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INTRODUZIONE 

Le Candidiasi e le forme morbose imputabili a lieviti (Torulopsis, Rho­
dotorula ecc.), sono in aumento per una lunga serie di motivi che possono 
attribuirsi all'indebolimento dell'ospite efo alla virulentazione del parassita, 
come: terapie intense e prolungate con antibiotici; l'uso, spesso sconsiderato, 
di cortisonici; l'impiego dei contraccettivi orali; l'aumento del diabete mellito 
tra le popolazioni civili; i trapianti d'organo; l'emodialisi; l'aumento e l'abuso 
di alimentazione per via parenterale; i tumori nelle loro varie forme e terapie 
(immunosoppressori, radiazioni) ecc. Tra i numerosissimi reperti umani di 
Candidiasi, riportati in letteratura, risulta che la C. albicans [l] diminuisce 
in percentuale rispetto alle altre Candide considerate opportuniste, per cui 
abbiamo affrontato il problema della dimostrazione sperimentale de1la pato­
genicità dei lieviti, riferibili al genere Candida, anche in considerazione della 
4'Vfmtuale produzione di massicce quantità di Candide cresciute su n-alcani 
tla usare nell'a1imentazione del bestiame. Tale produzione potrà comportare 
una serie di problemi a livello zootecnico, ecologico-ambientale e delle zoonosi, 
tla non sottovalutare. 

Per le Candide patogene, o supposte tali, sono stati sperimentati ani­
mali, dosi e vie di inoculazione diverse [2-9]: conigli inoculati in vena auri­
eolare, cavie inoculate per via endoperitoneale ed in vena femorale, gerbilli 
inoculati in vena femorale, pulcini inoculati in vena alare, embrioni di pollo 
inoculati in sacco vitellino, topini inoculati in vena caudale. La migliore 
ri~>posta è stata ottenuta, per i tipi di Candide da noi sperimentate, con i 
topini, che offrono inoltre i vantaggi di essere gli animali più economici, più 
facilmente trattabili, più omogenei e con maggiori possibilità di repliche. 

(*) Borsista del Laboratorio di Veterinaria. 
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:t stato altresì necessario trovare un metodo di colorazione istochimica, 
tra i tanti riportati in letteratura per individuare i miceti nei tessuti, che 
rispondesse all'esigenza di una semplice e rapida esecuzione e della possi­
bilità di evidenziare sia la presenza dei lieviti nei tessuti in esame che le 
eventuali lesioni ed alterazioni di tipo infiammatorio e/o degenerativo da 
eui causate. Sono stati presi in esame i metodi: Ematossilina-Eosina, p.a.S., 
Hotchkiss Mc-Manus, Grocott, Pickett, Kelly, Gridley, V an Gieson, appor­
tando a volte alcune modifiche. Alla fine delle esperienze per i risultati otte­
nuti, e come verrà meglio chiarito più avanti, si è proposto il metodo p.a.S. 
associato a quello di Van Gieson. 

MATERIALI E METODI 

A) Contervazione delle colture 

Le Candide, di isolamento o di collezione, vengono conservate in più 
modi: 

l) in provette di agar patata (•) e agar malto ( .. ) chiuse con tappo 
a vite e tenute in frigorifero a + 7 oc ± l oc; 

2) in boccette di agar patata e agar malto interamente ricoperte con 
olio di vasellina sterile tenute a temperatura ambiente; 

3) in sospensione in provette con acqua sterile, chiuse ermeticamente 
con tappo di gomma e tenute in frigorifero a + 7 oc ± l OC; 

4) in provette di agar malto con tappo di cotone a temperatura 
ambiente. 

Si ricorda che mentre nei primi tre casi la sopravvivenza è assicwata 
per almeno due anni, nell'ultimo caso è necessario effettuare passaggi delle 
eoltwe almeno ogni due mesi. 

B) Preparazione delle colture per gli inoculi 

Le Candide, comunque conservate, vengono passate in provette di agar 
malto e tenute due giorni in incubazione a 27 °C, Con una ansata di queste 

(•) Agu patata: 200 g di patate •bocciate e •paccate in quatuo •i faouo bollire per 
30 miu in l l di HsO di•tillata. Si filtra per garza e eotoue, M aggiUDgono 20 g di glucolio

9 

1i porta a volnme eou H10 di•tillata, N eonegge 1e uece•sario a pH 6,0. Si aggiJmgoDO 20 g 

di agar. Si 1terilizsa 20 min a vapore B.uente e 20 miu a 120 uc. 
( .. ) Agar malto: 

estratto di malto (Difco) g/1 20 
peptoue . » l 
gluco&io ••••••.•• • 20 
agar . . . . . , » 20 

Si eorregge se ueceuario a pH 6,0. Si 1terilizza 20 mina vapore B.uente e 20mina 120 uc. 



