80,1 
77' 7 
74,4 

81,8 
79,7 
76,9 

83,3 
82,5 
81,8 

83,4 
83,1 
82,7 

80,0 
80,4 
80.4 

81' l 
83,0 
82.8 

85,44 
86,53 

84,71 
86,08 

86,12 
87,60 

84,7 
86,1 

86, l 
87,6 

85.8 
87 ,o 
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LIJ':HTI COLTIVATI ~t· "-AI.CANI (HIOPHOTEI .... .E) 

Di>~tribuzione e localizzazione dell'attività della proteinasi, chitinasi 

e ~-l--3 ~ucanasi negli organi digestivi degli animali trattati 
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