PALLIOLA, l'ESTALOUA, TUTTOHELLO, ANTONUCCl, PISTOIA 635 

colture si seminano beute Erlenmeyer, da 500 mi contenenti 100 mi di brodo 
nutritivo glucosato, che vengono poste in agitatore rotatorio (200 girifmin) 
per 24 h a 27 oc. Le cellule delle brodo colture, in avanzata fase logaritmica 
e, nella maggior parte dei casi, in forma Y (= yeast), dopo opportnna dilui­
zione con acqua o, indifferentemente, con soluzione fisiologica, si contano 
facilmente in camera di Thoma-Zeiss. Più volte la conta è stata fatta paralle­
lamente col metodo delle diluizioni seriali in piaetre di agar malto .. (in 
triplo o in quadruplo), incubate fino a 4 gg a 27 oc prima della conta definitiva 
delle colonie. Lo scarto tra la conta microscopica e la conta microbiologica 
su piastra è del 2-3 %, nel senso che sono più le cellule contate al microscopio 
che le colonie contate su piastra. Tenendo conto di questo piccolo errore che 
si compie nella conta microscopica immediata, si sono allestite opportune 
diluizioni, con acqua o soluzione fisiologica, in modo da iniettare i topini 
in vena caudale con quantità variabili di cellule da 10 a 100 milioni. 

Nella maggioranza delle esperienze si è usata la dose di 2,5 X 101 cellule, 
sufficiente per causare candidiasi sistemiche, invasione di organi, fino a morte 
(da qualche giorno a qualche settimana a seconda del ceppo) nei topini 
inoculati con C. albicans e C. tropicalU; o per avere una certa percentuale di 
mortalità con C. stellatoidea o comunque per evidenziare danni, forme sal­
tuarie M ( = mycelial) o colonizzazione in forma Y o commensalismi pro• 
lungati con altre specie. 

C) Stabulazione 

I topini di razza Swiss-albini vengono messi a stabulare, randomizzati, in 
gabbiette di plastica a cestello (in Plexiglass con coperchio in acciaio inos­
sidabile), suddivisi in maschi e femmine, di 6--7 settimane d'età e di peso 
medio compreso tra 20-25 g. 

L'alloggiamento degli animali è distinto in gruppi di cinque soggetti 
per gabbietta, con lettiera di segatura di pioppo deresinata ad alta tempera­
tura, depolverizzata e sterile. Per una maggiore sicurezza la lettiera viene 
sostituita con frequenza settimanale, anziché ogni tre settimane come con­
sigliato dalla Ditta fornitrice. Le gabbiette sono sistemate in un castello di 
ferro, posto in una camera a ventilazione forzata, a temperatura costante 
(22 °C), ad umidità costante e ad illuminazione naturale attenuata. 

D) Alimentazione 

L'alimentazione è uguale per tutti gli animali ed è costituita da un 
mangime composto, integrato, sotto forma di pellets, preparato dalla Ditta 

.l m<. lot. Supn. Sanitd (1970) 11, 633-oWI 
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Mill 811 formula dPl Lahnratorio di Veterinaria dell'Istituto Supl'riore di 
Sanità ed avt>nte, ali" analisi chimica, la seguenti:' composizionr: 

estrattivi inazotati 

lipidi' . 

fihra grezza • 

ceneri 

26,50 '.'.;, 

4,50% 

4,50% 

6,50% 

Il mangime e l'acqua rimangono a disposiziont• degli animali ad libitum. 

E) E.mme cliniw ed isprttil•o 

Dal lato dinico i topini vengono scl!:uiti, una volta al giorno, con attento 
esame obiettivo della sintomatologia. J soggetti trovati morti, durantf' l'ispt•· 
zione, vengono sottoposti immediatamente ad un accurato esame autoptico 
ed al prelievo degli organi, secondo un elenco riportato più avanti. 

F) Abbattimento 

L'ahbattiml"nto dt:gli animali viene compiuto, se~endo i tempi sta­
hiliti dal programma. medianlt• •~utanasia. Il ml'todo prescelto è quello sug· 

gerito dall'UFA \\' (Universitics Federation for Animai Welfart·) ch" provoca 
la mort<• indolore [10]. Jl prdit~\'0 dd ~angue, pt>r gli t'Sanli Cmato--cbimici 
vif'IW dl'ettuato immcdiatanwntt· prima dell'ahhattimento dt·l topino m<·· 
diantt• puntura ddla vena orbitall' dell'angoln interno ddl'ncehio, con pipetta 
Pastcur [li]. 

G) Necroscopia ed rsamt• analomo-pat(Jlogicll 

La nt>croscopia degli animali si effettua su tavolette per dissezimu· 
« Fupoicel » [12], costituite da materiale plastico, consistente ma sufficientl'· 
mente poroso, facilmente sterilizzaLile sia ad alta temperatura che con deter· 
genti chimici. La necroscopia degli animali è semprt> completa c riguarda sia 
p;li organi della cavità addominalt~ che quelli della cavità toracica ed endo· 
cranica, dando sempre la precedenza al prelievo del ct>rvello. 

L'osservazione e la descrizione anatomo-patologica degli organi è ripor· 
tata, pl'r Of:!:ni singolo animale, su un registro delle necroscopie su cui si tra­
scrive, in seguito, anche la diagnosi isto-patologica di ogni organo. La necrn· 
scopia viene eseguita con Il' normali cautek e regole di asepsi per permetterl' 
il rcisolamento di eventuali Candide pr••st>nti negli organi e per cautelare lo 
stesso perito scttor<~. La tecnica seguita è quella clw si può trovare descritta 
in un qualsiasi manu!t· di necroscopia. 
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H) Prelievo organi 

A tutti gli animali vengono prelevati, sempre in cella sterile con bisturi 
e pinzette risterilizzati ad ogni prelievo di organo mediante lavaggio in alcool 
e flambaggio al Bunsen, i seguenti cinque organi: fegato, milza, rene, polmoni e 
cervello, perché da nostre precedenti esperienze [2-5, 7-9} si è constatato 
che rene e cervello sono generalmente gli organi bersaglio per la presenza di 
Candide mentre gli altri, pur non awndo sempre presenza di lieviti, rivelano 
spesso lesioni. Su questi organi viene eseguito sia l'esame colturale che quello 
istologico ed istochimico. 

l} Esame microbiologico degli organi 1legli animali morti o abbattuti 

f: necessario. per evitare interpretazioni errate di false diagnosi di can­
didiasi, procedere ad una indagine microbiologica degli organi f'Saminati 
istologicamente ed istochimicamente. Essendo gli animali di piccola mole e 
risultando spesso molto esiguo il materiale da controllare, è prcferibile pia­
strare direttamente le parti di organo. servendosi di pinzette e bisturi sterili, 
in agar malto per gli animali abbattuti, cd anche in agar mycosel (*) anti­
biotato nel caso di animali morti; le piastre vengono poste due giorni in 
termostato a 37 oc c 1lue giorni a 27 °C. 

Tale metodo, pur non permettendo di determinare con precisione il 
numero di Candide presenti, dà tuttavia una misura quantitativa sufficiente­
mente valida dell'invasione degli organi e la Cl'rtczza della presenza anche 
minima dei lieviti. Lo sviluppo delle Candide viene così indicato: 

-t- qualche colonia per piastra; 

-t- -t- 20---40 colonie per piastra; 

-t-+ -t- intorno a 100 colonie per piastra; 

++++ un numero non facilmente determinabile (200-400) di 
colonie per piastra; 

+++++ una patina. 

T n altri casi, per studi patogenetici e per evidenziare gli effetti di sostanze 
~tressanti o dcfedanti, è necessario provvedere alla conta dei Jic.,.'iti nei singoli 

(•) Agar Mycosel: 
peptone g/1 IO 
~~:lucosio. " IO 
.,~ " 16 
riclo esimide " (),4 

cloramfenicolo » 11,05 
Si corrl'p:ge se neces~ario a pll7,0, Si sterilizza per 15 mina 105 "C. l,e piastre si prepa­

rano subito io fase di raffreddamento dl'll'agar. 



638 LIEVITI COLTIVATI SU N-ALCANI (BlOPROTEINE) 

organi. Si preferisce esprimerli in CFU (unità formanti colonie) per 100 mg 
di organo. Si procede pesando sterilmente il campione, pestando e strusciandn 
a secco l'organo su un mortaio sterile. Dopo di che si aggiunge soluzione fisio· 
logica in modo da avere una diluizione iniziale l :50 (p/v) da cui si parte, 
per le successive diluizioni seriali fino a valori di 106, se si debbono contare le 
Candide nel rene e nel cervello, Si piastra l mi di ogni diluizione in triplo 
in agar malto e si può procedere alla conta delle CFU dopo due giorni di 
incubazione a 37 °C ed altri due giorni a 27 °C. 

L) Identifica:ione e conferma di specie 

Sia nel primo caso (colonie di Candide ottenute per piastramento di 
parti di organo), che nel secondo caso (colonie ottenute per diluizione) si 
procede all'isolamento in provette di agar malto e da queste colture si parte 
per la identificazione e la successiva conferma. 

f: necessario usare una serie di terreni in provette da batteriologia ste­
rilizzati tutti 20 min a vapore finente e 15 min a 110 oc. Per le prove di 
fermentazione si preparano provette con campanelle di Durham nel seguente 
terreno base: peptone lO g/1; acas (Costantino) 10 gjl; NaCl 5 gfl, a cui ven­
gono aggiunti glucosio, saccarosio, galattosio, maltosio, lattoaio, raffinosio 
in ragione di 20 gjl. La lettura può iniziare dopo tre gg di incubazione a 27 oc 
e può prolungarsì fino a due settimane. 

I terreni colturali per le prove di assimilazione sono stati preparati con 
tecnica diversa da quella indicata da Wickerham [13]; 11eguendo i suggerimenti 
8emplificativi di V an der W alt [14] si preparano provette a becco di clarino 
con Yeast nìtrogen base (Difco) 7 gfl, 20 g/1 agar Difco ed aggiunta di glu­
Co8io, saccarosio, galattosio, malto8io, lattosio, raflìnosio, amido solubile, 
eritritolo in ragione di 10 g/1. 

Il terreno per la prova di as8imilazione dei nitrati si prepara con 11,7 g!l 
di Yeast carbon base (Difco), lO g/1 di KN03, 20 g/1 di agar Difco. 

Per il test dì scissione dell'arbutina si prepara un terreno con estratto di 
lievito 10 gjl, arbutina 5 g/1, agar 20 gjl; subito dopo la sterilizzazione si 
aggiungono ad ogni provetta due gocce di FeC18 al 5 o/o. 

Per lo studio morfologico e per evidenziare le clamidospore, con la tecnica 
delle« elide cultures», ai usa il com meal agar Difco (•), distribuito in strato 
sottile su vetrino portaoggetti in camera umida sterile (secondo la tecnica di 
Rivalier e Seydel [15] o in capsule Petri, con vetrino coprioggetti sterile 
deposto sopra una parte dello striscio della coltura (11econdo la tecnica di 
Dalmau [16). 

(•) Indifferentemente, in mMeanza di questo, si può uure riu ~~roe! agar (Difco) 
o agat patata glucoBio 2 %. 

.tnn. Ilt. s..,. •. l>"anità (1079) Il, 633-MB 
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Le prove di conferma per l'identificazione sono necessariamente molto 
semplificate c generalmente più veloci rispetto a quelle di identificazione 
ex novo. Per quanto riguarda le Candide da noi sperimentate, la prima chiave 
da usare è quella del« germ tube test», La prova viene compiuta incubando 
per 3 h in bagnomaria a 37 °C in provette da sierologia 0,5 mi di siero normale 
sterile di cavallo (Sciavo) inoculato con 0,1 ml di una sospensione della col­
tura in esame (106 cellule contate in camera di Thoma), La tubulazione in 
queste condizioni è evidente ad una osservazione microscopica per C. albicans 
e C. stellawidea. 

L'assimilazione del saccarosio, negativa per C. stellatoidea, è poi suffi­
ciente per distinguere le due specie. Per le altre Candide si procede inizial­
mente all'osservazione delle« slide cultures» molto indicativa ma non pro­
bante. Poi, a seconda della Candida isolata da reidentificarc, si compiono 
alcuni tests particolari, e non necessariamente tutti quelli indicati dalla 
T ab. l; per la riconferma di C. utilis, per es. è sufficiente compiere le prove 
di assimilazione dei nitrati e di idrolisi dcll'arbutina; per la riconferma •li 
C. lipolytica, che non fermenta zuccheri, basta avere positiva la prova di 
assimilazione clell'eritritolo per distinguerla da C. zeylarwides. 

Per C. tropicalis, C. krusei, C. pseudotropicalis, C. guilliermondii, C. pa­
rapsilosis, può essere sufficiente la serie ridotta a 6 zuccheri delle prove di 
fermentazione. Talvolta alcuni ceppi di C. parapsilosi$ possono fermentare 
solo glucosio, per cui risulterebbero biochimicamente indistinguibili da C. krusei; 
è sufficiente allora proet~dere alle prove di assimilazione di glucosio, saccarosin, 
galattosio, maltosio: la C. krusei assimila solo glucosio. 

Per quanto riguarda la Candida ATCC 20275, l'unico !lato che la può 
distinguere dalla C. tropicatis è la prova di assimilazione elell'amido solubile; 
ma poiché in terreni agarizzati con amido si possono avere false crescite, e 
quindi responsi discutibili, è necessario, solo in questo caso, seguire la tecnica 
eli Wickerham che prevede una coltura in beute agitate in due stadi [13]. 

M) Materiali e metodi istologici ed istochimici 

l) Fissazione. 

Immediatamente elopo il pt(•lievo, gli organi vl'ngono ti~sati in formalina 
salata di Policard (aldeide formica al -1.0% 100 mi; NaCI 8,5 gr; lf20 distil­
lata 900 mi). Si è scelto questo fissativo perché permette di eseguire tutte le 
colorazioni istochimiche usate nelle diagnosi dei miceti, è di facile prepara­
zinne ed è quello più comunemente usato, elitre che nei labnratori di ricerca, 
anche negli ospedali. l tessuti così fissati possono l'ssere conservati a lungo. 
Il volume del fissativo deve essere almeno 20 volte quello del campione, il 
cui spessore non eleve essere sup!•riore a 0,5 cm per permettNe una adeguata 
penetrazione d·~' fissativo. n campione deve rimanere uel fissativo per almeno 
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2 t-48 h, dopodiché può essere conservato nel tempo aggiungendo però, alla 
soluzione prima detta, 4 g di fosfato di sodio monobasico e 6,5 g di fosfato di 
sodio bibasico anidro per tamponare la formalina. Prima di procedere all'alle· 
~timento del preparato istopatologico, il campione viene lavato per 24 h 
in acqua corrente per eliminare la formalina. 

2) Disidratazione, chiarificazione e inclusione. 

La disidratazione e la chiarificazione vengono eseguite con inclusore 
automatico ltalglas, usando, al posto dei liquidi tradizionali (alcool e xilolo), 
le miscele disidratanti e chiarificanti della ditta Technicon. 

l tempi di permanenza in queste miscele variano in funzione dello spes• 
~ore del preparato e 1lel suo grado di idratazione (•). 

Dopo aver es••guito l'inclusione in paraffina a p.f. 580-60 °C i campioni 
vengono tagliati con microtomo Jung e per ogni pezzo vengono raccolte su 
vetrini portaoggetto diverse sezioni dello spessore di circa 5-6 [L 

3) Metodi di colorazione istologica. 

Ematossilina-Eosina. - Soluzioni: Eosina bluastra all'l ~1,1 in soluzione 
acquosa (aggiungere al momento dell'uso 2 gocce di acido acetico glaciale per 
mordenzare la soluzione). Emallume di Mayer: si sciolgono a caldo in mezzo 
litro di H 20 distillata l g di ematossilina e 50 g di allume di potassio. Quando 
la soluzione si è raffreddata si aggiungono 0,20 g di iodato di sodio sciolto 
in 50 mi di H 20 distillata, 50 g di cloralio idrato e l g di acido citrico sciolti 
insieme in 450 mi di H20 distillata, Dopo circa un'ora si filtra e la soluzione 
è pronta per l'uso. 

Procedura: 
l) sparaffinare ed idratare le sezioni fino all'H20 distillata; 

2) emallume 5 min; 

3) acqua corrente lO mio; 

4) eosina l min; 

5) lavaggio rapido in H 20 distillata; 

6) disidratare, chiarificare e montare. 

Risultati: citoplasma rosa, nucleo blu. 

Considerazioni: questa colorazione è la più usata dagli istologi per la 
facilità di preparazione c la rapidità di esecuzione. Evidenzia bene le lesioni 
i~topatologiche del tei!Rnto in esame ma non colora affatto gli eventuali 
miccti presenti. 

(•) Per un campione di 2 mm di ~peasore, i tempi adoperati sono; 8 h in alcool 110'', 
l h ciascuno nei 5 disidratanti, l h ciascuno nelle due misc~le ùi~idratante /chiarificante (l/l), 
2 h nel chiarificante puro, 2 h ciascuno nelle due paraffine a p. f. 58°-60 <>C, 

.!nn. I st. Super. 811nil~ (Jg7U) 15, 633·-M~ 
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4) Afetodi di colr~raziorll' islflchimim. 

Metodo llotchkiss~ Mc Manu.~ [171. - Soluzioni: acido periodico all'l 0 ., 

in soluziotu: aequosa. Heattivo rli Schilr: fll'.'!tarc tinementP in un mortaio l,S p: 
di fm:sina hasiea; aggiunl!ere 200 mi di H 20 di~tillata: laReiar~· scioglil"re t· 
filtrare; agl!iungNe 3 g di metahi6nlfito di Jlotas~io; to.eioglit•rf" e tiltran•; 
agp:iunp:t'n' .) m l di aeiùo doridrico concentrato t' 30 mi di acido cloridrico l l\; 
aggiungl'te 0,50 p; di earlwm• attivo; agitan• JWr l mirmto e fìltrart•; comwrnut· 
in una bottiglia piena tino al collo. al buio t· a 1 °C. Difl'eren:r.iaton•: potassio 
mt'tahisolfito al 10 ~·n iu soluziotw acquo~a ;) m l. acido cloritlrico norma!f• 
5 mi. BzO distillata }()() mi. v~·rùe Jucc: Vf'IIl(' luce 0.2 g. HzO distillata 
] (10 mi c acido acetico l!,"lacialt• 0,2 ml. 

Procedura: 

l) sparafhr11m: e~l idratan• !t• SCl'.ioni fino ali'H~O distillata; 

2) ossidan: in acido periodien per 5 mm: 

3) acqua corrent~· 15 min; 

4) n•attivo di Sehiff da lS min a l h: 

5) difl'f"renziaton•, 2 camhi l~~'f un totale di 5 mw; 

6) acqua correnti' 10 min; 

7) verde luec 3~-5 min. S(' troppo scuro. lavare in aequa corn•nt1·. 

8) disidratare, chiarifieart~ t' montare. 

Risultati: miceti in rosso, fondo verd~· chiaru. 
Considerazioni: questo metodn mdte chiaranwntt• iu ~·vitlenza la pn•­

senza dt•lk Candidt~ nt'l tl'ssuto, ma il verde luce chi' da la culorazion~· di fondo 
non permette di distiug:uer(' l~· alterazioni, sia a livello cl'llulare che connt>t­
tivale o addirittura cellule di richiam(J linfoistiocitario, eventualmente presl"nti 
(Fig. l). lnoltn·. pt'r me~lio favorire la pt•netrazione del reatti\·o di Schifl" 
attraverso la parete eellulan• dt•i lit:\"iti. è consigliahilt-, secondo gli AA., pro­
lungare il tempo di o~sidal'-iniH' dcll'acid<J periodico fino a 15 min. 

Aletodn al nitrato di argenttl nwlt~naminu di Gomori modificaw da 
Cwcoll [18]. - Soluzioni: nitrato di argento rnetenamina. Soluziont' madn·: 
nitrato di argt'nto al 5 '\ 5 mi l" mf'tenamina (csametih·ntctrarnina) al 3% 
HlO mi; soluzione d'uso: Lorace al 5 % 2 mi, 1120 distillata 25 mi e soluziom• 
madre di nitrato di argento mt'tenamina 25 mi. \"erde luce allo 0,2 'fu· 

Procedura: 

l) sparaffinart' ed idratare le Rezioni fmo all'IJ 20 distillata; 

2) ossidar" con acido rwriodico allo 0,5 •:·;, 10 miu; 

3) lavare in acqua corrent•· 3 min; 

4) o,;sidar" in acido cromico al 5 ');1 4.5 min: 



PALl,IOLA, I'ESTALOZ.ZA, nJTTOJIF.LT.O, Ai'lT0Nl1CCT, l'lSTUIA 

5) lavare in acqua corrente 2 min; 

6) sodio bisolfito al 2% (per t>liminare l'acido cromico) l mm; 

7) lavare in acqua corrente 5 min; 

8) sciacquare in H 20 distillata 2-3 cambi per un totale di 5 min; 

9) soluzione nitrato di argento metenamina 60 min circa a .)8 oc. 
Controllare la colorazione al mirroscopio: i miceti dt~\·ono apparire nNi; 

10) lavare in H 20 distillata diverse volt~; 

11) cloruro d'oro 0,1 % (le sezwm virano al grigio porpora); 

12) sciacquare con H20 distillata; 

13) fissare con tiosolfato di sodio al 5 °·~ 3 min; 

H·) colorazione dì contrasto con verde luce 30 sec; 

15) disidratare, chiarificare e montare: 

Risultati: miceti marrone scuro, fondo verde chiaro. 

Considerazioni: il metodo Grocott permette una rapida visualizzazione 
delle Candide nelle sezioni di organo, ma come il precedente non consente di 
rilevare t•ventuali reazioni del tessuto in t'Same (Figg. 2 c 3). Inoltre, la prepa­
razione delle soluzioni l"d il tempo di esecuzione della colorazione sono piut· 
tosto lunghi; pertanto, gli AA. ritengono che il suddetto metodo sia tra i 
meno indicati per una rapida diagnosi istologica. 

AJelodo Gridlej {19]. - Soluzioni: acido crnmico al 4,% in soluzione 
acquosa. Rt•attivo Ili Schiff. Differcnziatore. Fucsina para!d.~ide: fucsina 
hasica 0,5 g, alconl etilico 70% 100 mi, puraldeide 0,75 mL acido t·loridrico 
concentrato 1,25 mi. Giallo metanile: giallo metanile 0,25 g, H20 distillata 
100 mi e acido acetico glaciale 2 gocce. 

Procedura: 

l) sparaffinare ed idratare le sezioni finn all'H~O distillata; 

2) ossidare in acido cromico l h: 

3) acqua comnte 5 min; 

-t) reattivo di Schiff da 15 min ad l h; 

S) sciacquare nel tlilferenziatore, 3 cambi per 11n totale di 5 min: 

fl) acqua corrente 15 min; 

i) fucsina paraldeide da 15 a 30 min; 

8) eliminare l'eccesso di colorante con alcool 95 o/o; 
9) lavaggio in acqua corrente; 

10) enlorazione di contrasto cun giallo metanilc l min: 

ll) lavaggio in acqua corrente; 

12) disidratare. chiarificare e montare. 
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Risultati: lieviti dal rosa scuro al porpnra. miceli blu scuro, fondo giaUu. 

ConsidPrazioni: il metodo è molto luntro ed indaginoso. Inoltre, l'ossi· 
dazione effettuata secondo la metodica, è spesso insufficiente a favorin• la 
penetrazione del reattivo di Schifi', in quanto l'acido cromico è un ossidantt• 
molto più dchok dell'acido periodico, abitualmente usato nella c.olorazioiH' 

p.a.S. (perindic acid Schifi'). 

Metodo metacromati("(J [20). - Soluzioni: aeido soìforico concentrato-·· 
etere dietilico l : l. Blu di toluidina allo 0,01 % in acido acetico al 3 '\,. 

Procedura: 

l) sparaflìnare le sezioni e mcttf'rlP in alcool assoluto; 

2) asciugare le sezioni all'aria 5-10 min; 

3) acido solforicofetere dietilico 5 miu; 
4) lavare in acido acetico al 3 %; 
5) blu di toluidina 5 min; 

6) lavare in acido acetico al 3 % l mm; 

7) disidratare in alcool assoluto l min: 

8) chiarificare c montaTI'. 

Risultati: miceti rosso-violaceo, fondo hlu pallido. 
Considerazioni: è noto chf' i mìccti possiedono gruppi 1,2 glicol 

(-CHOH- CHOII-) dw veugono esterificati dali" acido solforico in gru}lpi 
estere-solfaw (-0503) chi:' reagiscono metacromaticamente con il blu di 
toluidina. Le Candide vengono, quindi, identificate con questo metodo 
(Fig~. 4 c 5). La difficoltà consiste, però, nel conservar{' a lungo le sezioni così. 
colorate, in quanto la disidratazione tende a far virare nuovamente il colore 
verso l'ortocromatico. 

Metodo alla .fluorescenza [21}. - Soluzioni: arancio di acridina allo O, l % 
in soluzione acquosa. Ematossilina di Wdgert. 

Procedura: 

l) sparaffmarc ed idratare }f· sezioni fino all'H20 distillata; 

2) ematossilina di Weigert 5 min; 

3) sciacquare in acqua corrente 5 min; 

4) arancio di acridina 2 min; 

5) sciacquare in H 20 distillata 30 sec; 

6) disidratare in alcool 95 % l min: 

7) disidratare in alcool assoluto, 2 cambi per un totale di 3 min; 

8) chiarificare in xilolo, due camhi per un totale di 3 min; 

9) montare in mezzo non fluorescente. 
Risultati: Candide con fluorescenza giallo-verde. 
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Con~iderazioni: quPsto mt~totlo è di facile preparazione cd esecuzione. 
Lt> Candide mostrano una lluorf'sCt•nza brillante c •tuindi si visualizzano par­
ticolarmente bene sul fondo scuro (Fig. 6). L'ematossìlina dì Wt•igert permette 
di distinguere il tessuto, ma non è sufficiente a rivelarne eventuali altera· 
zioni. Inoltre, gli inconvenienti di questa metodica consistono nel dover 
olisporre di un microscopio a fluorescenza e nella necessità di fotografare 
immediatamente le sezioni in quanto, per un noto fenomt•no fisico-chimico, 
la fluorescf'nza si attenua nel tf'mpo fino a scomparire completamente, 

:vletodo p.a.S. usMcialo al metodo V an GieMn. ~ Soluzioni: acido perio­
dico all'l o/o. Reattivo di Schiff. Differenziatore. Ematossilina di Weigert; 
,.;oluzione A: soluzione acquosa al ,1,8 % di cloruro ferrico 4 ml, acido clori­
drico l mi e H20 distillata 95 ml; soluzione B: ematossilina l g e alcool 95 ~;, 
100 mi; al momento 1lell'uso si mescolano le due soluzioni in egual volume. 
:ìnluzione Van Gieson: soluzione acquosa satura di acido picrico 100 ml e 
fucsina acida all'l % 10 ml. 

Procedura: 

l) sparaffinare ed idratare le se7.ioni finn aii'H20 distillata: 

2) at--ido periodico 15 min; 

:l) "'"l"a '"'""'' 15 min; 
l) rPattivo ~u Schiff ~la l.'i min a l h; 

5) lliffcrcnziatorf', 2 camhi per un totah~ di S min: 

6) acqua corrente 10 min; 

7) lavaggio rapido in H 20 distillata; 

8) cmatossilina di Weigert S min; 

9) acqua corrt"nte 10 min; 

10) soluzione V an Gieson 2 min; 

11) lavaggio rapido in HlO distillata: 

12) disidratare, chiarificare e m~mtare. 

Risultati: nudei nt~ri, ritoplasma rosa aranciato, 1:nnnt~ttivo russo 
porpora, Candide russo viulaceo. 

Considerazioni: 1-~li AA., cunstatati g:li inconvenienti che ciascuna metotlica 
~opracitata presenta, hanno ad-ottato l'associazione, in un unico metodo ~li 

una reazione istochimica (p.a.S.) con una colorazione istologica (V an Giesnn). 
(,luesta associazinne ennsf'nte Ili rilevare rnntemporanf'amente e con molta 
{·biarezza sia le Candide che le eventuali alterazioni istopatnlogiche di tipo 
df'gencrativo efo n·attivo nd tessuto in esame l Fig. 7-121- Si è rivelata. 
in effetti, una tecnica ~~·mplice, di rapida 1:seeuzinne che pNmette anche tli 
o•onseTvare nel tempo i preparati. 

'" 
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CONCLUSIONI 

Gli AA. ritengono che qut•sta nota (scaturita da numerose t~sperienzf· 1· 

approfonditi' ricerdw bibliografiche) possa fornirt• una guida valida t• sufli­
cientemt•nte semplice a coloro (medici. veterinari, analisti, ec('.) eh<' si tw­
vasst~ro nella necessità di afl'rontart• il problema della identificazione di spt•rit• 
diverse di Candidt•, isolate da n~perti umani o animali. 

Lo sclu:ma metodologico presentato potrà inoltn• essert• utile per sta· 

hilire, a priori. se un lievito tla utilizzarsi in un ciclo produttivo pussa pn·­
Stmtart• qualcht> indizio di patogenicità. 

Appare anche importanti• sottolinear" ciii' il topino è risultato il piì1 
rispondente degli animali utilizzati per le- sperimentazioni descritte, Resta 
tuttavia fuor di dubbio clw coloro i quali vnlessf'ro approfondire le proprit• 
ricercht• o si trnvassero di fronte a specie di lieviti diversi da quelli presi in 
considerazione o, ancora, dovt'SSero atrrontare altre prnhlematiche inerenti 
all'argomento, dovrehhern compiert· esperitmzt• analoghe anche su altri 
animali di lahoratnrio eventualmente r('ndendoli più sensibili all'infeziulw 
con diversi metodi quali l'uso di allossana, antibiotici, cortisoniei. immuno­
soppressori, radiazioni, timt•ctomìa, ecc. 

Si ringraziano i •igp:. Vin~~n~o Adriani c Mario Bianeini p<·r lu vnlid<l {'<! dlicm•t• colla· 
hnrazimtc prt•Mu1a durnJlt•· tutto In ~volgimt•tttu ,J,.U,. c~r"·ricnz•·. 
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Fig. l. - Metodo Hotchkiss·Mc Manus: C. subtropica/is- Rene - 400x. 

Fig. 2. - Metodo Grocott: C. albican.•- Rene - lOOx. 

A nn /si. 8wpn. 8a1!ilt) (1970) 15, 633-11-lS 
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l'ig. 3. -- Metodo Grocott: C. a/bicuns- Rene- 400x. 

Fig. 4. - Metodo Kelly: C. swilutoid•a- Rene- 400x. 



PALLIOLA, PESTALOZZA, TUTIOBELLO, ANTONUCCI, PISTOIA 

(' 

~ ... • 

··p~ ' ' ' 
. 

' ' -c-· 

.11m. l8t. Supu. Sanild (1979) 15, ~33 Gola 



LIEVI'J'I COLTIVATI SU N~ALCANI (BIOPROTEI!'Ot:) 

Fig. 5. - Metodo KO"lly: C. 11/bican.s~ Rene~ l.OOOx. 

Fig. 6. - Metodo Pkkett: C. sublrllpicalis - Rene ~ 400x. 
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Fig. 7. - Metodo p.a.S. - Va n Gieson: C. su&tropicaiis - Cervello - lOOx. 

Fig. 8.- Metodo p.a.S.- V an Gieson: C. 1u&1ropifalis- Cervello- 250x. 

Ann. Iot. Super. Sanitd (1979) U, 633-618 
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Fig. 9. - Metodo p.a.S. - \"an Gicson: C. albir""-' - Henc - 40x. 

Fig. IO. -Metodo p.a.S.- V an GiPson: C. uli/is- Rene- l.OOOx. 
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Fig. li. - Metodo p.a.S.- V an Gicson: C. sublropicalis- Rene- 100 x. 

Fig. 12. - Metodo p.a.S.- V an Gieson: C. sublr(}picalis- Rene- 250x. 

A nn. 1•1. Su per. SanrtO (1979) 15, 633-GH 
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